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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo do escoamento de um fluido com
propriedades fisicas (massa volimica e viscosidade) semelhantes a do sangue em canais retos
de seccdo circular com dimensdes proximas das veias. A técnica (Otica ndo intrusiva) de
visualiza¢ao usada para o desenvolvimento deste estudo foi a velocimetria por imagem de
microparticulas (micro-PIV).

Pelo facto de se tratar de uma técnica de execugdo complexa, e de ndo existir trabalho realizado
com este equipamento especifico, foi necessario um periodo inicial de familiarizagdo com o
equipamento e técnica de micro-PIV, assim como, com o respetivo sofiware de tratamento de
imagens (DynamicStudio). Foi necessario proceder a otimizacao das condigdes de operacao a
usar nas medigdes de velocidade e também desenvolver uma metodologia eficaz para o
tratamento das imagens obtidas. Este estudo preliminar foi realizado utilizando um microcanal
de acrilico cedido pelo fornecedor do equipamento de micro-PIV, a Dantec Dynamics.

Concluida esta fase, o objetivo da aplicagdo desta técnica na area da medicina e, em particular,
ao estudo da hemodindmica passou a ser possivel, simulando o escoamento do sangue nas veias
e artérias em microcanais. Para isso, utilizou-se um canal reto de PDMS (polidimetilsiloxano),
onde se estudou o escoamento de uma solu¢do com propriedades reologicas semelhantes ao
sangue (solug¢do aquosa de DMSO a 52% (w/w)) e que simultaneamente apresentava um indice
de refragdo igual ao do material do canal.

As imagens obtidas foram tratadas, com o objetivo de se obter perfis de velocidade que
caracterizassem o escoamento do fluido no microcanal. Estes perfis foram integrados
numericamente, utilizando dois métodos de calculo diferentes, de modo a obter o caudal de
escoamento e posteriormente compara-lo com o que tinha sido imposto na bomba de seringa.
A constatag¢do de que a qualidade dos resultados obtidos dependia da semelhanga do indice de
refracdo do fluido usado e do material de que € feito o canal onde ocorre o escoamento, fez com
que este aspeto constituisse um objeto de estudo adicional neste trabalho.

Palavras-chave: micro-PIV, hemodinamica, microfluidica, mecanica de fluidos.
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Abstract

The aim of the present work was to characterize the flow of a fluid with physical properties
(density and viscosity) similar to the blood, in circular straight channels with dimensions close
to veins. The visualization technique (optics and non-intrusive) used during the development
of this study was the microparticle image velocimetry (micro-PIV).

As the technique used is complex in execution and existed a lack of work with this kind of
equipment, an earlier period was required for familiarization with the equipment and the micro-
PIV technique, as well as with the image processing software (DynamicStudio). It was
necessary to optimize the operation conditions to use for fluid velocity measurement and to
develop an effective methodology for processing the acquired images. This preliminary study
was conducted using an acrylic microchannel provided by the equipment supplier, Dantec
Dynamics.

With that preliminary stage completed, the application of the technique in the medicine field,
particularly in hemodynamic studies was made possible by simulating the blood flow in veins
and arteries with microchannels. A PDMS straight channel was used and it was studied the flow
of a solution with rheological properties similar to blood (an aqueous solution of DMSO, 52%
w/w) and simultaneously presenting a refractive index equal to the one of the channel’s
material.

The images acquired were treated with the purpose to obtain velocity profiles for the fluid flow
characterization in the microchannel. These profiles were integrated numerically, using two
different methodologies, in order to obtain the flow rate and then were compared the value
imposed on the syringe pump. The finding that the quality of the results depended on the
similarity of the refractive index of the fluid used and the material of the channel where the
flow occurs, made this aspect an additional object of study in this work.

Keywords: micro-PIV, hemodynamics, microfluidic, fluid mechanics
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1. Enquadramento e ambito do trabalho

A microfluidica, ou mecanica de fluidos a escala microscopica, € uma area especifica da
mecanica de fluidos que visa o estudo de escoamentos de fluidos em geometrias com dimensodes
caracteristicas inferiores a um milimetro e superiores a um micrémetro. Os estudos, e
consequente aplicacdo pratica, a escala micrométrica com finalidades diversas nesta area tém
vindo a vulgarizar-se.

