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RESUMO
SIMULACAO NUMERICA DE PROCESSOS DE SOLIDIFICACAO EM SISTEMAS BI-
NARIOS APLICADOS A CRIOPRESERVACAO DE CELULAS

A preservacao e o armazenamento de células e tecidos tém sido utilizados largamente em
pesquisa cientifica e aplicagoes clinicas. No entanto, hd uma aparente contradicao entre o
conceito de preservacao e as conclusoes baseadas em resultados experimentais que materiais
biologicos criopreservados podem ser danificados pelo proprio processo de preservagao. A
compreensao do processo de solidificagao de solugoes salinas é fundamental para a proposicao
de novos protocolos de criopreservacao. No presente estudo, o congelamento de uma solugao
de cloreto de sédio a 1% em massa é simulado. As equacoes de conservacao de massa,
momentum, energia, e espécies quimicas foram discretizadas e resolvidas numericamente
utilizando-se o método dos volumes de controle para um dominio bidimensional que contém
a parede da bolsa pléstica e a solucao salina. A perda de dgua da célula foi calculada a partir
da histéria de temperatura e concentracao durante o processo de solidificacao e verificou-se
que, dependendo da posigao inicial da célula na bolsa, a célula tem probabilidades diferentes

de sobreviver durante o processo.

Autor: Cristiano Vitorino da Silva

Orientador: Prof. Dr. Marcus Vinicius Andrade Bianchi
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ABSTRACT
NUMERICAL SIMULATION OF THE SOLIDIFICATION OF BINARY SOLUTIONS AP-
PLIED TO CRYOPRESERVATION OF BIOLOGICAL MATERIAL

Cryopreservation and banking of biological cells and tissue have been widely utilized in scien-
tific research and clinical applications. However, there is an apparent contradiction between
the concept of preservation and the experimental findings that the cryopreserved biological
materials can be damaged by the cryopreservation process itself. Understanding of the solid-
ification process of salt solutions is crucial to propose successful cryopreservation protocols.
In the present study, freezing of a sodium chloride solution (1%) in a flat bag is simulated.
Mass, momentum, energy, and species conservation equations were numerically solved using
the control volume method in a two-dimensional domain. Then, using the temperature and
salt concentration data calculated, the kinetics of water loss from a model cell is predicted.
The results show that, depending on the initial position of the cell in the bag, the history of

water loss varies, and so does the cell preservation.

Author: Cristiano Vitorino da Silva

Major Professor: Prof. Dr. Marcus Vinicius Andrade Bianchi
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Processos de solidificacao sao bastante estudados nas mais variadas areas de inte-
resse. Estes processos podem acontecer tanto artificialmente como naturalmente, e possuem
uma grande variedade de aplicagoes. Na industria sidertrgica, por exemplo, o processo de
solidificacao de metais é de fundamental importancia, pois é ele que controla a qualidade
e as caracteristicas dos produtos. Além disso, uma série de processos naturais incluem

solidificacao, tais como a formacao de icebergs, rochas vulcanicas, granizo entre outros.

1.1 Motivacao

A solidificacao de misturas, que é o caso mais frequente em processos de solidificacao,
é muito mais complexa do que a solidificacao de substancias puras. O processo ocorre em
uma faixa de temperaturas e nao a uma determinada temperatura fixa. Além disso, ha
outros fatores a se considerar associados com a formacgao da mushy region (regiao bifasica),
tais como fenomenos de macro e micro segregacao de solutos, escoamento num meio poroso,
e outros.

A preservagao e o armazenamento de células bioldgicas (heméceas, espermatozdides,
e outras células) vém sendo muito usado em pesquisa cientifica e clinica. No entanto, ha
uma contradicao entre o conceito de preservacao e as conclusoes de resultados experimentais
que mostram que materiais criopreservados podem ser danificados durante o préprio pro-
cesso de preservacao. Quando as células sao resfriadas a aproximadamente —5°C, tanto a
célula quanto o material extracelular permanecem liquidos e super-resfriados. Entre —5°C
e —15°C gelo se forma fora da célula, mas seu interior permanece super-resfriado, provavel-

mente porque a membrana da célula bloqueia o crescimento de cristais de gelo no citoplasma
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Figura 1.1 — Variacao da resposta osmética de uma célula suspensa
em uma solucao resfriada, como uma fungao da taxa de

resfriamento.

[Lunardini, 1981]. A dgua super-resfriada no interior da célula tem, por defini¢cao, um poten-

cial quimico maior do que o da dgua na solucao extracelular parcialmente congelada: assim

a agua que difunde da célula osmoticamente congela externamente a mesma. O que acontece

depois depende da taxa de resfriamento da célula. Se a célula é resfriada muito rapidamente,

a agua intracelular nao difunde tao rapidamente para o meio externo de forma a manter o

equilibrio; a célula se torna cada vez mais super-resfriada e, eventualmente, gelo intracelu-

lar se forma ocasionando a morte da célula. Se, por outro lado, a célula é resfriada muito

lentamente, a contragao (devida a desidratacao) e a exposi¢ao da célula por longo periodo

de tempo a altas concentragoes de eletrélitos (devidas a precipitagao de gelo externo) antes

que a concentragao eutética seja atingida também pode danificar a célula [Mazur, 1984).

A Figura 1.1 representa o comportamento celular durante o processo de criopre-
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Figura 1.2 — Modificagao do volume celular para uma hemacia con-
forme a concentracdo do meio externo [Junqueira e

Carneiro, 1997].

servacao. Observa-se que se a taxa de resfriamento for muito rdpida ocorre uma grande
formacao de cristais de gelo intracelular, que ao crescerem acabam rompendo a membrana
celular, destruindo a célula. Se o resfriamento for muito lento, o tempo em que a célula
permanece sob o meio hipertonico permite que ocorra uma perda de agua intracelular, e se
esta quantidade de agua for muito excessiva a célula também acaba morrendo por crenacao
(desidratacao).

Outro problema pode ocorrer, se o meio onde as células estao suspensas for hipotonico.
Neste caso ocorre o contrario, o fluxo de dgua seria do meio para a célula, também destru-
indo a célula por hemdlise (ruptura). A Figura 1.2 mostra o comportamento de uma célula
sanguinea (hemécea) colocada em meio hipertonico, hipotonico e isotonico, sendo que esta
tém um comportamento semelhante no caso de resfriamento muito lento. A situagao em
meio hipotonico, embora prejudicial a célula, nao ocorre durante a solidificagao de solucoes
salinas.

O procedimento correto para se preservar células seria determinar taxas 6timas de
resfriamento, para que a célula nao perca muita dgua, nem rompa por excessiva formacgao de
cristais de gelo intracelular. Seria entao importante tentar determinar nesta area de pesquisa
processos 0timos para se criopreservar células, obtendo-se a maior sobrevivéncia celular.

Crioprotetores sao substancias utilizadas para se evitar a formacao de gelo dentro
da célula, prevenindo assim a sua morte. Glicerol é, por exemplo, adicionado a solugao

salina a fim de deprimir o ponto de fusao da solucao. Embora bastante eficiente, o uso de
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crioprotetores pode causar danos a célula, devido a sua toxicidade. Assim, a utilizagao destes

nao sera considerada neste trabalho.

1.2 Revisao da Literatura

Devido ao grande interesse em se modelar processos de solidificagao, intimeros au-
tores que trabalham nesta area tém desenvolvido varios modelos matematicos, capazes de
simular o comportamento desses processos. Existem modelos capazes de simular a solidifi-
cacao de substancias puras as quais solidificam a uma temperatura fixa. Existem também
modelos para substancias multicomponentes que solidificam em uma faixa de temperaturas.
Muitas vezes a solidificacao pode ser estimulada a ocorrer de maneira a se formar uma
frente de solidificagao. Com isso existe também a necessidade de se ter modelos capazes de
descrever este tipo de processo.

Existem modelos matematicos ja derivados, capazes de predizer processos de solidi-
ficagao de sistemas multicomponentes. Uma revisao de alguns destes modelos tais como os
baseados na teoria de mistura, modelo continuum de mistura, e modelo da média no volume,
sao apresentados por Viskanta [1990], onde sao feitas comparagoes e comentarios sobre as
limitagoes de cada um destes modelos.

Um dos modelos mais utilizados, devido a sua maior simplicidade, é o modelo
baseado na teoria de mistura do continuum, derivado por Bennon e Incropera [1987]. O tra-
balho desenvolvido por Christenson et al. [1989] apresenta um estudo numérico utilizando o
modelo de mistura do continuum Bennon e Incropera [1987] para o processo de solidifica¢ao
de uma substancia multicomponente de cloreto de amonia e agua em uma cavidade retan-
gular. Comparando os resultados obtidos por Bennon e Incropera [1987], com os obtidos
experimentalmente por Christenson e Incropera [1989], obtem-se uma boa concordéancia.

Em outro trabalho, Prescott et al. [1991] desenvolveram um estudo sobre processos
de solidificagao baseado na teoria de mistura do continuum, fazendo uma comparacao com o
método da média no volume, particularmente sobre as equagoes de momentum, comprovando
a validacao do modelo de mistura.

Prakash e Voller [1989] apresentaram alguns aspectos numéricos para a solugao das
equacoes do modelo de mistura do continuum em problemas envolvendo mudanca de fase de

solido para liquido em materiais multicomponentes.
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Quanto a aplicacao de processos de solidificagao em criopreservagao de tecidos, os
trabalhos disponiveis assumem a existéncia de uma taxa de resfriamento constante incidindo
sobre as células. Viskanta et al. [1997] mostraram que mesmo considerando uma taxa de
resfriamento constante externa a bolsa, a taxa de resfriamento local nao é a mesma para
todo o dominio, e que células em diferentes posicoes na bolsa sofrem diferentes variagoes de
volume celular.

Mazur [1963] desenvolveu um estudo detalhado sobre processo de perda de dgua
das células a baixas temperaturas, fazendo uma derivacao do modelo de transporte de agua
através da membrana celular como uma funcao da temperatura. Ele apresentou também um
modelo linear para a permeabilidade da membrana também como funcao da temperatura.

Mazur [1990] estabeleceu alguns protocolos para criopreservar determinados tipos
de células. Seu estudo experimental analisa a taxa de perda de dgua, formacgao de cristais
intracelulares, e crescimento destes cristais para varias condigoes de resfriamento, e também
para varias concentragoes de agentes crioprotetores. Seus protocolos envolvem técnicas de
resfriamento e posterior reaquecimento, verificando o nivel de sobrevivéncia das células.

Mazur [1990] faz também comentdrios e experimentos sobre as aproximagoes com
relacao a area superficial das células, energia de ativacao, permeabilidade da membrana e
sobre o processo de vitrificagao.

Em outro trabalho Karlsson e Toner [1996] aplicaram o modelo teérico de perda
de agua através da membrana. Também realizaram estudos sobre nucleagao e crescimento
de cristais, para prever o comportamento de células de ratos durante o processo de crio-
preservagao. O volume instantaneo e composigao do citosol das células durante uma taxa
continua de resfriamento na presenca de glicerol foi simulado usando o modelo de transporte
de agua. A teoria classica de nucleacao foi utilizada para predizer as taxas de nucleacao de
gelo. Uma difusao limitada nao isotérmica de crescimento de cristais foi usada para computar
a cinética de cristalizacao.

Toner et al. [1990] apresentaram a derivacdo de um modelo fisico quimico baseado
na teoria classica de nucleagao heterogénea, para analisar a formacao de gelo sobre células
biologicas durante o resfriamento. De acordo com este modelo, a formacao de gelo intracelu-
lar pode ser caracterizada pela membrana plasmaética via efeitos de gelo externo sobre esta,

chamada superficie de nucleacao catalisada, ou por particulas intracelulares, chamada volu-
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me de nucleagao catalisadora, sendo estas dependentes das condicoes de resfriamento. Eles
entao acoplaram o modelo de formacao de gelo intracelular com o modelo que descreve a
cinética do transporte de agua, para predizer o estado termodinamico do citoplasma.

Também Toner et al. [1992] investigaram a resposta celular de hepatdcitos isolados
de ratos durante o processo de resfriamento, para varias condi¢oes quimicas e fisicas, com o
uso de observacoes criomicroscopicas e um modelo tedrico de transporte. Usando o criomi-
croscopio eles puderam determinar a quantidade de desidratacao celular que ocorre durante
o processo de criopreservacao para diferentes taxas de resfriamento, e também a formacao
de gelo intracelular.

Mais recentemente, Viskanta et al. [1997] apresentaram uma simulagao de processos
de solidificacdo de uma solucao de cloreto de sédio em dgua a 1% em peso, colocados em
uma bolsa plastica de parede plana. Com a obtencao dos resultados de temperatura e
concentragdo de sal, utilizaram o modelo desenvolvido por Mazur [1963] para calcular a
cinética de transporte de dgua predizendo o comportamento do volume celular. A resolugao
deste problema foi feita sobre um dominio unidirecional, incluindo a bolsa, desprezando
efeitos de conveccao natural para diferentes taxas de resfriamento. Neste trabalho nao foi
assumida a simplificacao de que a taxa de resfriamento imposta na parede da bolsa é a

mesma que incide sobre as células dentro da solucao.

1.3 Objetivos

Dando continuidade ao trabalho desenvolvido por Viskanta et al. [1997], o presente
trabalho extende a solucao do processo de solidificagao de solugoes salinas para um dominio
bidimensional, introduzindo a solucao das equagoes de momentum na direcao x e y. Uma
equacao para a perda de agua das células, que pode ser resolvida a partir da solugao das
equagoes de conservacao do modelo de solidificacao, é desenvolvida levando-se em conta a
histéria de concentragoes e temperaturas dentro e fora da célula.

O presente trabalho tém, portanto, os seguintes objetivos:

1. Desenvolver o modelo de solidificacao de solugoes salinas em dominio bidimensional,
considerando a existéncia de escoamentos devido a gradientes de temperatura e con-

centragao
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2. Desenvolver uma equagao de transporte de agua através da membrana celular a fim
de se determinar as taxas de variacao de volume da célula como funcao da histéria de

concentracao e temperatura.

3. Implementar um algoritimo de resolucao das equagoes de conservacao em regime tran-
siente, para a solucao do modelo de solidificacao de solugoes salinas junto ao cédigo

computacional desenvolvido por Patankar [1980].

4. Desenvolver um procedimento de solucao da taxa de variacao de volume celular a partir

das condigoes impostas a célula.

5. Resolver o problema para alguns casos de interesse.

1.4 Organizacao do Trabalho

O presente capitulo serviu para dar a motivacao para a realizagao do estudo que
aqui se apresenta.

No Capitulo 2, estd apresentada a derivacao completa do modelo matematico de
solidificagao baseado na teoria de mistura do continuum, com as equagoes de conservagao
de massa, energia, quantidade de movimento em z e y, e espécies quimicas. Esta também
apresentado o modelo de mudanca de fase.

O Capitulo 3 apresenta a derivacao do modelo para a cinética da perda de dgua,
e também um estudo sobre a cinética do fluxo de solvente através de uma membrana
semipermeavel. Neste capitulo também estd desenvolvido um modelo matematico da variagao
de volume como funcao das concentracoes intra e extracelular.