A primeira aplicagdo remonta a década de 50 do século passado quando surgiu a impressora a
jato de tinta com o objetivo de diminuir o consumo e desperdicios de tinta nas impressoes. O
aparecimento da primeira microbomba deu-se na década de 80 e com ela surgiram importantes
avangos nos sistemas microfluidicos, uma vez que viabilizaram o uso de menores caudais de
fluido (Haeberle , et al., 2007). Sdo, por isso, muitas as areas tecnoldgicas que estdo conscientes
do potencial de dispositivos de microfluidica: as industrias de produgdo de energia elétrica, de
climatizacao de espacos, de processos de arrefecimento, quimica, biomédica, laboratdrios de
analises clinicas, etc (Bayraktar, et al., 2006). Contudo, o principal interesse pela microfluidica
surge do facto de esta proporcionar ferramentas para analises (quimicas, bioldgicas,
biomédicas) e de diagnostico clinico com um largo leque de vantagens sobre as tecnologias
existentes (Costa, 2016).

As vantagens inerentes a utilizagdo deste tipo de geometrias justificam a crescente importancia
dada ao seu estudo. A diminuicao das dimensdes caracteristicas destas geometrias leva a uma
maior facilidade de transporte, capacidade de integracdo nas mais variadas aplica¢des, reducao
dos desperdicios gerados no fabrico e reducao do tempo despendido no decurso das tarefas a
eles destinados. E de referir, ainda, que o aumento da razdo area superficial/volume associado
a estas geometrias, comparativamente as de macroescala, ¢ responsavel pelo aumento da
eficiéncia no que diz respeito aos processos dependentes de fendmenos de transporte de
quantidade de movimento, energia e massa junto das superficies (Wu, et al., 1984; Peng, et al.,
2006). Devido ao facto dos dispositivos de microfluidica possuirem uma dimensao reduzida, e
dos escoamentos no seu interior ocorrerem, na maioria dos casos, com velocidades baixas, o
numero de Reynolds €, em geral, da ordem das unidades, pelo que o regime do escoamento sera
laminar (Bayraktar, et al., 2006). Por outro lado, o facto das forcas de inércia, ou da gravidade,
perderem relevo face as forcas de tens@o superficial em escoamentos neste tipo de geometrias,
acarreta algumas dificuldades no seu estudo e no estabelecimento de paralelismos com a teoria
em macroscopica (Gad-el-Hak, 1999; Hetsroni, et al., 2005; Kandlikar, et al., 2006).
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A percecdo de que as caracteristicas do sangue se modificam quando um individuo adoece
surgiu na Grécia antiga. Apesar disso, o estudo do sangue ndo mereceu progressos relevantes
até ao século XVII. Foi motivado pelo estudo do escoamento do sangue que, Jean Marie
Poiseuille (1797-1869) desenvolveu o modelo para o escoamento de fluidos no interior de
canais circulares de pequenos didmetros. No entanto, como na altura ndo existiam métodos de
conservagao do sangue, este coagulava, obrigando Poiseuille a basear os seus estudos em
fluidos conhecidos, como a 4gua e o dlcool. O culminar dos seus estudos deu origem a Lei de
Poiseuille. Este foi ainda o primeiro a percecionar que o sangue ndo teria um escoamento
semelhante ao da 4dgua, o que mais tarde se veio a confirmar pelo facto de o sangue ter um
comportamento nao-Newtoniano. As descobertas de Poiseuille sdo tidas como o ponto de
partida para o desenvolvimento da hemoreologia como ciéncia (Rampling, 2007).

Foi no século XX que se deu um grande avango no estudo do escoamento do sangue, em grande
parte devido aos progressos tecnoldgicos que se fizeram sentir. O aparecimento de ferramentas
que permitiam uma melhor visualizacao dos fendémenos relativos ao escoamento dos fluidos,
aliado ao desenvolvimento da microfluidica, possibilitou uma crescente compreensdo dos
mecanismos associados ao escoamento do sangue (Rampling, 2007; Adrian, 2005). Nas ultimas
duas décadas, a necessidade de um conhecimento mais aprofundado dos fenomenos envolvidos
nos escoamentos em geometrias microscopicas levou ao desenvolvimento progressivo de
métodos de visualizagdo e de ferramentas de analise de dados. Na maioria dos casos, 0
desenvolvimento destas técnicas baseia-se na modificacdo de técnicas de visualizacdo de
escoamentos ja utilizadas para a escala macroscopica. Um exemplo disto ¢ a adaptacdo da
técnica PIV (Particle Image Velocimetry) a visualizagdo de escoamentos a microescala, que se
passou a designar por micro-PIV (micro-Particle Image Velocimetry).

O mais recente avanco na microfluidica com aplicagdo na area da medicina, deve-se ao
desenvolvimento e implementacdo de plataformas Lab-on-a-Chip e Lab-on-a-CD. Estes sao
sistemas microfluidicos avancados onde ¢ possivel promover uma série de processos
(separacdes, misturas, reacdes) indispensaveis ao estudo nesta area. O uso destes dispositivos
para analises clinicas apresenta inimeras vantagens, comecando pela diminui¢do do volume de
amostra necessario, o que permite uma diminui¢@o dos reagentes utilizados e consequentemente
a possibilidade de um maior controlo do processo € com menor tempo de resposta. Aliado a
todos os beneficios enumerados, existe ainda a vantagem do baixo custo destes sistemas, tanto
na utilizagdo como no fabrico (Gad-el -Hak, 2005; Verpoorte, et al., 2003; Haeberle , et al.,
2007; Costa, 2009).

Na maioria das aplicacdes, o material constituinte destes dispositivos ¢ o polimero
polidimetilsiloxano, ou PDMS. Este ¢ um material relativamente barato e que apresenta uma
grande flexibilidade pois permite uma fabricagdo simples e rapida. Para além disso, este ¢ um
material biocompativel, o que significa que quando em contacto com fluidos bioldgicos, como
o sangue, permanece inerte. Esta condi¢do permite que o PDMS seja amplamente utilizado
nestas analises (Pihl, et al., 2005; Whitesides, 2006; Lima, et al., 2008; Costa, 2016). As
plataformas microfluidicas vieram, assim, viabilizar o estudo e desenvolvimento de ferramentas
de diagnostico clinico, sendo o sangue um dos fluidos corporais com mais informacgao clinica,
fazendo com que seja o fluido mais analisado para efeitos de diagnodstico (Gad-el -Hak, 2005;
Toner, et al., 2005; Rampling, 2007). Em particular, estudos de hemodinamica com o objetivo
de caracterizar a distribui¢do da tensdo de corte nas paredes e os padrdes de escoamento do
sangue em artérias saudaveis e com estenose (obstru¢do devido a deposi¢cdo de substancias
gordas na parede arterial) sdo importantes para a compreensdo e prevencao da aterosclerose.

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo do escoamento de um fluido com
propriedades fisicas (massa volimica e viscosidade) semelhantes as do sangue em canais retos
de seccdo circular com dimensdes proximas das veias. A técnica (Otica ndo intrusiva) de



visualizagdo usada para o desenvolvimento deste estudo foi a velocimetria por imagem de
microparticulas (micro-PIV). O equipamento disponivel para o desenvolvimento deste estudo
experimental foi recentemente adquirido pelo Departamento de Engenharia Quimica e
Biologica do ISEC, no ambito do Programa Mais Centro (Programa Operacional do Centro).
Pelo facto de se tratar de uma técnica de execugdo complexa, e de ndo existir trabalho realizado
com este equipamento especifico, foi necessario um periodo inicial de familiarizagdo com o
equipamento e técnica de micro-PIV, assim como, com o respetivo sofiware de tratamento de
imagens (DynamicStudio). Em seguida, foi necessario proceder a otimizacao das condigdes de
operacdo a usar nas medi¢des de velocidade e também desenvolver uma metodologia eficaz
para o tratamento das imagens obtidas. Este estudo preliminar foi realizado utilizando um
microcanal em acrilico cedido pelo fornecedor do equipamento de micro-PIV, a Dantec
Dynamics.