O Capitulo 4 apresenta a modelagem fisica do problema de solidificacao de solugoes
salinas, e de cinética de perda de agua das células a baixas temperaturas. Sao apresen-
tadas também as condicoes iniciais, e de contorno inerentes ao problema assim como as pro-
priedades termofisicas e grandezas utilizadas para a resolucao do problema. Estao também
apresentados alguns detalhes do método numérico utilizado na resolugao das equacoes de
transporte e de fluxo de dgua através da membrana celular.

Os resultados obtidos para o problema de solidificacao e cinética de perda de dgua
das células a baixas temperaturas sao apresentados no Capitulo 5. Primeiramente, foi re-

solvido o problema de solidificacao para algumas taxas de resfriamento, e a seguir entao foi
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resolvido o problema da cinética da perda de agua das células em temperaturas abaixo de
0°C.
Finalmente, no Capitulo 6 sao apresentadas as conclusoes e as sugestoes para possiveis

continuagoes deste trabalho.



CAPITULO 2

MODELO DE MISTURA PARA SOLIDIFICACAO

A obtencao da solucao de qualquer problema fisico requer a habilidade da criacao
de um modelo matematico correspondente. O modelo matemético deve ser tal que possa
ser resolvido com tempos de computagao nao-proibitivos e que os resultados obtidos bem
representem o fenomeno fisico em questao [Maliska, 1993].

Modelos matematicos tém sido usados extensivamente nas tultimas duas décadas
para simular numericamente processos fisicos. O desenvolvimento de computadores de alta
velocidade com grande capacidade de memoria e de algoritmos numéricos tém contribuido
muito para este crescimento. Problemas para os quais nao havia solu¢gao, mesmo em geome-
trias e casos simples, estao agora sendo resolvidos para modelos e geometrias muito mais
proximas da realidade.

Simulacoes numéricas fornecem, nao apenas distribuicoes detalhadas das diferentes
varidveis, as quais sao muito dificeis (ou virtualmente impossiveis) de serem obtidas experi-
mentalmente, mas também permitem uma selecao independente de caracteristicas especificas
de transporte do sistema estudado. Estas varidveis sao limitadas experimentalmente pela
selecao de materiais, tamanho do aparato experimental, variacao de temperatura e outras
caracteristicas que sao dificeis de serem reproduzidas em laboratério. Novos processos de
manufatura podem ser simulados numericamente com o objetivo de fornecer dados sobre sua
eficacia antes de consumir recursos significativos na construcao de protoétipos.

Devido a absorgao e rejeicao de calor latente, problemas de mudanca de fase sao
nao-lineares, e solugoes exatas sao limitadas a uma pequena classe de problemas envolvendo
substancias puras em dominios unidimensionais finitos ou semi-infinitos [Carslaw e Jaeger,

1959; Ozisik, 1993].
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Vérios modelos numéricos tém sido propostos para estudar processos de solidificagao
em ligas binarias. A modelagem de processos de solidificacdo é uma area de pesquisa em
expansao e a literatura tem mostrado um crescimento exponencial. Os modelos de solidi-
ficagao de ligas binarias podem ser divididos em dois grupos: 1) aqueles baseados na teoria de
mistura, e 2) aqueles baseados na teoria da média no volume. Beckermann e Viskanta [1993]
apresentaram a revisao do modelamento matematico para transporte de massa, momentum,
calor e espécies quimicas ocorrendo durante solidificagao de ligas metalicas contrastando as
diferencas entre as duas aproximagoes.

Na teoria de mistura, é assumido que a regiao bifasica tem algumas propriedades
macroscépicas e a derivacao das equagoes de conservacao é mais simples do que a derivagao
baseada no modelo de média no volume. Bennon e Incropera [1987] apresentaram um con-
junto de equagoes para descrever o problema de solidificacao de sistemas binarios, incluindo
os efeitos de empuxo devido a presenca de gradientes térmicos e de soluto, utilizando a
teoria de mistura. A técnica da média no volume, por outro lado, é motivada por teorias
gerais de fluxo através de meios porosos e de outros sistemas multifdsicos [Drew, 1983]. A
maior diferenca entre estas aproximacoes é que ao se utilizar a média no volume, as equacoes
macroscdpicas sao rigorosamente derivadas de equacoes microscdpicas, enquanto na teoria
de mistura assume-se a validade de algumas relacoes continuas sobre escala macroscopica
[Beckermann e Viskanta, 1993].

Prescott et al. [1991] mostraram que ambas as aproximagoes resultam nas mesmas
equagbes macroscopicas. Mais recentemente, Prescott e Incropera [1996] apresentaram uma
revisao avaliando o modelo matematico de transferéncia de calor e de massa em solidificagao
de ligas. Os autores apresentaram uma perspectiva historica de modelos de solidificacao e
suas equagoes.

Neste capitulo as equacgoes de conservagao de massa, momentum, energia, e espécies
quimicas sao obtidas a partir dos principios fundamentais aplicados a um volume de controle

infinitesimal utilizando o modelo de mistura [Bennon e Incropera, 1987].

2.1 Modelo de Mistura do Continuum

Assumindo um pequeno volume de controle, conforme mostrado na Figura 2.1. Nele

h4 um nuimero de fases k.
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Figura 2.1 — Volume de controle na regiao bifasica [Bennon e Incro-

pera, 1997].
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Definem-se ¢, a fracao volumétrica da fase k e fj a fracdo méssica da fase k como

5_—Vk
k — V?

M
fe= 3

Por definigao é facil mostrar que

ZékZka:L
! !

A densidade da fase k£ é definida como

e a densidade parcial da fase k é igual a

My
Pk = ;-

V

(2.1)

(2.2)

(2.4)

(2.5)
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Combinando as equagoes (2.1), (2.4) e (2.5), pode-se encontrar a relacio entre a massa

especifica e as fragoes volumétrica e massica da fase k, como

pfi = prer = Pr- (2.6)

A conservagao de uma variavel ¢ genérica no volume de controle considerado pode ser escrita

CcOomo

0

o [ Prowdv + / (ProuVi) - fidA = — / (cufs) - A+ / SV, (27)
v A A v

Aplicando o teorema da divergéncia de Gauss para as integrais de area, e a regra de Leibnitz

para o primeiro termo do lado esquerdo da igualdade:

/ %(m¢k)dv+ / V- (m%@)dv — / v (gkfk> v+ / euSdV. (2.8)
% 1% 1% v
Resolvendo a equacao integrando-se sobre um volume de controle infinitesimal, o resultado
é a equacao de conservagao da variavel genérica ¢ na fase k em um campo contendo um
numero arbitrario de fases

% (Prds) + V - (mﬁkqbk) = -V. (€kjk;> + erSk- (2.9)

A equacao (2.9) é uma equagao de conservagao genérica. A escolha da varidvel ¢, do fluxo J,
e do termo de fonte Sy, determinara que principio de conservacao ela estara representando.
A seguir, estes termos serao escolhidos a fim de determinar as equacgoes de conservacao de

massa, momentum, energia, e espécies quimicas.

2.1.1 Conservacao de Massa

A fim de obter-se a equacao de conservacao de massa, substituem-se na equacao

(2.9) os seguintes termos

¢k = 17
g =0, (2.10)
Sy = M,
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obtendo-se

) S . .
= )+ V- (7)) = el (2.11)

Definindo-se a densidade da mistura como
p=>_ (2.12)
k
e a velocidade média de massa de mistura como
— 1 — —
V== "mV=>_ fiV, (2.13)
P k
e lembrando que o somatério das geracoes de massa das fases é nulo
> enMy, =0, (2.14)
k
a equacao (2.11) fica:

p — —
T vAN ( V) =0. 2.15
5 VP (2.15)
2.1.2 Conservacao de Momentum

A velocidade da fase k é um vetor tridimensional. Ao se aplicar o principio de con-
servacao de momentum, derivam-se equacoes de conservacao em cada uma das trés direcoes
do sistema de coordenadas. Ao se derivar as equacoes, é necessario definir um sistema parti-
cular de coordenadas. Uma vez que o sistema mais conveniente para a aplicacao do presente

trabalho é o cartesiano, a velocidade da fase k é expressa como
Para a diregao x, partindo da equagao (2.9), assume-se

¢k = U,

—

Jk = —kax, (2.17)
Sy = peBraGhra
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resultando em:

) - . . - :

O vetor fluxo 0%, representa a componente do tensor das tensoes geral da fase k
na direcao z, enquanto By ,, representa a componente z das for¢as de campo sobre a fase
k, e Gk,xa a producao de momentum devida a interacao entre as fases, tais como arraste e
levantamento. A equagao governamental de momento continuo na dire¢cao x pode ser obtida

somando a equagao (2.18) para cada uma das fases:

% (Z /O_kuk> +V- (Z W‘Zﬂ%) -V (Z 5ka,m> Z 5kpk>
i k s k

0

ox

k
onde o vetor fluxo & foi decomposto em componentes isotrépicas e deviatorias:

0_:k,:r: == —pk;—{— 7?k,:07 (220)

F, =Y &G (2.21)
k

Decompondo o segundo membro do lado esquerdo da igualdade, que representa fluxo
advectivo, em componentes que representam contribuicao do movimento médio de mistura

e movimento relativo da fase, escreve-se:
ZWVM = pVu + Zm(% — V) (ug — u), (2.22)
k k
onde a componente x da velocidade média de mistura é

1
k k

e a componente x da forca de campo de mistura é definida como

1
B, = ;ZWBM = fiBra (2.24)
k k
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Portanto, a equagao (2.19) pode ser escrita como:
0 - ~ - . - (e =
a (pu) +V' (pVU) =V- Xk:eka7$ - V- zk:pk (Vk — V) (uk —u)
0
- — B, + F,. 2.25
ax%: &P + pBa + (225)

Neste estagio da formulagao uma atencao especial deve ser dada a natureza da fase
para o vetor tensao Ty . E importante reconhecer que 7, inclui tensoes resultantes da
interacao da fase com ela mesma. O efeito de interagao entre as fases é acomodado na
quantidade F,. A especificagao de 7, requer a priori que se admita a continuidade de cada
fase de mistura. A fase é considerada continua se dois pontos quaisquer dentro de uma fase
possam ser unidos por uma curva continua somente dentro da fase.

Se cada fase de mistura é considerada como continua (por exemplo, como um fluxo
através de uma matriz sélida permedvel), relagbes constitutivas sdo obtidas para descrever
Tk. Considerando que o fluido seja Newtoniano, e que a dilatacao das fases k seja repre-
sentada por V- <€k‘7k> /€k, segue que, para cada fase continua, o vetor de tensdo média é

EXPIresso Como:
— — 2 = 7 = - 0
EkThe = Mk V (Exur) — gﬂkv : <€ka> Ut Tho (2.26)

onde 7,.% representa a tensao viscosa nao incluida em p; Vegu,. Em coordenadas cartesianas

este termo pode ser escrito como

S 0 - 0 -~ 0 =
Tz — Mk {a_m (5kuk) 1+ 8_:E (5kvk)] + % (8kwk) k] . (2.27)

Se a viscosidade da fase é assumida como constante, é possivel mostrar que
V(X |5 2w (50) 1] ) = Y () (2.28)
- k,x 31% kVEk = ~ o 3,1113 V|- .
Substituindo as equagoes (2.26) e (2.28) na equagao (2.25), segue que:

%(pu)_'_ﬁ. <p17u) -V <Zuk§(5kuk>> - V- (Zﬁ(‘_f}c —‘7> (uk —u))

op
ox

+ pB, + I, (2.29)
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onde

p= Z {ﬁkpk - —Mkv <5k‘7k:>]- (2.30)

A prescricao da forca de iteracao entre as fases F, requer uma consideracao so-
bre a morfologia da regiao multifasica. Especificamente a lei de Darcy sugere que a forca
de iteracao entre as fases é proporcional a velocidade superficial do liquido com relacao a
velocidade do sélido poroso [Nield e Bejan, 1992],

F, = % (cw,) (2.31)

onde K, representa a coeficiente de permeabilidade isotrépica o qual influencia no trans-
porte de momentum na direcao x, e u, = u; — us representa a componente x da velocidade
relativa da fase. Se mais adiante é assumido que a densidade das fases é constante, a matriz
sélida est4 livre de tensdes internas V (esus) = 0 e esta velocidade relativa transforma-se
em uma velocidade prescrita V,. Considerando também que as tensoes viscosas resultantes
dos gradientes de densidades locais sao despreziveis V (p /p1) = 0, a equagao (2.31) pode ser

substituida dentro da equagao (2.29). Invocando as identidades

S (2.32)
Pl
e
Jiur = u — ug, (2.33)
¢é possivel escrever que
9 (pu) + V- <p‘7u) —V. <m£§u) - Aar (u — us)
ot P Ke i
= o 8p
- v. <pf8flVrur> - LB, (230)

O terceiro termo do lado direito da equagao (2.34) representa a estabilidade das
forcas de inércia como uma consequéncia de variagoes na velocidade das fases relativas.
Esta contribuicao inercial aparece apenas na regiao multifasica, onde a permeabilidade é

extremamente pequena e a contribuicao é desprezivel quando comparada as forcas de Darcy
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[Bennon e Incropera, 1987]. Entao, a expressao final para conservagao de momento continuo

pode ser escrita como

9 = (2N e = e p op
B (pu) +V (qu) =V (Ml p Vu) K. o (u — ug) 5 + pB,. (2.35)

Observe que K, é nulo para a fase sélida e é igual a 1 na fase liquida (fora da regiao bifasica).
Expandindo os operadores divergente e gradiente em duas dimensoes em coordenadas carte-
sianas, admitindo densidade uniforme em todas as fases, e considerando que a fase sélida («

e eutético) seja uma matriz rigida e estacionaria
V, =0, (2.36)

e considerando que a aceleracao da gravidade é normal a direcao x

B —0. (2.37)
escreve-se

9 9 B 0*u  O*u i op

a K ka _ bl RN o S OO0 Wl 2.

o1 (o) + o7 (pruw) + Dy (prvu) = u (8x2 + 83/2) K, () Oz (2.38)

Devido & equagao (2.36) as velocidades da mistura podem ser escritas da seguinte forma

u = Zskuk:&:lul, (239)
k

v = Zekvk:avl. (240)
k

De maneira analoga, pode se obter a equacao de momentum na direcao y para a

velocidade v equivalente & equagao (2.35):

d - - - - 9,
5% (pv)+ V- (va) =V (WBVU> _Ame (v—ws) — —Z; + pB,. (2.41)

Assumindo valida a aproximacao de Boussinesq, e desprezando a variacao de densi-
dade, mantendo-a igual a do liquido, exceto para os termos de empuxo, é possivel escrever

o termo de empuxo da equagao (2.41) da seguinte forma [Gebhart et al., 1988]

pBy = pg [Br (T — Tin) + Bs (C1 — Cin)] - (2.42)
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Assim, a equacao (2.41) se torna

gt T g W ay YT M\ a2 T a2 ) T KU oy

— pg[Br (T —Tin) + Bs (Cr = Cip)] . (2.43)
A permeabilidade na regiao bifasica que aparece nas equag¢oes do momentum em x
e y é baseada na equagao de Kozeny-Carmam:

K;:k@:ﬁ;kT?%F], (2.44)

onde K, é uma constante que depende da morfologia da regiao multifésica.