Concluida esta fase, o objetivo da aplicagdo desta técnica na area da medicina e, em particular,
ao estudo da hemodinamica passou a ser possivel, simulando o escoamento do sangue nas veias
e artérias em microcanais. Para isso, utilizou-se um canal reto feito em polidimetilsiloxano
(PDMS), onde se estudou o escoamento de uma solugdo com propriedades reoldgicas
semelhantes ao sangue e que simultaneamente apresentava um indice de refragdo igual ao do
material do canal. A constatacdo de que a qualidade dos resultados obtidos dependia da
semelhanca do indice de refragdo do fluido usado e do material de que ¢ feito o canal onde
ocorre o escoamento, fez com que este aspeto constituisse um objeto de estudo adicional neste
trabalho.
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2. Introducéo

A hemodinamica ¢ um ramo da mecanica de fluidos onde s3o aplicados estes conceitos ao
estudo do escoamento do sangue no sistema circulatorio. Neste capitulo serd apresentada uma
breve descri¢do do funcionamento do sistema circulatério, seguindo-se uma curta referéncia a
tematica da mecanica de fluidos necessaria para a compreensao da hemodinamica. Por fim,
serdo apresentadas algumas técnicas de visualizagdo de escoamentos de fluidos, sendo dado
particular relevo as técnicas Oticas ndo intrusivas que englobam a velocimetria por imagem de
particulas ou microparticulas.

2.1. Sistema circulatério

O sistema circulatorio € constituido por uma vasta rede de vasos sanguineos de varios calibres
por onde escoa o sangue que irriga todo o organismo. Este ¢ responséavel pelo transporte de
nutrientes e oxigénio a todas as células, assim como pela remog¢do das substancias resultantes
do seu metabolismo que sdo por elas excretadas. Existem trés tipos de vasos sanguineos
fundamentais no sistema circulatorio: as artérias, as veias e os capilares. Na Tabela 1 encontra-
se uma ilustra¢do de cada um deles, acompanhada de uma breve descri¢do da sua fungao.

O sangue circula pelos vasos do sistema circulatério impulsionado pelo coracdo, que atua como
uma bomba, descarregando o sangue para as artérias e recebendo o que chega pelas veias. A
rede de vasos sanguineos ¢ de tal forma arborizada, que € possivel afirmar que todas as células
do corpo estdo proximas de um capilar sanguineo (Garcia, et al., 2012).



Tabela 1 - Principais vasos sanguineos existentes no sistema circulatdrio e respetivas fungdes (Cidre, 2008).

P i)

£

' »

i As artérias conduzem o sangue do coragao para todos os 6rgaos
do corpo. Tém paredes grossas, musculares e elasticas para
suportar a pressao do sangue acabado de bombear pelo coragao.

As veias conduzem o sangue de volta ao coracdo. As suas
paredes sdo finas e elésticas e possuem valvulas para impedir o
refluxo de sangue.

Os capilares sdo vasos microscopicos que fazem a ligagdo entre
as artérias e as veias. Tém paredes muito finas e permeaveis, por
onde ¢ realizada a troca de gases e nutrientes.

O sangue revela-se fundamental no que diz respeito 2 manutencdo da homeostasia, isto €, o
estado natural de equilibrio do corpo. Por isso, a sua analise através de métodos laboratoriais
pode fornecer dados para o diagnostico de véarias patologias.

O sangue ¢ uma substancia coloidal onde, apds centrifugacgdo, torna-se possivel distinguir uma
por¢do liquida (46 a 63%) e outra sdlida (37 a 54%), observavel na Figura 1. A por¢do liquida
¢ denominada de plasma, apresenta uma cor amarelada e ¢ pouco viscosa. O plasma ¢
constituido por agua (90%) e outras substancias (10%) como sodio, potassio, proteinas,
colesterol e vitaminas. A porcao solida ¢ de cor vermelha e ¢ constituida pelos elementos
celulares do sangue: plaquetas e globulos brancos (0,1%) e globulos vermelhos (99,9%)
(Garcia, et al., 2012; Rampling, 2007; Rudmann, 2005).

Figura 1 - Aspeto visual do sangue antes e ap6s centrifugac¢io (tubo da esquerda e da direita, respetivamente) (Rudmann, 2005).

Apesar de nas tltimas décadas ter havido um decréscimo significativo na mortalidade devido a
doengas do aparelho circulatorio na populacao portuguesa, estas ainda se encontram dentro das
principais causas de morte, tal como se observa na Figura 2.
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== Doengas do aparelho circulatério == Causas externas de lesdo e envenenamento

== Tumores malignos == Doencas do aparelho geniturinario

== Doengas do aparelho respiratdrio == Suicidios e lesdes autoprovocadas intencionalmente

== Doengas do aparelho digestivo Doenga pelo virus de imunodeficiéncia humana (VIH)

== Diabetes mellitus == Tuberculose

Figura 2 - Evolugdo da proporgdo de 6bitos pelas principais causas de morte no total das causas de morte em Portugal (%) (1988-2015)
(DGS, 2017).

Dentro das denominadas doencas do aparelho circulatorio, existem varias patologias que
contribuem para a taxa de mortalidade, observada na Figura 2, entre elas, a doenga cardiaca
reumatica, a hipertensdo arterial, a doenca coronaria. A Organizagdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdémico (OCDE) refere que as doengas cardiovasculares sdo a principal
causa de morte na Unido Europeia, representando cerca de 36% das mortes ocorridas em 2010.
Dentro destas, a doenga corondria é a que detém maior percentagem de incidéncia, sendo
responsavel por cerca de 40% das mortes no género masculino e 49% no feminino (Figura 3).
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Figura 3 - Proporgdo de 6bitos devido as principais causas de morte na Europa, durante o ano de 2015, no género (a) masculino e (b)
feminino (Townsend, et al., 2016).
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As artérias coronarias, localizadas na superficie do coracdo, sdo responsaveis por fornecer
sangue ao musculo cardiaco, o0 miocardio. A doenca coronaria é caracterizada pela diminuicao
da &rea seccional das artérias, devido a acumulacdo de gorduras, ou outras substancias formam-
se placas nas suas paredes, provocando a diminuicdo do fornecimento de sangue ao coragéo.
Estas placas podem originar a formacdo de coagulos sanguineos, que impedem parcial ou
totalmente a passagem do sangue, provocando tromboses ou ataques cardiacos. A diminuicéo
do fornecimento de oxigénio e de nutrientes, causada por estas alteracdes degenerativas, leva



igualmente a reducdo do desempenho cardiaco (Ballesteros, et al., 2008; Cavalcanti, et al.,
1955).

A aterosclerose € a causa priméaria da doenca coronaria, caracterizada por uma diminuigéo
anormal no didmetro da artéria coronéria. As lesdes aterosclerdticas ocorrem em regies
especificas da rede vascular, particularmente em regides que apresentam uma geometria
complexa, como bifurcacgdes e curvaturas (Loukas, et al., 2009; Ballesteros, et al., 2008). Na
Figura 4 encontra-se uma ilustragéo das artérias coronarias de um individuo saudavel.

Left
£ Main
Artery

Right Circumflex
Coronary Artery
Artery
\ Left
D | Anterior
Descending

Figura 4 - llustracdo das artérias coronarias (Loukas, et al., 2009).

A formagdo de uma placa no interior de um vaso sanguineo, causando uma obstrugdo parcial
ao escoamento do sangue, denomina-se por estenose. A aterosclerose ¢ uma inflamagao cronica
complexa que afeta artérias de médio e largo calibre e que é frequentemente associada a
hiperlipidemia (elevado valor de lipidos no sangue) e outros fatores de risco, como habitos
tabagicos, hipertensdo, diabetes, infegdes cronicas e predisposigdes genéticas (Chatzizisis, et
al., 2007; VanderLaan, et al., 2004). O mecanismo de desenvolvimento da aterosclerose ¢
complexo e a sua localizagdo depende de muitos fatores associados ao escoamento do sangue.

Endothelum b < d

Theombus

Smooth muscle Extraceliutar Necrotic core
ceil matr (celiular dobris)

Figura 5 - Estagios de progressdo da aterosclerose: (a) inicio da lesdo; (b) lesdo intermédia; (c) lesdo vulneravel a rutura; (d) lesdo
avangada obstrutiva (Costa, 2016).

A Figura 5 ilustra a progressao da aterosclerose em quatro estagios principais: o primeiro no
inicio da doenga (Figura 5 a), quando lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e outras
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moléculas entram na parede da artéria e formam estrias lipidicas, conhecido como sendo o
primeiro sinal de aterosclerose. Quando a gordura se deposita, da-se a formagao de uma placa
na parede da artéria, denominada de placa aterosclerdtica, que afeta o escoamento do sangue
(Figura 5 b). Esta placa pode continuar a desenvolver-se sem obstruir totalmente a circulagao
do sangue mas torna-se suscetivel a rutura (Figura 5 c), resultando na exposi¢do de material
trombogénico para o interior da artéria originando a formagdo de trombos (coagulos).
Finalmente, se a placa aterosclerotica ndo sofrer rutura e a inflamagao continuar a desenvolver-
se, o diametro da artéria diminui progressivamente, restringindo o escoamento do sangue
(Figura 5d) (Rade, et al., 2008).