2.1.3 Conservacao de Energia

A fim de se obter a equacao de conservacao de energia, definem-se

¢k = hk7
Jo = —k.VT;, (2.45)
é‘kSk = 0.

Na auséncia de fonte térmica, escreve-se

% (Prhi) + V- (mvkhk) =V <€kkkﬁTk) . (2.46)

A condutividade térmica efetiva da mistura depende da morfologia dos cristais que
formam a regiao bifdsica [Bianchi e Viskanta, 1999]. Assumindo que os cristais crescem de
forma celular (auséncia de bragos secundérios nos dendritos), as resisténcias térmicas no

solido e no liquido que formam a regiao bifasica se encontram em paralelo, de forma que
k’eﬂ = Z 5kkk' (247)
k
Assumindo que exista equilibrio termodinamico local entre as fases, escreve-se
T ="1T,. (2.48)

Substituindo (2.48) e (2.6) no lado esquerdo da igualdade de equagao (2.46) e (2.47)
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no lado direito, obtem-se
B . . . .
E (pfkhk) + V- (pkakhk> =V- (]CeﬁfVT> . (249)

O termo advectivo pode ser decomposto em contribuicoes devido ao movimento

médio da mistura e movimento relativo das fases

> Vit = pVh+ > o5 (Vi = V) (hic = ), (2.50)
k k

onde a entalpia da mistura é definida como
h=>Y" filu. (2.51)
k

Utilizando a equagao (2.51), escreve-se para o primeiro termo da equagao (2.49)

0

9 (o) = 2 (oh). (2.52)

Substituindo as equagoes (2.52) e (2.50), na equagao (2.49) obtem-se

D o+ % (p7) =% (ke¥T) 5 [Zm (7 7)1 h>] e

ou, para o caso especial de um sistema bifésico sélido liquido, a equagao (2.53) se transforma

em

% (ph) + ¥ - (Wh) V. (k;CNT) V. [fsp (hy — hs) (‘7 - ‘7)] . (2.54)

Uma vez que todas as fases sao liquida e sélidas, é possivel desprezar as variagoes
de densidade em cada uma das fases. Assim, para substancias incompressiveis, a entalpia de

cada fase é somente funcao da temperatura [Moran e Shapiro, 1996]
dh = cdT. (2.55)

Note que a equagao (2.54) apresenta temperatura e entalpia como varidveis. E

preciso portanto eliminar uma delas, uma vez que elas sao dependentes. A relacao entre a
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temperatura e a entalpia pode ser escrita como

—

1= 1o 1=
VT = —Vhy = —Vh+ —V(hs — h), (2.56)

Ck Cs Cs

obtendo-se

g o+ 9 (o7n) =9 (B o0 4 9 (B0) 9 -

Cs

-~ V. [fsp(hl —hy) (17 - 17)} . (2.57)

O termo de armazenamento da equacao (2.57) pode ser escrito, utilizando-se a en-

talpia de mistura, equagao (2.51)

%(ph) = % (2}; fkphk:> = % (2}; €kpkh1c> : (2.58)

Assumindo que a interface nao seja plana durante o processo de solidificacao de uma
mistura bindria, hé trés fases distintas: liquido, sélido primério (fase «), e eutético. O termo

de armazenamento pode ser escrito como

0 0
57 (Ph) = 5 [pfilu+ pfaha + pfehe] (2.59)

A partir da equagao (2.55) a entalpia de uma fase k pode ser definida como
T
hk = /deT + hz, (260)
0

de forma que

T
hl = /CZdT + h? == ClT + h?, (261)
0
T
he = /cadT +he = coT + he, (2.62)
0
T
he = /cedT + h? =T+ he, (2.63)
0

onde h?, h? e h? sao as entalpias das fases sélida, liquida e eutética referenciadas em 7' = 0°C.
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Baseado na teoria de mistura é possivel escrever para as fragoes méssica e volumétrica,

Zek = gotete.=1, (2.64)
k
S fe = fatfitfe=1 (2.65)
k

Lembrando que o calor especifico da mistura é

¢ = fic; + faCa + foCe, (2.66)

pode-se escrever que

ph = pcT + pfihi — pfihf, + pfehe — pfehs, (2.67)

As variacoes de entalpia de todas as fases envolvidas a temperatura de referéncia de

0°C,

h —ho = Ah,
he — o = Ah

e—a)

e entdo substituindo a expressao (2.6), juntamente com as equagoes (2.68) e (2.69) na equagao

(2.67), e recolocando novamente na equacao (2.57) obtem-se

o - . - - S Oe;
= (peaT) + V- (pVh) =V (ke T) — V- |fup ;hl . hg) (v . Va>] — B0
Ee
- PéAheﬂaE 3 [fip(c1 = ca) T
- E [fep (Ce - Ca) T] . (270)

Expandindo os operadores em duas dimensoes mantendo a densidade constante com as co-
ordenadas espaciais, assumindo a equagao (2.55), lembrando que pf, = paca, pfi = pi&i,

pfe = pece, considerando ainda que as densidades sejam constantes e iguais a da fase liquida,
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obtem-se
0 0 0 o0*’T  O*T
5 (eaT) + 3 (uucT) + 3 (peT) = i [% ; %}
0
— feapt (= ho) (4= ua)]
0 0
- a_y [gapl (hl - ha) (U - UOA)] - plAhl—u%
e, O
- %Ahlﬂeﬁ_gt o lewpr (¢ — o) T
- % leepi (ce —ca) T . (2.71)

Na equagao (2.71) alguns termos na representagao de entalpia ainda estao presentes.
A partir das equagoes (2.61) e (2.62), as entalpias do liquido e do sélido-a podem ser escritas

CcOo1mo

ho = cT, (2.72)
h = ol + [(ca—a)T. + Ahjy] (2.73)

sendo presumido que ho|;_q = 0e (b — ha)|p—y = Ahj;. Como o calor especifico da mistura

pode ser também expresso em funcao das fragoes volumétricas,
c=cote (o —ca)+ee(Ce—ca), (2.74)

pode-se substituir as expressoes (2.73) referentes as entalpias, usando também a equacao

(2.74) para c, e obter a equagao final para conservacao de energia:

0 0 0 o*T  o*T
— (mcT) + —— (pcauT) + — (picavT) = kege { ]

ol Bz 3y 92 T a2
0

- %_$ [QPZ (Cl - Ca) UT] - %_Qf [gepl (Ce - Coc) UT]
~ o e (e — co) VT + ay (€epr (e — o) VT)

0 0
= gy a1 (= ha) (u—ua)] = By [eapr (hi = ha) (v — va)]

0 Jde. O

- PéAhz_»ag - PlAheﬁaa—gt ~ 5 lewpi (cr — ca) T
— —leepi(ce — o) T (2.75)

ot
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2.1.4 Conservagao de Espécies Quimicas

Partindo da equacéo (2.9) , e assumindo:

(bk = Ck7
Jk = —kakﬁCk, (276)
6kSk = 0,

na auséncia de geracao de espécies, escreve-se
a — — — —
— 7:C V. Vil | =V - DVCy | . 2.77
o R A
Utilizando as definicoes para as variaveis de mistura

C=>" fuCr, (2.78)
k

D =Y fiDs. (2.79)
k

O termo advectivo da equagao (2.77) pode ser rescrito como
S mViCr=pVC+> (Vi = V) (Cr—C,) (2.80)
k k

e utilizando as equagoes (2.78) e (2.6) no termo de armazenamento da equagao (2.77) obtem-

se

0

g(ﬂfkok) = Q(PO)‘ (2.81)

ot

Substituindo as equagoes (2.80) e (2.81) na equagao (2.77) pode-se escrever

0 - . - 5 s .
= (00)+ - (pvo) —V. (2}; pkakVCk) v (2}; o (vk - v) (Cy — 0)) . (2.82)
Substituindo a identidade

VO, =VC+V (C—-0), (2.83)
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a equagao (2.77) pode ser escrita como

9 (p0)+% - (px?c)zﬁ-(pzﬁo) + V- [pDV (€, —

ail )]
— V- [fn(C= OV -

173)] L (284)

A difusao de sal na fase sélida pode ser desprezada se comparada a difusao na fase

liquida,
Dy >> D, (2.85)
de forma que o coeficiente de difusividade massica da mistura pode ser escrito como
D = fiD;, = pig,D;. (2.86)

Além disto, o coeficiente de partigdo da mistura utilizada no presente trabalho (solucao

salina) é muito pequeno, de forma que a concentracao de soluto no sélido é zero
Cs=0. (2.87)

Expandindo os operadores gradientes e divergentes em duas dimensoes, admitindo
que a densidade seja constante e igual a densidade do liquido e assumindo que o sélido seja

uma matriz estaciondria, a equagao final para a conservacao de espécies quimicas se torna

% (pC) + 8% (puC) + 8% (pvC) = peD; {(2276; + 6;7(5] + 88—; (1D (Cy — O)]
+ 88—;2 [oie Dy (Cr = C))]
- 8% [capCiru]
. @% eapCi].  (2.88)

2.2 Modelo de Mudancga de Fase

As fragoes volumétricas das fases e sao variaveis desconhecidas nas equagoes de
conservacao de massa, momentum em x, momentum em ¥, energia, e espécies quimicas além
das variaveis dependentes principais tais como a temperatura e a concentracao de liquido.

As quantidades remanescentes nas equacoes de transporte podem ou ser determinadas pelas
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variaveis dependentes principais e fragoes volumétricas das fases ou sao dadas como pro-
priedades termofisicas. Trés equacoes adicionais sao necessarias para resolver as fracoes
volumétricas de liquido, sélido primario-a, e composicao eutética da fase solida. Uma das

relagoes é por defini¢ao, equagao (2.3),

Zék = 1.
k

As outras duas sao obtidas do diagrama de fase e constituem um modelo de mudanca de
fase. Se a solidificacao ocorre em uma taxa muito lenta, equilibrio local pode ser assumido
no diagrama de fase usado, figura 2.2. Se o sistema considerado é um sélido eutético, a

primeira relacao é

T =Tou, (2.89)
para

Cy = Chu. (2.90)

A outra relagao necessaria para resolver as fracoes volumétricas é a relacao entre a
temperatura de liquidus e a concentragao de liquidus no diagrama de fase, a qual pode ser

relacionada por
ﬂiq — Thq(Cl). (291)

A relagao funcional da temperatura de liquidus depende do sistema considerado. A
linha liquidus no diagrama de fase (Figura 2.2) na regido de interesse pode ser aproximada
como uma equagao de segundo grau do tipo [Gebhart et al., 1988],

irliq
Cliq

= —0,0200545T2, + 10, 148752T3;, — 570, 36121. (2.92)
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15
Unsaturated Solid NaCl and Solution
Solution
§5 0
°
2 Solid NaCl - 2H,0
] and Solution
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- Solid NaCl
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(4] 20 40 60 80 100

Waeight Percent of Anhydrous NaCl

Figura 2.2 — Diagrama de fase de uma solucao contendo cloreto de

sédio mais dgua [Viskanta et al., 1997].

2.3 Consideragoes Finais Sobre o Modelo

As equacoes obtidas no presente capitulo sao validas somente considerando as hipéteses
simplificadoras utilizadas na derivacao das mesmas. Apenas para facilitar a identificacao

destas hipdteses pelo leitor, elas sao repetidas a seguir:

—_

. Propriedades termofisicas de cada fase constantes

2. Escoamento laminar

3. Comportamento Newtoniano da fase liquida

4. Escoamento na regiao bifasica seguindo a lei de Darcy
5. Permeabilidade isotrépica

6. Aproximacao de Boussinesq para o termo de empuxo
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7. Equilibrio termodinamico local
8. Condutividade térmica efetiva calculada pelo modelo de resisténcias em paralelo
9. Difusao de espécies desprezivel na fase solida

10. Coeficiente de particao da mistura igual a zero

As equagbes (2.38) , (2.43) , (2.88) e (2.75) sao resolvidas para o problema descrito

no Capitulo 4, e os resultados sao apresentados no Capitulo 5.



CAPITULO 3

CINETICA DA PERDA DE AGUA PARA CELULAS SUBMETIDAS A
TEMPERATURAS ABAIXO DE ZERO

Um dos objetivos do presente trabalho é aumentar o entendimento do processo de
perda de agua que acontece com células quando submetidas a solidificagao em uma solugao
salina. O transporte de dgua através da membrana celular foi modelado por diversos autores
[Cussler, 1997; Mazur, 1963; Mazur, 1984; Mazur, 1990]. No presente capitulo as equagoes de
difusao de agua através da membrana celular sao derivadas e um modelo para a variacao do
volume da célula devido as perdas de agua é proposto. Este modelo depende dos potenciais
quimicos interno e externo a célula, que por sua vez dependem do histérico de temperaturas
e concentragoes internas e externas a célula e dos coeficientes de transporte de massa na

membrana.

3.1 Pressao de Vapor Intra e Extra-Celular como uma Funcao da Temperatura

Assume-se que o protoplasma seja uma solucao diluida ideal, de forma que pode-
se aplicar a lei de Raoult [Mazur, 1963 para se calcular a pressdo de vapor de dgua no

protoplasma como
-Pi = POIL‘Z'J. (31)

Tomando o logaritmo de ambos os lados e diferenciando com relacao a temperatura, é possivel

mostrar que

d d . d
=T In(P) = =T In (P°) + T In(x;1). (3.2)
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Utilizando a lei de Clausius-Clapeyron [Moran e Shapiro, 1996],

d Ahy,
—1 PO e .
(P = = (3.3)
é possivel mostrar que
d Ahy, d

A variacao da pressao de vapor sobre o gelo no meio externo a célula é dada por

4 (P,) = Bhuy
RT™

(3.5)

Se o0 meio externo contém soluto, como ¢é o caso de agua deionizada, algum liquido
estaria presente na solucao em temperatura abaixo do ponto de eutético. Deve-se assumir
que tal solucao permanece em equilibrio com o gelo de forma que sua pressao de vapor seria
também P, e obedeceria a equagao (3.5).

Subtraindo a equacao (3.4) da equagao (3.5), lembrando que Ah;; — Ahy, = Ahyy,

escreve-se
d P, Ahyy d
—In(—) == —In(x;1). 3.6
i (7) = 5w 5
Por outro lado,
Tig = m___Mmh 4 (3.7)

ny + No nﬁl + nzil )% + 71261

Substituindo a equagao (3.7) na equagao (3.6), e também substituindo 77 por v} |
que ¢é o volume molar da agua pura, e levando em conta a diferenciacao indicada, e ainda
assumindo v e ny como constantes, escreve-se

d Pe Ahlf TLQU? 1 dV
() =20 il i .
ar " (H) RT? [(V T 107) v] dT (3:8)

A equagao (3.8) permite calcular a razao entre a pressao de vapor da dgua super-resfriada
dentro da célula com relagao a dgua em equilibrio termodinamico fora da célula, como uma

funcao do volume de dgua intracelular e temperatura.
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3.2 Taxa de Perda de Agua (Desidratacio)

A vazao volumétrica de agua deixando a célula, que é igual a taxa pela qual o volume

de agua intracelular varia, pode ser escrita como

% — LA (I — I1,) . (3.9)

A pressao osmoética, II, é uma funcao da pressao de vapor:

o

_ P
Mo, = RTIn—. (3.10)

Substituindo esta pressao de vapor equivalente para Il e I1., na equagao (3.9) e substituindo

U1 por v}, obtem-se

(3.11)

n—

Pi

dy B LPAET | P.
dt v '
3.3 Condutividade Hidraulica de Membranas Celulares

Segundo estudos feitos por Mazur [1963] o coeficiente de permeabilidade pode ser
correlacionado com a temperatura utilizando-se uma relagao linear para temperaturas acima

de 0°C, da seguinte forma
InL, =a+0T. (3.12)

Se o coeficiente de permeabilidade hidraulica, Lj, a uma temperatura T, for conhecido, ¢

possivel escrever
Ly, = Liexp [b(T —T,)] . (3.13)

Mais recentemente, Mazur [1990] expressou impiricamente esta relacdo do coeficiente de
permeabilidade L, com a temperatura segundo uma relagao de Arrhenius, sendo esta valida

para temperaturas também abaixo de 0°C

—FE* (1 1
L, = Ljexp { - (T — T)} . (3.14)
9
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Segundo Mazur [1990], seria necessaria uma outra equagao expressando uma relagao
funcional entre o coeficiente de permeabilidade hidraulica L,, e osmolaticidade total da
solucao. Ele entao sugere como um meio apropriado para enfocar a dependéncia de L, sobre
a osmolaticidade de penetragao de soluto, usar o valor de L§ nas equagoes de L, como sendo
a metade do valor medido experimentalmente na auséncia de permeabilidade para o soluto.

Por outro lado, é possivel ainda desenvolver um estudo para determinar matemati-
camente uma equacgao para L,. O coeficiente de permeabilidade hidraulica para solvente L,

para uma membrana pode ser expresso da seguinte forma [Cussler, 1997]

oA

L, = A
b RTI

(3.15)

Entao a equacao que representa a perda de dgua através de uma membrana é escrita

CcOomo

% — L,AAP, (3.16)

onde AP é a diferenca de pressao na membrana. Esta diferenca de pressao é devida a efeitos

mecanicos e osmoticos. Se esta diferenca de pressao for apenas osmotica
AP = (II; - 1I.) , (3.17)
obtem-se a equagao (3.9).

3.4 Variacao do Volume de Agua Intracelular com a Temperatura

A partir da equagao (3.11), aplicando-se a regra da cadeia, é possivel eliminar a

dependéncia temporal, obtendo-se

v{B dV (Pe)
———=In(— ), 3.18
L,ART dT P (3.18)
onde a taxa de resfriamento é escrita como,
d
Y (3.19)

dt
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(3.18), escreve-se

Substituindo as equagoes (3.12) e (3.8) em
d v B E* /1 dy Ahyy Novy dV
— — (=) |2 =2 3.20
(e |7 (r- o)l o) =5 [ovawl w0

dI" | LYART
Analisando o lado esquerdo da equacgao (3.20), tem-se a derivada de um produto. E

possivel mostrar que
E*(1 1 2 * E*(1 1 RLY g
Te[?(i_Ti)} ﬂ _ _E' i 1 6{?(T_T7g B ARLPTLQ 4~ Q _ AhlfALp'
dT? RT BV +n?) V | dT ) B
(3.21)

3.5 Variacao do Volume de Agua Intracelular com o Tempo

Pode-se obter uma equagao para a desidratacao da célula a partir da integragao da

equagao (3.6). Integrando entre os seguintes limites
Tmo
(3.22)

PO

_A
/dln hlf/—dT+/dln(xi71).
P’L

Pode-se integrar nestes limites, considerando que T;,, = 273, 15K, e assumindo neste

caso que a fracao de dgua dentro da célula é 1, ou seja 100%, e ainda a pressao tanto interna
. Obtem-se portanto,

quanto externa como sendo iguais a pressao parcial da dgua pura P°

utilizando-se da equagao (3.7),
P, Ahy [ 1 1 V
din [ 2¢) = 22 ) . 2
n(a) R [Tm T} <V+v?) 529
Utilizando a equacdo (3.11) e substituindo a equagao (3.23) em (3.11)
&V LART (Al | 1 L] 4 [ VT (3.24)
dt vy R |Twe T V + novf

Substituindo a equagao (3.12) na equacao (3.24) acima

])ART (Ahlf[ 1 _l] B

o)) e

E Tm o T

vy
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3.6 Processo em Equilibrio

Deve-se considerar também o caso de processo em equilibrio. Este processo repre-
senta a fragao de agua que permanece na célula em uma dada temperatura se o resfriamento
fosse infinitamente lento. Isto é, este caso representa a fracao de dgua que permanece na
célula, e que estda em equilibrio com o gelo externo em uma temperatura constante, perdendo
agua o suficiente para trazer o protoplasma para o ponto de resfriamento termodinamico.

A equacao que descreve este equilibrio do conteudo de agua pode ser derivada da
equacao (3.21) fazendo B — 0. Porém pode ser mais facilmente derivada da equacao (3.6).

Para se ter a condicao de equilibrio, escreve-se

P, =P, (3.26)
Com isso a equagao (3.6) se torna:
d Ahy
d_T In (]71'71) = ETQ . (327)
Integrando entre os seguintes limites:
/ Ay [
1
dn (z;,) = ==L [ Z.dT. 2
[amien =22 [ 4 (3.28)
T T

Fazendo a integracao, substituindo z;; da equacao acima pela relagao dada pela equagao

(3.7), e substituindo 7; por v{:

V Ahy T 1 1
| = — ——. 2
. (V%—nw?) R [Tmo T} (3.29)

3.7 Variacao do Volume de Agua Intracelular com o Tempo em Funcao da

Diferenca de Concentracao de Soluto Intra e Extracelular

Segundo Cussler [1997], a pressao osmdtica e a concentragao de soluto podem ser

relacionadas da seguinte forma
WIH = —ET 111(1 — LU1> = FTIQ, (330)

onde os termos de maior ordem da expansao de Inz, foram desprezados. Considerando
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uma solugao diluida ideal [Cussler, 1997] podemos escrever o volume molar parcial de soluto
como sendo o inverso da sua concentragao molar (3.31). Assumindo que a concentragao de
soluto seja baixa, pode-se multiplicar esta concentracao molar ¢ de soluto pela fragao molar
de solvente x5, simplesmente passando o volume molar de soluto v; para o lado direito da
equagao (3.30), obtendo-se aproximadamente a concentracao madssica de solvente, ou, um

menos a concentragao massica de soluto, que esté representado na equagao (3.31).

61%

Qll =

— gy & (1 — (), (3.31)
logo a equagao (3.30) acima fica
Il =RT(1-C). (3.32)

Escrevendo a equagao (3.32) para os meios interno e externo a célula,

I, = RT(1-C), (3.33)

I, = RT(1-Cy.), (3.34)

e substituindo na equagao (3.9), obtem-se

% — LART [(1—Cpy) — (1= Cpe)l, (3.35)

onde a concentracao de soluto intracelular Cj; pode ser considerada constante para cada tipo
de célula, e a concentragao de soluto extracelular . é consequéncia dos fenomenos fisicos
que ocorrem no meio externo. No presente trabalho esta concentracao é determinada pelo

processo de solidificacao.

3.8 Consideracoes Finais

Segundo Viskanta et al. [1997] a maior causa da perda de dgua das células ocorre
devido a diferenca de concentracoes intra e extracelulares e taxa de resfriamento real que
inside sobre as células. As equagoes (3.21) e (3.13) propostas por Mazur [1963] ndo expoe
de maneira explicita esta dependéncia, e consideram que a taxa de resfriamento externa a

bolsa é imposta diretamente sobre as células. Viskanta et al. [1997] apresentam resultados
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utilizando as equagoes propostas por Mazur [1963] mostrando que mesmo sendo constante a
taxa de resfriamento sobre a bolsa, e nao existindo convecgao natural, a variacao do volume
celular nao é a mesma para células em diferentes posi¢oes no dominio.

No presente trabalho usar-se-4 equagao (3.35) para resolver a variagdo de volume
celular devido a perda de agua sofrida pelas células, quando estas sao resfriadas a tempera-

turas abaixo de 0°C.



CAPITULO 4

DESCRICAO DO PROBLEMA FISICO

Nos dois capitulos anteriores as equacoes de conservacao foram desenvolvidas para
resolver o problema de solidificacao de misturas binérias e a perda de d4gua de uma célula num
meio salino. No presente capitulo o problema fisico resolvido nesta dissertagao é descrito.
Apresentam-se entao a geometria do dominio, as condi¢oes de contorno, as propriedades ter-

mofisicas dos materiais envolvidos, e os detalhes importantes da solu¢gao numérica utilizada.

4.1 O problema

Considera-se uma bolsa plastica retangular, na qual se encontra uma solugao de
cloreto de sédio em agua, contendo células em suspensao. A fim de preservar as células
presentes na solucao, a bolsa é resfriada externamente com uma taxa de resfriamento con-
trolada. O processo de solidificacao se inicia, desprezando-se efeitos de nao-equilibrio, e
eventualmente toda a solucao ja completamente solidificada, incluindo as células presentes
na bolsa, atingem temperaturas baixas o suficiente para que virtualmente nao haja reacoes
quimicas. Neste ponto, as células podem ficar armazenadas por periodos longos até a necessi-
dade de se utiliza-las, quando a bolsa ¢ entao aquecida e a solucao e as células descongeladas.

O foco do presente trabalho é o processo de solidificacao e as consequéncias deste
na sobrevivéncia das células. O problema entao é, dada a geometria da bolsa, calcular a
distribuicao de temperaturas e concentracoes, e também campo de velocidades para se saber
a posicao das células a cada instante, para se poder determinar a taxa de perda de agua
das células, e com isso o nivel de sobrevivéncia das mesmas dentro da bolsa. Em termos
matematicos isso vai requerer a solucao das equacoes desenvolvidas no Capitulo 2, para as

quais é necessario definir as condigoes iniciais e de contorno.
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Plano de Simetria

(dT/dt),

Yo

Solucéao
A Salina
y Bolsa
_—  Plastica

0

|

Figura 4.1 — Esbogo em corte de uma bolsa plastica utilizada no pro-

cesso de resfriamento.

Além disto, as propriedades termofisicas da solugao e do transporte através da mem-
brana celular sao necessarias para completar o problema. No final do capitulo, detalhes da

simulagao numérica sao apresentados.

4.1.1 Dominio

Idealiza-se a bolsa plastica onde estao depositadas as células como sendo uma cavi-
dade bidimensional simétrica na direcao x, de largura 2.X, e altura Y7, como estd mostrado
na Figura 4.1.

Assume-se o dominio de célculo como sendo apenas uma das metades da bolsa,
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Tabela 4.1 — Dimensoes do dominio

X (m) | Yy (m)| e(m)
9,5x1073| 0,1 |5x1074

sendo a parede da bolsa, de espessura ey, também parte integrante da resolucao do problema,
juntamente com a solucao aquosa de cloreto de sédio onde estao as células. As dimensoes

do dominio estao apresentadas na Tabela 4.1.

4.1.2 Condigao Inicial e Condigoes de Contorno

No instante inicial, considera-se que a solugao esteja estacionaria, com uma tempe-
ratura e concentracao conhecidas. Além disto, considera-se que as células possuam o mesmo

volume inicial conhecido. As condic¢oes iniciais podem ser escritas:

Emt=0s:
V =0 (4.1)
T — j—;ny (42)
C = Cuy, (4.3)
V = V. (4.4)

A taxa de resfriamento é imposta em x = 0, enquanto nas outras trés faces nao
ha fluxo de calor. Nao ha fluxo de espécies quimicas em nenhuma das faces do sistema
considerado. Nas trés paredes é imposta a condi¢ao de nao-deslizamento, enquanto no eixo
de simetria nao hé velocidade horizontal e a componente vertical é simétrica. Na Tabela 4.2

estao sumarizadas todas as condigoes de contorno do problema estudado.

4.2 Trajetoria de uma Célula na Bolsa Plastica

Uma vez determinado o campo de velocidades, pode-se estabelecer qual a trajetéria
percorrida por uma determinada célula dentro da bolsa e estabelecer qual foi a sua histéria
de temperaturas e concentracoes. Para calcular a trajetéria feita pelas células dentro da

bolsa, assumiu-se no presente trabalho que as células, devido as suas pequenas dimensoes, se
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Tabela 4.2 — Condigoes de contorno.

r=20 =X y=0 y=1Yy
0<y<Yp 0<y<Y, |0<z<Xp|0<z<X[
u=20 u=>0 U = U =
v=10 %: v = v =
T=(%),t+Twm| =0 g=o -0
£ | g0 | o0 | &

movem juntamente com a solugao salina, desconsiderando a existéncia de qualquer resisténcia
ao escoamento imposta pelas mesmas. No tempo t = 0, a posicao e velocidades das células
sao conhecidas (condigoes iniciais). A trajetéria de uma determinada célula pode entao
ser calculada, marcando-se no tempo a partir da posicao inicial, até sua posicao de parada

quando a solucao congela sobre ela, utilizando-se as expressoes a seguir:

z(t+ At) = a(t) + At u(z(t),y(t)), (4.5)
y(t+ At) = y(t) + At v(x(t),y(t)), (4.6)

onde, x e y, sao as coordenadas de uma determinada célula em um determinado instante de

tempo, e At é um pequeno incremento de tempo.

4.3 Casos Estudados

Os casos estudados no presente trabalho foram baseados nas situacoes reais de crio-
preservacao de células em bolsas. Foram escolhidos trés casos para verificar os efeitos de
variacao da temperatura inicial e taxa de resfriamento, uma vez que esta sendo introduzido
o efeito de escoamento em relagdo ao trabalho de Viskanta et al. [1997]. A Figura 4.2
apresenta os trés casos estudados.

Os resultados apresentados neste trabalho estao sempre referenciados pela Figura

4.2, ou seja, caso I, caso II e caso III.



CASO |
(dT/dt), Tin
N Tin = 2°C
' Y|_/(2X|_) = 5,26
Cin (dT/dt)o = '1OOC/m|n
Cin = 1%
y
X
CASO I
(dT/dt), Tin
\\ in = 2°C
Yo YL/(ZXL) = 5,26
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Cin = 1%

Figura 4.2 — Quadro representativo dos casos resolvidos.
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Tabela 4.3 — Propriedades termofisicas da fase liquida [Zaytsev e

Azeyev, 1992].

Propriedades | Fase Liquida
o (J/kg.K) 3911
pu (kg/m?) 1007
ki (W/m.K) 0,562
D; (m?/s) | 1,611 x 107°
w (Pa/s) | 1,814 x 1073

4.4 Propriedades Termofisicas

Resultados de simulagao, e qualidade do modelamento dependem das propriedades
termofisicas utilizadas na simulac¢ao [Bianchi, 1997]. Overfelt [1994] estudou a sensibilidade
dos modelos de solidificacao as propriedades termofisicas. Ele concluiu que os dados utiliza-
dos em analises de solidificagao disponiveis na literatura contém uma incerteza consideravel
nos seus resultados que, consequentemente, tém seu uso limitado. Bianchi [1997] discutiu o
problema de obtencao de propriedades termofisicas para a simulagao de processos de solidi-
ficacao de solugoes aquosas de cloreto de amonia, mas as dificuldades se aplicam ao problema
do presente trabalho.