As artérias corondrias esquerda e direita, juntamente com a artéria circunflexa e a descendente
anterior, s3o os vasos sanguineos que podem ser afetados pela doenga coronaria. A morfologia
destas artérias ¢ essencial para entender a localizacdo e desenvolvimento da aterosclerose. Na
Tabela 2 encontra-se o didmetro das artérias coronarias esquerda e direita.

Tabela 2 - Dimensdes tipicas das artérias coronarias esquerda e direita.

Artéria coronaria esquerda Diametro (mm)
Tronco comum 3,0
Descendente anterior 2,0
Artéria circunflexa 1,5 (Chaichana, et al., 2011)
Artéria coronaria direita 1,94 (Anastasiou, et al., 2012)

A morfologia das artérias pode variar consoante o paciente em questio, o que leva a que exista
bibliografia que apresenta valores para o didmetro das artérias diferentes dos apresentados na
Tabela 2, que serviram de referéncia neste trabalho (MacAlpin, et al., 1973; Fox, et al., 1973;
Kalpana, 2003; Ballesteros, et al., 2008; Reig, et al., 2004; Dombe, et al., 2012).

A prevaléncia de patologias como a doenga corondria tem sido responsavel pelo
desenvolvimento de estudos nesta 4rea, tendo como objetivo o entendimento da doenga e assim
garantir a possibilidade de atuar no sentido da sua prevengao.

O sangue proveniente da aorta chega as artérias corondrias com um caudal de 250 mL/min,
onde cerca de 70% (175 mL/min) ¢ distribuido para a artéria coronaria esquerda (Ramanathan,
et al., 2005). Neste trabalho vai ser estudado o escoamento de um fluido com propriedades
reologicas semelhantes ao sangue (solugdo aquosa de DMSO a 52% (w/w)) num canal com
dimensdes proximas do tronco comum da artéria corondria esquerda.

2.2. Algumas nocbes de mecanica de fluidos

O escoamento de um fluido no interior de um tubo evidencia caracteristicas distintas,
dependendo da grandeza do seu caudal volumétrico. Por essa razdo, o volume de sangue que
passa num determinado vaso sanguineo por unidade de tempo e eventuais alteragdes na area
aberta ao escoamento devido ao depdsito de substancias gordas na parede dos canais (obstru¢ao
designada por estenose) condicionam o seu padrao de escoamento.

Reynolds Osborne (1842-1912) foi o primeiro cientista a evidenciar as diferencas entre os tipos
de regime de escoamento de um fluido ao longo de um tubo (regime laminar e regime
turbulento), ao realizar experiéncias com agua. Apds trabalho experimental exaustivo verificou
que o regime de escoamento de um fluido depende da relagdo existente entre as forgas de inércia
e as forgas viscosas que atuam no fluido. Esta razdo de forcas (adimensional) ¢ designada por
nimero de Reynolds (Re), que para o escoamento interno em tubos de sec¢do reta circular ¢
definido como:
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onde p ¢ amassa volumica do fluido, v a sua velocidade, D o diametro do canal onde se encontra
a escoar o fluido e u a sua viscosidade (Massey, 2002). A grandeza de Re permite avaliar se
existem condigdes para a existéncia de um regime laminar ou turbulento ja desenvolvido ou se
0 escoamento se encontra em regime de transicao. Para Re elevados, as for¢as de inércia sao
grandes em relagdo as forgas viscosas, pelo que estas ndo podem evitar as flutuagdes aleatorias
e rapidas do fluido, verificando-se a existéncia de um padrao de escoamento turbulento. Embora
a grandeza de Re para o regime ser turbulento ndo esteja bem estabelecida, diversos autores
defendem que os seus valores devem ser superiores a 4000. Para niimeros de Reynolds
pequenos ou moderados (inferiores a 2000), as forcas viscosas sdo suficientemente elevadas
para suprimir as flutuagdes no escoamento do fluido de forma a mante-lo organizado, e ¢
designado de escoamento laminar.