As propriedades termofisicas de solucoes salinas, incluindo as de NaCl, foram com-
piladas por Zaytsev e Aseyev [1992], de forma que todas as propriedades, excetuando-se os
coeficientes de expansao, foram retirados desta referéncia e estao apresentados na Tabela
4.3.

As propriedades das fases sélida e eutética foram obtidas de fontes diversas [Bianchi,
1997] e estao apresentadas na Tabela 4.4 e Tabela 4.5.

As propriedades e grandezas utilizadas para a resolucao da equacao de perda de
agua pelas células também foram compiladas de vérias fontes [Viskanta et al., 1997] e estao
sumarizadas na Tabela 4.6.

As propriedades e grandezas com as unidades dimensionais originais estao expostas

em Anexo A.



Tabela 4.4 — Propriedades termofisicas das fases sdlidas (Alpha e

Eutética) [Bianchi, 1997].

Propriedades | Fase Alpha (Gelo) | Fase Eutética

p (kg/m?) 1530 1530

¢ (J/ke.K) 1945 1690

k (W/m.K) 2,285 1,910
Ahyo (J/kg) | 333,7 x 102 -
Ahe_.o (J/kg) - 62,29

Tabela 4.5 — Grandezas utilizadas no problema de solidificacao

[Bianchi, 1997].

Propriedades e Grandezas Magnitude
Aher (J/kg) 333,4 x 102
Br (1/K) 1,968 x 107°
Bs (-) —7,968 x 1073
Ky (m?) 5x 10711
g (m/s?) 9,81
Teut (°C) 21,1
Tin (°C) 2
Ceut (%) 23,3
Cin (%) 1




Tabela 4.6 — Grandezas utilizadas para a cinética de perda de agua
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das células [Mazur, 1963; Mazur, 1990].
Propriedades e Grandezas Magnitude
R (pm?®.Pa/mol.K) 83,144 x 1075
09 (pum3 /mol) 18,0 x 10712
A (pm?) 3,04
E* (J/mol) 58,61
V (um?) 2,775
Viso (pm?) 4,2 x 107!
LY (pm/s.Pa) 1,095 x 1077
T, (K) 273,15
T (K) 273,15
ne (mol) 2,1 x 10716

No problema de solidificacao estudado a tunica for¢a motriz para que ocorra escoa-
mento de fluido é a variacao de densidade que existira dentro da bolsa devido a gradientes de
temperatura e de concentracao de soluto [Gebhart et al., 1988; Incropera e DeWitt, 1996].

A maneira encontrada para expressar esta variacao de densidade na solucao, foi fazer
a aproximacao de que a densidade varia linearmente com ambos temperatura e concentragao
de soluto, e introduzir nos termos de empuxo das equagoes do modelo de mistura, os coefi-
cientes de expansao térmica, e de expansao devido a concentracao de soluto, que podem ser

determinados da seguinte maneira:

_ 1 @) A7
Pr P(aT P,C’ 47)

1 /0p
=5 (50, )

Porém é sabido que em se tratando de dgua pura ou salinizada, existe a presenca de

um fato muito importante, que ocorre em uma pequena faixa de temperaturas, no qual uma
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forte nao linearidade aparece. Este fenomeno é caracterizado como “inversao de densidade,”
e no caso de dgua pura, este ponto extremo ocorre sobre a temperatura de 3.98°C [Gebhart et
al., 1988]. Porém, segundo Gebhart et al. [1988], este extremo também surge em agua salina
até um nivel de concentracao de cerca de 26%, e a pressoes até aproximadamente 3 x 107
Pa (300 bars) para sistemas permanecendo em equilibrio local termodinamico, e podendo
para condi¢oes de nao equilibrio ser encontrado bem acima destes limites de salinidade e
pressao. Ha correlacoes empiricas que podem expressar o comportamento desta variacao
de densidade com temperatura, salinidade e pressao. Estas correlagoes estao desenhadas
em uma carta para algumas faixas de salinidade e pressoes como funcao da temperatura, e
podem ser visualizadas na Figura (4.3). Se observarmos esta figura podemos ter uma nogao
de como se apresenta a variacao de densidade para agua pura, e também para solucoes
de baixa concentracao. Pode-se verificar também que a medida que o nivel de salinidade
aumenta para uma mesma pressao (Exemplo: 1 x 10° Pa (1 bar)), a faixa de temperatura
onde ocorre a inversao se torna cada vez mais restrita.

A inversao de densidade se situa numa pequena faixa de temperaturas e concen-
tragdes, na regidao das pontas dos dendritos (linha liguidus). Uma vez que esta faixa é
estreita, a inversao de densidade nao sera considerada no presente trabalho.

Pode-se entao determinar os coeficientes a partir das expressoes utilizando os dados
da Figura (4.3).

Para o céalculo dos coeficientes de expansao térmica pode-se usar as seguintes apro-

ximagoes para as equagoes de fr e (g, equagoes (4.7) e (4.8):

1 AP) 1(02—91)
~_i(2e)y L Llfpzm) 1.9
o p<AT PC p\T2 =T ) pc (49)

1 Ap) 1(/)2—/)1)
%_T —_— z—T —_— 5 4.10
Os P (AC PT p\C2—C1)pr ( )

onde,

p:plgm. (4.11)

Segundo a figura 4.3, usando as expressoes (4.9) e (4.10) para temperatura de 2°C, e

pressao de 1 x 10° Pa (1 bar) pode-se obter o coeficiente de expansao de soluto. O mesmo se
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Figura 4.3 — Carta de densidades para dgua salgada (p (temperatura,

concentragao de sal, pressao)) [Gebhart et al., 1988].
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faz para uma concentragao de 1% e pressao de 1 x 10° Pa (1 bar), e encontra-se o coeficiente

de expansao térmica.

4.5 Método Numeérico

O sistema de equacoes diferenciais parciais constituindo da conservacao de massa,
momentum, energia, e espécies quimicas é parabdlico no tempo e eliptico no espaco. Es-
quemas numéricos tém sido empregados, onde as equacgoes diferenciais sao aproximadas por
equagoes algébricas e o dominio discretizado. Um sistema nao linear de equacoes algébricas
tem que ser resolvido, e as equagoes sao discretizadas através do método dos volumes de con-
trole [Patankar, 1980]. Entao as equagoes de conservagao de espécies e energia sao acopladas
com o modelo de mudanca de fase, e a equacao de energia acoplada também com as equagoes
de momentum, através dos termos de empuxo. A resolucao do algoritmo para os valores
nodais das fracoes volumétricas também necessita ser desenvolvida.

A natureza do problema transiente estudado demanda um esquema de marcha no
tempo, que envolve um esfor¢go equivalente ao da tarefa de resolver uma sucessao de pro-
blemas em estado estaciondrio através do método dos volumes de controle [Patankar, 1980].
O procedimento para determinar os valores nodais das variaveis fisicas em um determinado
instante de tempo, para as equagoes algébricas com valor nodal conhecido em um passo
de tempo anterior, é repetido sucessivamente. Um esquema completamente implicito foi
desenvolvido para tratar o processo de marcha no tempo. A forma generalizada da equacao

de conservacao é
B L. . .
= (08) + V- (pv¢) —v. <FV gb) + 8, (4.12)

onde ¢ representa algum campo de variaveis (temperatura, concentracao, ou velocidade). A
equagao (4.12) é integrada no espago e no tempo para cada volume, ficando a escolha das
equacoes algébricas aplicavel ao dominio de solucao. Detalhes deste procedimento podem
ser encontrados em Patankar [1980].

Para problemas altamente nao lineares, Patankar [1980] recomenda o uso de sub-
relaxacoes. Estas sao freqiientemente empregadas para evitar divergéncia na solucao de

equacoes fortemente nao lineares. Para os resultados numéricos os quais estao presentes no
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Capitulo 5, os valores dos fatores de relaxagoes usados na resolugao das equagoes de energia,
espécies e momentum foram de 0,5, 0,7, e 0,5 respectivamente. Foi utilizado um coeficiente
de subrelaxacao para a correcao da pressao de 0,8. O sistema de equacoes algébricas em
volumes finitos obtida pelo procedimento de discretizagao foi resolvida usando o TDMA —
Tri-Diagonal Matrixz Algorithm — linha por linha, fazendo ainda uso da técnica de correcao
em bloco [Patankar, 1980]. O acoplamento velocidade-pressao foi resolvido pelo algoritmo
SIMPLE — Semi-Implicit Metod for Pressure Linked Fquations também apresentado por
Patankar [1980].

Apos determinados os campos de temperatura, velocidade e concentracao de liquido,
as fracoes volumétricas sao atualizadas através do modelo de equacoes de mudanca de fase.
Quando as fragoes volumétricas de uma fase sao atualizadas para um campo de temperatura
e concentracao nao convergidos, o calculo iterativo de atualizacao das fragoes volumétricas
das fases nao é estavel. Um algoritmo é introduzido para atualizar as fracoes volumétricas
e determinar a posicao da interface solidus-liquidus. Detalhes desta sequéncia de calculos
pode ser encontrado em Prakash e Voller [1989).

O procedimento iterativo para calcular a temperatura, concentragao de liquido, ve-
locidades, e fracoes volumétricas para cada passo de tempo requer uma série de iteracoes até
que um critério de convergéncia esteja satisfeito. Foi utilizado um critério de convergeéncia
relativo de 1 x 10~® para a temperatura, e 1 x 10~* para as fracoes volumétricas em todos
os volumes do dominio. Foi utilizado um incremento temporal constante de 1's, 0.5 s, e 1's
para os casos I, II, e III respectivamente.

O tamanho do dominio computacional utilizado para todas as simulacoes foi escolhi-
do em funcao de limitagoes de tamanho de memodria, e tempo computacional. Apds alguns
testes, uma malha bidimensional contendo 100 volumes na direcao x sendo 10 sobre a bolsa,
e 90 volumes na direcao y foi escolhido e usado, ver detalhe na Figura 4.4.

A discretizacao dos termos de fonte da equacao de conservacao de espécies foi
baseada no trabalho de Prakash e Voller [1989]. J& para as equagdes de energia e momentum
os termos de fonte foram discretizados em diferencas finitas, segundo Patankar [1980].

A equacao de cinética de perda de dgua, (3.35), foi integrada utilizando-se a regra



v ——

lIFI1IIIIIII.IElllflIl!lIFIIIII'I!IIITITIIIIII'I

1 | | L

48

0.005
x[m]

o

Figura 4.4 — Detalhe da malha bidimensional sobre a bolsa plastica

(100x90) Volumes.



do trapézio [Hoffman, 1992].
1 i it
V=V¢+§At(§ +¢")
onde,
¢ =L,ART((1—Cy;) — (1 = Cp))

O superindice 7 significa tempo atual, e o superindice ¢ + 1 o tempo a frente.
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(4.13)

(4.14)



CAPITULO 5

RESULTADOS

O procedimento numérico descrito anteriormente no Capitulo 4 é usado para obter a
solugao do processo de solidificagao de uma mistura de cloreto de sédio mais agua, aplicado
a criopreservagao de células calculando a variagao de volume celular durante o processo.
Foram resolvidos trés casos diferentes, variando taxa de resfriamento e temperatura inicial.
As predigoes numéricas deste trabalho podem ser usadas, nao apenas para validar o uso de
diferentes modelos de solidificacao e criopreservagao, mas também para obter um melhor
entendimento destes fenomenos.

Neste capitulo, estao apresentados resultados de temperatura, concentracao de sal,
vetores velocidade, funcao de corrente, frente de solidificacao, variagao de volume celular, e

posicoes destas células com o tempo para algumas células escolhidas para analise.

5.1 Observacoes Gerais

Para todos os casos é de fundamental importancia verificar o posicionamento das
células a cada instante de tempo, pois uma determinada célula pode percorrer um determi-
nado caminho dentro da bolsa, e outra célula um caminho diferente, e com isso passar por
histérias de temperaturas e concentragoes também diferentes e terem logicamente, niveis de
desidratacao diferenciados.

Outro fator que deve ser analisado é a posigao e espessura da regiao bifésica, pois
nesta regiao é que estao as maiores variacoes de concentracao do dominio. Ainda como
uma discussao sobre a espessura da regiao bifasica, deve-se verificar se ela esta evoluindo de
forma unidirecional, ou se devido a fluxos advectivos ela apresenta alguma deformagao. Isso

afetaria diretamente na variacao do volume celular para diferentes posi¢oes no dominio, o
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que implicaria em variadas regioes com diferentes niveis de sobrevivéncia.

As dimensoes dos vetores velocidade nao deve ser comparada entre os casos, devido
ao fato de a escala nao ser a mesma para todos. Deve-se comparar apenas as dimensoes
relativas destes vetores para um mesmo caso.

Primeiramente serao analisados os resultados inerentes ao processo de solidificagao
da solucao salina dentro da bolsa para cada caso. Uma vez que a perda de agua é um
processo desacoplado da solucao do problema de solidificacao, os resultados de variacao de
volume celular sao apresentados no final do capitulo.

Devido a simetria, distribui¢oes bidimensionais de temperatura, concentracao, ve-
locidades, e funcao de corrente somente serao apresentadas para metade da solucao salina.
Assim, a posigao /X =1 se refere a linha de simetria ou centro da bolsa.

Os resultados foram expostos de modo que se possam comparar todos os casos.
Foram feitos graficos em duas dimensoes mostrando isolinhas de concentracao e temperatura,
campo de velocidades, funcao de corrente e regiao bifasica para determinados tempos, e
também variacao de posicionamento e volume celular de algumas células. Utilizou-se o caso
I como base para comparacao entre os casos resolvidos.

Devido a inexisténcia de trabalhos experimentais em dominios tao pequenos, a va-
lidacao dos resultados aqui apresentados se torna impossivel. Quanto ao processo de perda
de agua da célula, nao foi localizado nenhum trabalho resolvendo numericamente a taxa de
perda de agua sofrida por células em uma cavidade bidimensional, como funcao direta da
variagao de concentracao do meio.

O tempo computacional requerido para os casos estudados possui uma ordem de
grandeza equivalente a dias, sendo as referéncias de tempo apresentadas neste capitulo sem-

pre relacionadas ao tempo fisico real do processo envolvido.

5.2 Processo de Solidificacao

Uma vez que a solucao das equacoes de conservacao é desacoplado do modelo de
perda de agua, as distribuigoes de temperatura, concentracao, e velocidades sao apresentadas

na presente secao.
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5.2.1 Casol

Neste caso, a temperatura inicial da solucao é de 2°C, e a taxa de resfriamento na
parede externa da bolsa é de —10°C/min. Note que a concentracao inicial de todos os casos
estudados é de 1%. Para esta simulagao o tempo final de solidifica¢ao ficou aproximadamente
em 436 segundos, sendo calculado com um passo de tempo constante e igual a 1 segundo.

A Figura 5.1 mostra qualitativamente o comportamento do processo de solidificacao
para o tempo de 150 s. Neste estagio, uma grande recirculacao se apresenta em todo o
dominio, onde nao hé fase sélida (Figura 5.1.a e 5.1.b). Proximo a parede vertical, ja
existe uma porcao de sélido (ver a linha liguidus na Figura 5.1.d) em quase metade do
dominio. Embora a temperatura da parede (—23°C) ja seja inferior & temperatura do eutético
(—21,1°C), a espessura de plastico funciona como um isolante térmico, causando um forte
gradiente de temperatura no polietileno. E possivel notar que na maior parte do dominio
as velocidades sao verticais, de forma que a linha liquidus se mantém plana, como pode ser
visto na Figura 5.1.d. Apenas proximo as paredes horizontais ha componentes nao verticais
da velocidade. As isotermas e as isoconcentragoes sao verticais e acopladas entre si, uma vez
que a difusividade de espécies quimicas é pequena se comparada a difusividade térmica.

A Figura 5.2 mostra a situacao para o tempo de 250 s. Note que neste momento ja
existe fase eutética precipitada, uma vez que a linha solidus ja percorreu parte do dominio,
como pode ser visto na Figura 5.2.d. Como a fase liquida, fora da regiao bifasica, tem uma
espessura muito reduzida, as velocidades sao bem menores se comparadas as mostradas na
Figura 5.1.a. E possivel verificar que a recirculagao envolve a regiao bifasica, que tem uma
permeabilidade menor, de forma a também diminuir a magnitude das velocidades. Note
que no interior da regiao bifasica o liquido tem velocidade, mas com uma magnitude muito
inferior. Como seria de esperar, o problema é unidirecional, ou seja, as linhas liquidus e
solidus sao planas.

A Figura 5.3 mostra a situagao para o tempo de 400 s. Neste ponto, ha liquido
somente em metade do dominio e ha sélido em todo o dominio, uma vez que apenas duas
regioes se fazem presentes: regiao completamente solidificada e regiao bifasica, conforme
pode ser constatado a partir da Figura 5.3.d. O escoamento é bastante fraco, devido a baixa
permeabilidade da regiao bifasica. Uma vez que os vetores velocidade sao tao pequenos, o

calculo da linha de corrente ficou comprometido, como pode ser visto a partir da Figura
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5.3.b.

A Figura 5.4 mostra a distribuicao de temperatura na bolsa incluindo o polietileno
com a posicao para cinco instantes do processo. Uma vez que o processo € praticamente
unidirecional, basta analisar uma determinada posicao vertical. Neste caso, escolheu-se a
altura média do dominio, y/Y;, = 0,5. Note que hd uma significativa variagdo através
do polietileno em 0 < x/X; < 0,068 e que o gradiente de temperatura nao é continuo
na interface do material da bolsa com a solucao salina. Isto é devido ao fato de que a
condutividade térmica do polietileno ¢é diferente da condutividade térmica da solugao. O
gradiente de temperatura através do plastico se torna maior no decorrer do tempo. Note
também que para t = 150 s, outra variacdo na inclinacdo estd evidente em z/X; = 0, 3.
Esta inclinagao representa a interface solido liquido, onde estao localizadas as pontas das
dendritas. A variacao na inclinacao é devida as diferentes propriedades termofisicas da regiao
liquida e regiao bifasica.

A distribuicao da concentracao de sal com a posicao horizontal da bolsa em funcao
do tempo estd ilustrada na Figura 5.5. Quando a solu¢ao comega a congelar, a precipitagao
de gelo faz aumentar a concentracao de sal no liquido. Assim, dentro da regiao bifésica,
a concentracao de sal aumenta até a transformacao eutética. A concentragao de sal no
liquido varia da concentracao inicial, 1%, na regiao liquida a concentracao de eutético, 23%,
na linha solidus. Decorridos 50 s, a concentracao aumenta para aproximadamente 2% em
/X = 0,068. Note que para /X < 0,068, nao ha liquido porque esta é a localizagdo da
parede da bolsa. Existem cristais solidos apenas no pequeno intervalo onde a concentracao
é maior do que a inicial. Apds 150 s, ha fase sélida presente até x/X; = 0,3, e nenhuma
transformacao eutética ocorreu. Assim, a méaxima concentracao de sal na regiao bifésica
¢ de aproximadamente 13%. A concentracao de sal no liquido junto a bolsa atinge a de
eutético somente 255 s apds o inicio do processo, de forma que em 50 e 150 s nao ha regiao
completamente solidificada no dominio. Por outro lado, é possivel verificar que sélido eutético
esta presente na bolsa em 300 e 400 s. Note que nao faz sentido se referir a concentracao de
sal para o solido, de forma que as curvas de concentragao somente devem ser consideradas
a partir do ponto em que elas decrescem da concentragao de eutético. Note também em
t =400 s que a alta concentracao de sal, estd variando de 1% no centro da bolsa (x/ X = 1)

para 23% na interface solidus (x/ Xy = 0,5). O severo aumento na concentracao de liquido
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perto da parede da bolsa é esperado, pois esta é a localizacao onde os primeiros cristais de
gelo nucleiam.

As variagoes de temperatura com o tempo estao ilustradas na Figura 5.6. Para
cada posicao no dominio, é possivel verificar que a temperatura decresce rapidamente até a
temperatura liquidus (—0,63°C para concentragoes iniciais de 1%), e depois, durante a pre-
cipitacao de cristais, a queda de temperatura é menos acentuada inicialmente, aumentando
novamente mais proximo da temperatura do eutético. No ponto sobre o eixo de simetria,
porém, a queda de temperatura é bastante acentuada depois que a linha [iquidus atinge esta
posicao. E evidente que o perfil de temperaturas depende da localizacao na bolsa.

A Figura 5.7 mostra os perfis de concentragoes para as mesmas localizagoes ilustradas
na Figura 5.6 respectivamente. A concentragao aumenta devido a redistribuigao de soluto
de maneira similar para as quatro posi¢coes mostradas na figura. As ultimas duas posicoes
(Posicao (82,45) e Posi¢ao (100,45)) apresentam uma abrupta variagdo na inclina¢do para
a variagao de concentracdo. A concentragao de sal no centro da bolsa (z/X = 1) revela um
perfil muito diferente, uma vez que nesta posicao a variagao na concentracao é acelerada até
alcancar a concentragao eutética. Este aumento mais rdapido de concentracao ocorre porque

a partir do momento que a linha liquidus atinge o eixo de simetria, aumentando a taxa de
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resfriamento local, que controla o perfil de concentracoes. A auséncia da fase liquida aumenta

a condutividade térmica, diminuindo a resisténcia a condugao de calor, que é dominante.

5.2.2 Caso I1

Neste caso, a temperatura inicial da solucao é de 2°C, e a taxa de resfriamento na
parede externa da bolsa é de —100°C/min. Para esta simulac¢ao o tempo final de solidifica¢ao
ficou aproximadamente 143 segundos, sendo calculado com um passo de tempo constante e
igual a 0,5 segundos.

Os resultados obtidos sao muito semelhantes aos resultados do caso anterior, mu-
dando somente o tempo de solidificacao, que é muito mais curto. Se no caso anterior o
problema era unidirecional, é de se esperar que neste caso também o seja, uma vez que a
taxa de resfriamento é muito maior. As linhas liquidus e solidus percorrem o dominio de
forma muito mais rapido, de forma que adveccao se torna menos importante. A discussao
das figuras que seguem pode, entao, ser resumida para se evitar repeticoes do que ja foi
mencionado para o caso anterior.

A Figura 5.8, mostra qualitativamente o comportamento do processo de solidificagao

para o tempo de 50 s. Uma diferenca existente entre os casos I e II, pode ser visualizada se
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analisarmos as Figuras 5.2.d e 5.8.d. Nestas figuras pode se ver observar que a linha solidus,
para ambos os casos, ocupa praticamente a mesma posi¢ao na bolsa, embora os tempos nao
sejam equivalentes. Porém para o caso II a espessura da regiao bifasica é quase a metade
da espessura mostrada na Figura 5.2.d do caso I. Isso justamente ocorre devido a diferenca
entre as taxas de resfriamento, que alteram a taxa de transferéncia de calor, e por sua vez a
velocidade de resfriamento e velocidade de avanco da frente de solidificacao.

A Figura 5.9 mostra a distribuicao de temperaturas em fun¢ao da posigao horizontal
na bolsa incluindo o material plastico. Note que as curvas desta figura possuem o mesmo per-
fil das curvas apresentadas na Figura 5.4, porém a magnitude das temperaturas alcangadas
no processo sao praticamente quatro vezes maiores nas proximidades da parede da bolsa.
Pode-se verificar também as mesmas regioes distintas na inclinagao das curvas, devido as
diferencas entre as propriedades termofisicas das diferentes fases, e da bolsa plastica.

As variagoes de concentracao com a posicao na bolsa estd ilustrada na Figura 5.10.
Nesta figura pode-se observar que a inclinagao das curvas é bem mais acentuada do que as
curvas apresentadas na Figura 5.5, mostrando que a espessura da regiao bifasica é realmente
menor. Verifica-se na Figura 5.10 para t = 50 s que a espessura variade 0,12 < z/ X, <0, 31,
enquanto que na Figura 5.4 para t = 300 s, que equivalem praticamente a mesma posi¢ao
da interface solidus dentro da bolsa, uma espessura variando de 0,19 < z/ X, < 0,7. Para a
taxa de resfriamento de —100°C/min, pode-se verificar que nos tempos iniciais a concentracao
logo atinge a concentragao de eutético (23%), enquanto que para o caso I este tempo foi bem
maior.

As variagoes de temperatura em funcao do tempo, para algumas posicoes na bolsa,
estao ilustradas na Figura 5.11. Os perfis de temperatura apresentam aproximadamente o
mesmo comportamento dos perfis apresentados na Figura 5.6, porém com niveis de tempe-
ratura muito mais baixos.

As variagoes de concentracao em funcao do tempo, para algumas posicoes na bolsa,
estao ilustradas na Figura 5.11. Para os perfis de concentracao o comportamento também
se assemelha muito aos ilustrados na Figura 5.7, mas com uma inclinagao bem mais acen-
tuada, novamente demonstrando que a espessura da regiao bifdsica é mais fina para taxa de
resfriamento de —100°C/min.

As posicoes das interfaces liquidus e solidus para os dois primeiros casos analisados
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Figura 5.11 — Variagdo da temperatura com o tempo em y/Y, = 0,5

Tempo [s]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
0 wf P
=10 A -\
20
-30
— -40 4
o
‘E -50
.g .60 - —— Posigéo (12,45)
H —— Posigéo (22,45)
o -70 i
£ Posigéo (42,45)
L 801 Posicao (62,45)
-90 - —— Posigéo (82,45)
-100 - —— Posigéo (100,45)
110 4 —Tin
i T=0°C
-120
-130

para o caso II.

63

0,25

— Posicéo (12,45)
T o2 Pos!g:ao (22,45)
i Posicdo (42,45)
= Posicéio (62,45)
& — Posigéo (82,45)
=
= 015 1| — Posicéo (100.45)
_2_ — Ceut
= —Cin
o
T 0.1
g
=
Q@
1]
=4
S 0,05 4

0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo [s]

Figura 5.12 — Caso II: Variagao da concentracao de sal no liquido com

o tempo em y/Y;, = 0,5 para o caso II.



64

Liquidus [-100°C/min] Sélidus [-100°C/min]

\

Liquidus [-10°C/min]

XIXL [%]
o
w

04 |
0.3 1 Sélidus [-10°Clmin]
0,2
0,1
0 : : ; ; : : ; ;
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Tempo [s]

Figura 5.13 — Localizacao das frentes solidus e liquidus durante o pro-

cesso de solidificagao, para os casos I e II.

no resfriamento de solugoes de cloreto de sédio mais dgua a 1% em peso, com taxas de
resfriamento de —10°C/min e —100°C/min estdo ilustradas na Figura 5.13. Os resultados
mostram que para taxa de resfriamento de —100°C/min a espessura da regiao bifasica é
muito menor do que para taxa de —10°C/min.

Os resultados obtidos aqui para os casos I e II sao idénticos aos apresentados por
Viskanta et al. [1997], embora haja uma desprezivel diferenca na espessura do dominio
considerado. Os resultados daquela referéncia foram obtidos com um cédigo computacional
muito mais simples que o usado no presente trabalho, uma vez que o dominio utilizado era
unidimensional e as equagoes de conservagao de massa e momentum nao eram resolvidas. Isto

mostra que, para os casos I e II, nao havia necessidade de se utilizar um modelo bidimensional.

5.2.3 Caso III

Neste caso, escolheu-se uma temperatura inicial da solugao de 20°C, mantendo-se
a taxa de resfriamento na parede externa da bolsa de —10°C/min. Para esta simulacdo o
tempo final de solidificacao ficou aproximadamente 549 segundos, sendo calculado com um
passo de tempo constante e igual a 1 segundo. A simulacao foi interrompida quando o ponto

médio da linha de simetria atingiu a transformacao eutética.
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A Figura 5.14 mostra qualitativamente o comportamento do processo de solidificagao
para o tempo de 150 s. Embora parecam verticais na maior parte do dominio, as veloci-
dades junto ao polietileno tem um componente horizontal na direcao positiva de u. Observe
também que os perfis de velocidade sao diferentes dependendo da altura no dominio (Figura
5.14.a). Como a adveccao se torna importante devido a maior diferenga de temperatura, note
que para este caso comegam a aparecer deformacoes nas isotermas e linha liquidus (Figuras
5.14.c, e 5.14.d). A inclinacdo que aparece nestas figuras, é resultado da agao dos termos
de empuxo. Devido a interagao de liquido mais quente com a regiao bifasica no alto do
dominio, a espessura desta regiao é menor naquela localidade do que seria se nao houvesse
escoamento. Note que na Figura 5.14.c as duas isotermas mais a direita estao ainda na
regiao liquida, uma vez que a temperatura liquidus é de —0,63°C. E evidente, entao, que ha
um resfriamento local nesta regiao devido ao escoamento que vem da regiao bifasica, que se
encontra mais fria do que o liquido. E possivel verificar que este mesmo escoamento altera
o perfil de concentragoes na Figura 5.14.d.

A Figura 5.15 mostra qualitativamente uma sequéncia do processo de solidificacao
ilustrando seu comportamento para o tempo de 250 s. Observando a Figura 5.15.a pode-
se notar que existe uma reducao na magnitude dos vetores velocidade na parte inferior do
dominio. H& uma recirculagao que vai se restringindo a parte superior do dominio. Esta
recirculagao pode ser observada a partir das linhas de corrente (Figura 5.15.b). Para este
instante a inclinagao nas isotermas, isoconcentragoes, e linha liguidus (Figuras 5.15.c, 5.15.d,
e 5.15.e) ja comega a ficar mais visivel se comparado ao tempo anterior (Figura 5.14).

A Figura 5.16 mostra a situacao para o tempo de 400 s. Neste intervalo aparecem
trées regioes distintas dentro da bolsa: regiao completamente solidificada, regiao bifasica, e
regiao liquida, conforme pode ser constatado a partir da Figura 5.3.d. Observe que para este
instante o escoamento é menos intenso, devido a baixa permeabilidade da regiao bifésica.
Pode-se observar mais nitidamente a formacao da recirculagao na posicao superior da bolsa
(Figura 5.16.a e Figura 5.16.b). Note que as Figuras 5.16.c, 5.16.d e 5.16.e apresentam
isotermas, linhas liquidus e solidus, e isoconcentracoes nao-verticais, principalmente na parte
superior do dominio. Esta deformacao ¢ causada justamente pela presenca da recirculagao

que se formou nesta regiao.
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5.3 Cinética da Perda de Agua Através da Membrana Celular

A formacao de gelo intracelular e o severo encolhimento das células, ambos os quais
dependem da cinética da perda de dgua, podem danificar as células [Mazur, 1963; Mazur,
1984; Pitt e Steponkus, 1989; Mazur, 1990; Muldrew e McGann, 1990; Toner et al., 1990].
Viskanta et al. [1997] utilizaram o modelo de perda de dgua proposto por Mazur [1963]
para calcular a variacao de volume de células expostas ao processo de solidificagao. No
presente trabalho, algumas das situagoes estudadas por Viskanta et al. [1997] foram avaliadas,
utilizando-se porém a equacao (3.35), que mostra explicitamente a dependéncia da variagao
de volume com as concentragoes externas e internas da célula, e nao leva em conta condicoes
de nao equilibrio.

Os resultados apresentados na secao anterior sao necessarios para a obtencao da
concentracao de sal no meio externo a célula. Fazendo o uso do modelo de equagoes obtido
no Capitulo 3, juntamente com os parametros apresentados na tabela 4.6, e as condi¢oes
extracelulares obtidas com as equacoes do Capitulo 4, obtem-se ilustracoes da variacao do
posicionamento, e volume celular de algumas células escolhidas para andlise. Para analisar
a trajetoria das células na bolsa e variacao de volume celular, marcou-se a posicao inicial de
algumas células sobre o dominio, e verificou-se a trajetéria destas células durante o processo.
A tabela 5.1 mostra a posicao inicial escolhida para todos os casos.

Mazur [1963] apresentou alguns resultados para variagdo do volume celular com a
variacao de temperatura utilizando o modelo de equacgoes derivado no Capitulo 3, equacoes
(3.13) e (3.21), para algumas taxas de resfriamento (—1°C/min, —10°C/min, —100°C/min).
Estes resultados estao ilustrados na Figura 5.17. Verifique que nesta figura os niveis de
desidratacao atingem um mesmo valor ao final no processo para ambas as taxas de resfria-
mento, porém a variacao do volume celular nao é a mesma para estas taxas com relacao a
uma mesma variacao de temperatura. Para uma taxa de resfriamento de —1°C/min com
uma pequena variacao de temperatura as células apresentam uma grande variacao de volume,
enquanto que para as taxas maiores ¢ necessario uma maior variagao de temperaturas para
se obter uma variacao volumétrica equivalente. Ou seja quanto mais lento for o processo de
resfriamento mais rapidamente ocorre o fuxo de dgua das células para o meio [Mazur, 1963;
Mazur, 1984; Mazur, 1990; Toner et al., 1990].

Os valores calculados se estendem até que a solucao, juntamente com as célula,
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Tabela 5.1 — Posicao inicial das células em analise sobre o dominio.

Coordenadas da Célula | /X | y/YL
(22, 15) 0,181 | 0,15
(42, 15) 0,387 | 0,15
(62,15) 0,593 | 0,15
(62,15) 0,799 | 0,15
(22, 30) 0,181 | 0,316
(42, 30) 0,387 | 0,316
(62, 30) 0,593 | 0,316
(82, 30) 0,799 | 0,316
(22, 60) 0,181 | 0,65
(42, 60) 0,387 | 0,65
(62, 60) 0,593 | 0,65
(82, 60) 0,799 | 0,65
(22,75) 0,181 | 0,816
(42, 75) 0,387 | 0,816
(62, 75) 0,593 | 0,816
(82, 75) 0,799 | 0,816

atinjam uma condicao de super-resfriamento, e este super-resfriamento pode ser representado
pelo nimero de graus de temperatura em que dada curva é deslocada a direita da curva de
equilibrio (curva Eq. da Figura 5.17), para uma dada temperatura abaixo de zero. A curva
chamada “Eq.” mostra o conteido de dgua em que o modelo celular pode permanecer em
equilibrio com o gelo extracelular, e pode ser calculada pela equagao (3.29). Por causa do
alto grau de super-resfriamento, e grande quantidade de formagao de gelo extracelular, uma
formacao de gelo ocorreria também dentro das células durante o processo de resfriamento
[Mazur, 1984; Mazur, 1990; Toner et al., 1990]. Do ponto de vista criobiolégico, a formacao
de gelo intracelular pode danificar as células. Porém o propésito deste trabalho é apenas
demonstrar que a perda de agua das células é uma funcao da variagdo de temperatura

e concentragoes do meio, nao levando em conta a formacao de gelo intracelular, nem a
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existéncia de super-resfriamento.

A variacdo do volume celular com o tempo, como uma funcao da variacao da tem-
peratura, concentragoes intra e extracelulares, e posicionamento das células foi resolvida
utilizando-se para isso o modelo de equagoes derivado no Capitulo 2 (equagoes (3.14) e
(3.35)), juntamente com o campo de temperaturas, concentragoes, e velocidades obtidos na
secao anterior. Na sequéncia deste trabalho estao apresentados os resultados da variacao do
volume celular para os trés casos em estudo.

Considerou-se a concentragao intracelular como variavel. Como assumiu-se que nao
hé fluxo de soluto através da membrana, a quantidade de sal dentro da célula permanece
constante. Como a cada passo de tempo tem-se o novo volume celular atualizado, pode-se

sempre calcular a nova concentragao interna.

5.3.1 Casol

Uma vez que a solidificagao neste caso ¢ unidirecional, esperam-se apenas pequenas
diferencas nas variagoes de volume calculadas para células que se encontram inicialmente na
mesma posigao x/X.

A Figura 5.18 mostra a trajetoria das células apresentadas na Tabela 5.1 para o caso
I, referente a posicao vertical inicial y/Y7, = 0,32. Pode-se observar que existe uma variagao
consideravel da posi¢ao das células na diregao y a partir da posi¢ao inicial (Tabela 5.1). Ja
na dire¢ao = tem-se para a célula (42,30) um deslocamento quase despercebido com relagao
a variacao de deslocamento na direcao y, enquanto que para as demais células analisadas
nesta figura nao existe variagao de posicionamento no sentido horizontal da bolsa. Note que
as células (22,30), (42,30) e (62,30) possuem uma trajetéria descendente, enquanto que a
célula e (82,30) possui uma trajetéria inversa. As células mais distantes da parede fria tém
um movimento ascendente, enquanto as mais préximas tém um movimento descendente na
maior parte do tempo de solidificacao.

A Figura 5.19 mostra a trajetéria das células apresentadas na Tabela 5.1 para o
caso I, referente a posicao vertical inicial y/Y, = 0,65. Pode-se observar que existe um
comportamento semelhante a trajetéria apresentada pelas células na Figura 5.18. Um grande
deslocamento na direcao y, e praticamente nenhum movimento na direcao x. As células

mais proximas das paredes horizontais, nao mostradas na figura, sao as que tém o maior
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deslocamento horizontal.

A Figura 5.20 apresenta a variagao do volume celular com o tempo, para as células
apresentadas na Figura 5.18 referentes a posi¢ao y/ Y7, = 0,32. Observando esta figura pode-
se verificar que as duas células mais préximas da parede da bolsa, células (22,30) e (42,30),
tiveram uma maior reducao de volume, alcancando um volume final de cerca de 23% do
volume inicial. Note que estas células possuem praticamente a mesma variacao de volume.
Isso ocorre por que a célula (42,30), ao se aproximar do fundo da bolsa, sofre um pequeno
deslocamento no sentido horizontal da mesma, e este pequeno deslocamento é suficiente
para que esta célula permaneca por mais alguns instantes em regioes com concentracoes
mais elevadas, proximas da concentracao de eutético, e este pequeno intervalo de tempo
acarreta numa consideravel perda de agua, atingindo um maior nivel de desidratagao. Ja as
células (62,30) e (82,30) tiveram uma menor reducao de volume, ficando com um volume final
equivalente a 50 e 70% do volume final, respectivamente. Isso pode ser explicado pelo fato
da taxa de resfriamento local ser maior para as posi¢oes mais ao centro da bolsa (x/X = 1).

A Figura 5.21 apresenta a variagdo do volume celular com o tempo, para as células
apresentadas na Figura 5.19 referentes a posigao y/Y, = 0,65. Observa-se com relagao a
esta figura que a maior variagdo de volume estd correspondente a célula (22,60) que esta
mais proxima da parede vertical da bolsa, cerca de 23% do volume inicial, e vai diminuindo
até aproximadamente 70% para a célula (82,60), que estd mais ao centro. Para esta andlise
nao mais aparecem células com mesmo nivel de desidratacao, ficando a variacao de volume
apenas em funcao da taxa de resfriamento local.

Como um resultado final do processo de criopreservacao de células pode-se observar
na Figura 5.22 como foi o comportamento geral das células em relagao a variacao do volume
intracelular devido a perda de agua sofrida durante o processo. Esta figura apresenta o
volume final das células mostrado na posi¢ao inicial das células. Pode-se verificar que a
variacao de volume celular nao é homogénea para as diferentes posicoes iniciais das células.
E possivel notar que para valores de y/Y7, entre 0,2 e 0,7, as varia¢oes no perfil de variagao
de volume sao muito pequenas, como se mostrou nas Figuras 5.20 e 5.21. Por outro lado, fora
deste intervalo vertical, nas partes inferiores e superiores a ele ha diferencas maiores. E para
estas células que os efeitos de advecgao causada pela convecgao natural sao mais significativos.

Na parte inferior, as células tendem a passar mais tempo por regioes de baixa concentracao
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de sal, uma vez que elas acompanham o escoamento, primeiramente mais horizontal até
fazer o contorno e subir ao longo do eixo de simetria. Esta regiao demora mais a solidificar.
Assim, as perdas de agua sao menores, como pode ser visto pela maior regiao de tonalidade
vermelha. Na parte superior, por outro lado, acontece o oposto, uma vez que as células que
ali se encontram percorrem o dominio na direcao da frente de solidificagao. Como ali as
concentragoes sao maiores, hd uma maior perda de agua, ocasionando na maior diminuicao
de volume, como pode ser constatado pela regiao mais azulada no alto a esquerda.

E importante frisar aqui que os efeitos de conveccao natural, mesmo em dominios
tao pequenos, podem ser significativos, embora as velocidades sejam pequenas. Para este
caso, as variacoes nao atingem todo o dominio, mas em cerca de 50% dele hd modificacoes

da variagao de volume.

5.3.2 Caso II

A Figura 5.23 mostra a trajetoria das células apresentadas na tabela 5.1 para o caso
I, com relagao a posicao vertical inicial y/Y7, = 0, 32. Verifica-se nesta figura um comporta-
mento semelhante ao que ocorreu no caso I, porém com deslocamentos muito menores. Para
as células analisadas nesta figura nao aparece nenhum deslocamento no sentido horizontal
da bolsa. A célula inicialmente na posigao (62, 30) se desloca para cima inicialmente e depois
para baixo no dominio.

A Figura 5.24 mostra a trajetoria das células apresentadas na tabela 5.1 para o caso
11, agora para a posicao y/Yr, = 0,65. Observa-se que as células tiveram um comportamento
semelhante ao das células mostradas na Figura 5.23. Ambas seguem uma trajetéria reta e
vertical, para cima ou para baixo, dependendo da posi¢ao inicial horizontal.

A Figura 5.25 apresenta a variacao do volume celular com o tempo para as células a-
presentadas na Figura 5.23. Devido a variacao de posicionamento na direcao x ser desprezivel
para todas as células mostradas nas Figuras 5.23 e 5.24, e o processo de solidificagao evoluir
mais rapidamente e de forma unidirecional para este caso, pode-se dizer que o volume celular
nao muda com a variacao da posicao y no sentido da altura da bolsa. Entao pode-se afirmar
que todas as células possuem praticamente o mesmo comportamento das células ilustradas
na Figura 5.25, a menos de pequenas excegoes. Devido a pequena variacao de deslocamento

existente neste caso, pode-se afirmar que as variagoes de volume existentes para as células
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apresentadas nesta figura é unicamente dependente da taxa de resfriamento local. Note
que neste caso o nivel de variacao de volume é bem menor se comparado ao caso 1. Isso
acontece pelo fato de que a taxa de resfriamento imposta sobre a bolsa é maior para o caso
II, aumentando também a velocidade de resfriamento do processo, fazendo com que as células
fiquem expostas a gradientes de concentracao mais elevados por periodos de tempo menores.
Segundo Mazur [1963] a taxa de variacao de volume celular depende diretamente da taxa de
resfriamento aplicada no processo, e por sua vez do tempo de solidificagdo. Quanto maior
a taxa de resfriamento menor é a perda de agua sofrida pelas células, e menor é a variagao
do volume celular. Note que a célula (42,30) possui uma variacdo de volume um pouco
maior que a célula (22,30). Isso acontece pelo fato da frente de solidificagdo avangar muito
rapidamente, fazendo com que a célula (22,30) congele antes da célula (42,30). Este efeito
pode ser melhor visualizado quando se observam as células (62,30) e (82,30) onde a diferenga
de volume é maior. Note que quando a célula (22,30) ja estd solidificada, a célula (42,30)
ainda nem entrou na regiao bifasica, e o mesmo ocorre sucessivamente com as demais células.

Na Figura 5.26 estd ilustrado o comportamento da variacao de volume celular a
partir da perda de agua sofrida pelas células considerando a posig¢ao inicial. Neste caso

pode-se verificar mais claramente que as células tiveram uma menor variagao de volume,
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comparado com o caso I. Verifica-se também que o processo ocorre praticamente em regime

unidirecional e os efeitos de conveccao natural sao despreziveis.

5.3.3 Caso III

A Figura 5.27 mostra a trajetéria das células apresentadas na Tabela 5.1 para o
caso 111, referente & posigao vertical inicial y/Y;, = 0, 32. Neste caso pode-se melhor verificar
a influéncia da conveccao natural no processo de resfriamento. Devido a magnitude das
velocidades ser mais elevada, varias células praticamente atravessam toda a extensao da
bolsa formando uma trajetéria periférica, outras sobem e descem ficando bem mais clara a
variacao de posicionamento, tanto em x como em y.

Na Figura 5.28 estd ilustrada a trajetoria das células apresentadas na Tabela 5.1 para
o caso III, referente a posigao vertical inicial y/Y;, = 0,65. Pode-se observar também que
existe uma grande variagao de posicionamento, tanto na direcao horizontal com na direcao
vertical. As Figuras 5.27 e 5.28 comprovam nitidamente a importancia de se considerar
convecgao natural no processo.

A Figura 5.29 apresenta a variagao do volume celular com o tempo para as células
apresentadas na Figura 5.27, referentes a posigao vertical inicial y/Y7, = 0,32. Analisando
as Figuras 5.27 e 5.28 pode-se observar claramente que a variacao de volume existente nas
células analisadas nao é mais funcao apenas da taxa de resfriamento local. Pois devido a
grande movimentacao apresentada por estas células, sendo que algumas percorrem pratica-
mente quase todo o dominio, certamente que estas foram submetidas a varios gradientes de
concentracao e temperaturas. Verifica-se que as células ilustradas na Figura 5.29 atingem
um nivel de desidratacao bem elevado, sendo que algumas destas células estudadas atingem
até 20% do volume inicial. Pode-se considerar que este nivel de desidratacao é bastante
prejudicial para as células, pois nestas circunstancias fica muito dificil fazer com que estas
posteriormente voltem ao seu volume normal quando reaquecidas.

A Figura 5.30 ilustra o comportamento da taxa de perda de dgua das células loca-
lizadas na posigao vertical inicial y/Y;, = 0,65 como uma variacao de volume celular com o
tempo. Note que a célula (42,60) é a célula que possui maior variagdo de volume. Observe que
na Figura 5.28 esta célula percorre um ciclo periférico completo dentro da bolsa, retornado

praticamente a posicao inicial. Provavelmente esta célula deve ter permanecido por um
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Figura 5.29 — Dependéncia do volume de agua intracelular com tempo

na posigao inicial y/Y7 = 0,32, para o caso III.

periodo maior de tempo submetida a maiores gradientes de concentracao promovendo um
maior nivel de desidratacao.

Na Figura 5.31 estd ilustrada a variagao do volume celular para o caso III na posicao
inicial das células na bolsa. Embora haja semelhancas com a figura correspondente do caso I
(Figura 5.22), hé diferencas evidentes. Note primeiramente a regido vermelha completamente
envolvida por regides onde a variagdo de volume foi maior, que se estende entre 0 < y/Y7, <
0,6. Este volume de liquido teve uma variacao de concentragoes menor do que o restante do
dominio, de forma que as taxas de perda de agua foram consequentemente menores. Uma
outra regiao na parte superior direita da bolsa também apresenta menores taxas de perda
de agua.

Este caso nao representa a realidade de um processo de criopreservagao, pois é muito
simples resfriar solucao até préximo da temperatura de fusao separadamente das células, para
depois introduzi-las e iniciar o processo de congelamento. Porém serve para ilustrar o que
aconteceria dentro da solugao se as forcas de empuxo fossem mais significativos no processo.
Haveria uma maior movimentacao dentro da bolsa, refundindo a solugao em determinadas
posigoes, fazendo com que as células entrem e saiam da regiao bifasica passando por diversos

gradientes de concentragao e temperatura, modificando seu volume durante todo o processo
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ficando mais dificil de se prever o nivel de sobrevivéncia das células em funcao da posicao

inicial.



Figura 5.31 — Variacao de volume celular dentro da bolsa, relacionadas
as suas posicoes iniciais, ao final do processo de resfria-

mento para o caso III.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

6.1 Conclusoes

O presente estudo foi desenvolvido para obter um maior entendimento dos fenomenos
de transporte, e o comportamento das células, durante o processo de solidificacao de solucoes
aquosas de cloreto de sdédio aplicado em processos de criopreservagao. Um estudo numérico
das equagoes que modelam o processo de solidificagao e também o fenomeno de fluxo de
agua que acontece através da membrana celular durante a criopreservacao foi desenvolvido
neste trabalho. Simulagoes numéricas foram feitas para tentar predizer o comportamento
do processo de solidificagao que ocorre durante a criopreservacao de células expostas em um
meio inicialmente isotonico contendo uma solucao aquosa de NaCl para algumas taxas de
resfriamento e variacao de temperatura inicial.

O modelamento matematico de transporte de calor e massa em solugoes multicom-
ponentes e sua relevante importancia no desenvolvimento de procedimentos 6timos de crio-
preservacao foram revisados e discutidos neste trabalho. Constata-se a partir dos resultados
apresentados que o modelamento tedrico e as metodologias desenvolvidas por engenheiros é
bastante til na predicao da variacao do meio extracelular e a correspondente resposta das
células em suspensao durante o processo de resfriamento. As consideragoes tedricas podem
também ser extendidas ao estudo de processos de resfriamento em diferentes recipientes com

diferentes solucoes para a criopreservacao.
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6.1.1 Processo de Solidificagao

Solidificacao de uma solucao aquosa de cloreto de sédio foi estudada dentro de uma
bolsa plastica retangular, a qual foi resfriada lateralmente por imposicao de uma taxa de
resfriamento constante e uniforme para cada caso estudado. A influéncia da convecgao na-
tural durante o processo de criopreservacao de células, juntamente com a distribuicao de
temperaturas e concentracoes foram investigadas neste trabalho. Foram simulados numeri-
camente, através de técnicas computacionais, alguns casos envolvendo diferentes taxas de
resfriamento, e também diferentes temperaturas iniciais da solugao salina para uma mesma
concentracao inicial.

Todos as investigacoes realizadas no presente trabalho tém como concentracao ini-
cial 1%, de forma que as conclusoes abaixo apresentadas somente se aplicam para esta
concentracao inicial. Baseado nestas investigagoes do processo de solidificacao, as seguintes

conclusoes podem ser apresentadas:

1. Para uma temperatura inicial de 2°C e para as duas taxas de resfriamento consideradas,
—10 e —100°C/min, os efeitos das forgas de empuxo s@o praticamente inexistentes e o
problema pode ser considerado como unidirecional. Com exce¢ao dos campos de veloci-
dade, as outras varidveis podem ser calculadas a partir de um modelo unidimensional,

como foi realizado por Viskanta et al. [1997].

2. A espessura da regiao bifasica depende fortemente da taxa de resfriamento. Para taxa
de resfriamento de —100°C/min a espessura é bem menor do que para uma taxa de

resfriamento de —10°C/min.

3. A distribuicao de concentracao também é afetada pela taxa de resfriamento, pois esta
é fortemente dependente da temperatura. Quanto se tem um menor gradiante de
temperatura, tem-se uma maior regiao ocupada com solugao salina de concentragao

diferente e maior que a inicial.

4. As forgas de empuxo passam a ter alguma influéncia nas distribuigoes de temperatura
e concentracao quando a temperatura inicial é elevada para 20°C. Neste caso, as linhas
liquidus e solidus deixam de ser verticais e ha um actimulo de liquido frio com maior

concentracao de sal na parte inferior do dominio. Uma solucao considerando o dominio
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unidimensional levaria a resultados questionaveis.

6.1.2 Cinética da Perda de Agua Através da Membrana Celular

O problema de encolhimento por desidratagao (crenagao), que acontece devido ao
fluxo de agua através da membrana celular durante o processo de criopreservacao de células
foi estudado neste trabalho para os trés casos previamente descritos. A partir da escolha
de algumas células localizadas dentro do dominio, foram realizados calculos da variacao do
volume devido ao fluxo de agua, permitindo-se que as células percorressem juntamente com
o escoamento de solucao salina. Baseado nestes resultados pode-se escrever as seguintes

conclusoes:

1. Mesmo quando a adveccao ¢é desprezivel, a variacao do volume celular nao é a mesma
para todas as posicoes da bolsa. A taxa de resfriamento local varia para cada posicao
e é diferente da taxa de resfriamento imposta sobre a parede externa da bolsa seja
constante. Esta conclusao é compativel com os resultados unidimensionais obtidos por

Viskanta et al. [1997].

2. Quanto maior for a taxa de resfriamento menor é a variacao do volume celular, e pode-
se dizer que maior € o nivel de sobrevivéncia das células na bolsa. Para ambos os casos

as células mais ao centro da bolsa obtiveram uma menor perda de dgua.

3. Quanto maior a diferenca de concentragao intra e extracelular maior é o fluxo de dgua

através da membrana das células.

4. Quanto maior o tempo de permanéncia das células em regioes de concentracao mais

elevada, maior é a variacao de volume sofrida pelas mesmas.

5. Quando a advecgao é importante, o escoamento leva as células a regides com diferentes
temperaturas e concentracoes. Assim, a perda de dgua da célula depende fortemente

da posicao inicial da célula no dominio.

6.2 Recomendacgoes

Um nimero de fenomenos fisicos associados aos processos de solidificagao de substancias

multicomponentes e criopreservagao de células permanecem nao resolvidos.
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Algumas sugestoes relativas as pesquisas futuras seguem baseado nas conclusoes do

presente trabalho:

1. Desenvolver um modelo de solidificacao de uma solucao ternaria contendo, além de sal
e dgua, um crioprotetor. Com tal modelo seria possivel obter resultados mais realistas
do processo de criopreservacao, uma vez que na pratica crioprotetores sao bastante

utilizados.

2. Resolver o problema utilizando condigoes de contorno de primeira espécie também no

topo e na base da bolsa.

3. Construir aparatos experimentais e obter medicoes para se validar os resultados obti-
dos pelo modelo matemético. Vérias técnicas nao instrutivas tém sido desenvolvidas
e usadas para determinar experimentalmente temperatura e/ou distribui¢ées de con-
centragao de soluto, estado da mudanca de fase, e/ou resposta celular com a variagao

do meio local.

4. Desenvolver modelos de transferéncia de calor e massa em sistemas celulares complexos
(i.e., tecidos ou 6rgaos) durante o processo de criopreservacao, os quais envolvem
espacos intra e intercelulares e sistemas cardiovasculares. Alguns estudos pioneiros
tém sido conduzidos nesta area com o uso de varias aproximagoes [Diller, 1992; Mazur,

1990; Toner et al., 1990], os quais formam base para futuras investigagoes.

5. Incluir a dependéncia da densidade da solucao com a temperatura e a concentracao
para se melhorar o modelo matematico para casos em que efeitos de advecgao se tornam

importantes.

6. Considerar efeitos de nao-equilibrio, uma vez que a solugao salina resfria a estados

metastaveis antes que o primeiro cristal de gelo nucleie.

7. Extender o presente modelo de solidificacao para dominios tridimensionais. A vetori-
zacao do coddigo computacional de solugao também seria interessante para aumentar a

velocidade de processamento.



ANEXO A

Propriedades Termofisicas e Grandezas Utilizadas na Resolugao do Problema

As propriedades termofisicas, assim como as demais grandezas usadas na resolugao
dos problemas de solidificacao e cinética da perda de agua estao apresentadas nas Tabelas

A1, A2, A3, A4 mantendo suas unidades dimensionais originalmente apresentadas na
literatura.

Tabela A.1 — Propriedades termofisicas da fase liquida com unidades

dimensionais originais [Zaytsev e Azeyev, 1992].

Propriedades | Fase Liquida
¢ (J/kg.K) 3911
pi (kg/m?) 1007
k; (W/m.K) 0,562

Dy (m2/s) | 1,611.107°
w (Pa/s) 1,814.1073




Eutética) com unidades dimensionais originais [Bianchi,

Tabela A.2 — Propriedades termofisicas das fases sélidas (Alpha e
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1997].
Propriedades | Fase Alpha (Gelo) | Fase Eutética
p (kg/m?) 1530 1530
¢ (J/kg.K) 1945 1690
k (W/m.K) 2,285 1,910
Ahi_o (J/kg) | 333,7 x 107 -
Ahe_o (J/kg) - 62,29

Tabela A.3 — Grandezas utilizadas no problema de solidificacao com

unidades dimensionais originais [Bianchi, 1997].

Propriedades e Grandezas Magnitude
Ahes (J/kg) 333,4 x 102
Or (1/K) 1,968 x 10~°
Bs (-) —7,968 x 1073
Ko (m?) 5x 1071
g (m/s?) 0,81
Tew (°C) 21,1
T, (°C) 2
Ceut (%) 23,3
Cin (%) 1




Tabela A.4 — Grandezas utilizadas para a cinética de perda de agua
das células com unidades dimensionais originais [Mazur,

1963; Mazur, 1990).

Propriedades e Grandezas Magnitude
R (pm?3.atm/mol .K) 82,057 x 10712
v (um?/mol) 18,0 x 10712
A (pm?) 3,04
E* (cal/mol) 14
V (um?) 2,775
Viso (um?) 4,2 x 107t
LY (pm/min.atm) 66,6 x 1072
T, (K) 273,15
To (K) 273,15
ns (mol) 2,1x 10716




ANEXO B

Teste de Independéncia de Malha

Baseado em analise feita na bibliografia constata-se que em praticamente todos os
trabalhos encontrados os autores utilizam, em média, uma malha com (50 x 50) volumes. Por
questoes de verificacao da influéncia da dimensao da malha sobre os resultados, foram feitos
alguns testes para constatar qual o melhor tamanho de malha que deve ser usado na resolucao
do problema. A partir de testes feitos com uma discretizacao de uma malha inicialmente
contendo (50 x 50) volumes, constatou-se que a utilizacdo de uma malha com (100 x 90)
volumes, levando em conta o tempo computacional, fornece dados bastante precisos.

Na Figura B.1 estd apresentado o campo de funcao de corrente referente ao caso II,
com o uso de uma malha de (50 x 50) volumes, em um tempo equivalente a 10 s.

Na Figura B.2 esta apresentado o campo de fungao de corrente referente ao caso II,
com o uso de uma malha de (80 x 80) volumes, em um tempo equivalente a 10 s.

Esta ilustrado na Figura B.3 o campo de funcao de corrente referente ao caso II,
agora com o uso de uma malha de (100 x 80) volumes, em um tempo equivalente a 10 s.

Finalmete na Figura B.4 esta apresentado o campo de funcao de corrente, usando
a malha discretizada neste trabalho, que possui (100 x 90) volumes. Pode-se observar que
ha uma pequena diferenca entre os dois ultimos testes. Como esta diferenca é bastante
pequena e também por questoes de tempo computacional excessivo no caso de uma malha
mais refinada, optou-se pelo uso da malha contendo as dimensdes utilizadas na resolucao do
campo de funcao de corrente apresentado na Figura B.4. Note que as dimensoes do dominio
de célculo sdo bastante reduzidas, e também que um refinamento de malha de (100 x 90) j&

requer um esforco computacional consideravel.
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ANEXO C

Validacao do Cédigo Computacional

A validagao do codigo computacional foi feita com a resolucdo de um problema
classico de convecgao natural em uma cavidade retangular. O problema resolvido consiste
em uma cavidade quadrada (razdo de aspecto 1), perfeitamente isolada na base e no topo,
contendo de um lado uma parede aquecida e do outro uma parede fria. Escolheram-se
temperaturas acima do ponto de fusao da solugao salina para o processo de solidificacao
nao interferir nos resultados. Retirou-se também a condi¢ao de simetria em /X, = 1. O
ntimero de Rayleigh para as condicoes e propriedades usadas ficou abaixo de 1 x 10°, carac-
terizando processo em regime laminar [Incropera e DeWitt, 1996]. A Figura C.1 apresenta
a distribicao de temperatura e funcao de corrente para o problema apresentado acima apds
atingir o regime permanente. Estes resultados, qualitativamente, possuem boa concordancia

com os resultados apresentados em Gebhart et al. [1988].
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