O ntmero de Reynolds para o escoamento do sangue no sistema de vasos sanguineos que
constituem o sistema circulatdrio pode variar entre 1, em pequenos capilares, até 4000 na artéria
aorta (Ku, 1997). O regime laminar (Re < 2000), ¢ descrito por um perfil de velocidades
parabolico, o que significa que as por¢des de sangue mais rapidas encontram-se no centro do
vaso sanguineo e que a velocidade diminui na direcdo das paredes, isto ¢, com o aumento da
grandeza da direcdo radial. O regime de escoamento turbulento (Re > 4000) acontece quando a
velocidade do sangue ¢ muito elevada, sendo que, o transitorio (2000 < Re < 4000), ocorre

quando o escoamento oscila de forma aleatéria entre o laminar e o turbulento (Waite, et al.,
2007).

A viscosidade de um fluido mede a resisténcia ao escoamento quando este ¢ sujeito a uma
tensdo de corte. Considere-se duas placas paralelas separadas por uma fina camada de um fluido
de espessura [, tal como esta ilustrado na Figura 2. Mantendo-se a placa inferior fixa e aplicando
uma forca F constante na placa superior, esta move-se a uma velocidade V.
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Figura 6 - Escoamento de um fluido entre uma placa fixa e outra mével onde se ilustra a resisténcia ao escoamento devido a viscosidade
do fluido.

As camadas de fluido adjacentes as placas permanecem em contacto com estas devido as forgas
de adesao entre o fluido e o s6lido. Pela condi¢cdo de ndo deslizamento, a camada superior do
fluido move-se a velocidade, u, da placa superior (u = V) ¢ a camada inferior de fluido esta
estagnada (u = 0). Apds um periodo transitorio, desenvolve-se uma distribui¢do linear de
velocidades, diminuindo a velocidade do fluido desde V junto a placa de cima (y = /), até ser
zero junto a placa de baixo (y = 0). A tensdo de corte (ou tangencial), 7, aplicada ao fluido ¢é

obtida da razdo entre a for¢a F' e a area da placa, 4, e a taxa de deformagdo resultante ¢
equivalente ao gradiente de velocidade du/dy (Massey, 2002).
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Para a maioria dos fluidos, tal como o ar, 4gua e 6leos, a razdo entre a tensdo de corte ¢ a taxa
de deformacao ¢ constante e igual a viscosidade dindmica (ou absoluta) do fluido. Os fluidos
com este comportamento sdo designados por Newtonianos e a sua viscosidade pode ser obtida
através de:

L= "u (2)

Quando a tensado de corte aplicada ao fluido ndo ¢ diretamente a taxa de deformagao resultante,
o fluido ¢ considerado ndo-Newtoniano (Massey, 2002).

Tal como foi referido na sec¢do anterior (2.1), o sangue € uma suspensao liquida composta por
37 a 54 % de liquido (plasma) e 46 a 63 % de elementos celulares, apresentando,
maioritariamente, um comportamento ndo-Newtoniano. No entanto, em determinadas
condi¢des este pode adotar um comportamento Newtoniano. Isto acontece porque a viscosidade
do sangue depende, ndo s6 das propriedades do plasma (fluido Newtoniano), como também da
percentagem de globulos vermelhos, da tensdo de corte a que € sujeito e das dimensdes do vaso
sanguineo (Rudmann, 2005). Assim, os globulos vermelhos determinam a diferenga de
viscosidade entre o sangue ¢ o plasma. No entanto, a viscosidade do sangue depende da
viscosidade do plasma em conjunto com o hematocrito (percentagem do volume de globulos
vermelhos no sangue) e da deformacgao dos globulos vermelhos.

A Figura 7 representa o comportamento reologico do plasma e do sangue evidenciando a
dependéncia entre a tensdo de corte ¢ da taxa de deformagdo. A viscosidade (aparente) do
sangue depende da tensdo de corte () aplicada. Para tensdes de corte aplicadas sucessivamente
maiores, a sua viscosidade diminui, devido a deformacao dos globulos vermelhos, pelo que este
fluido ¢ designado por reofluidificante (Burst, et al., 2013).

Viscosity

Plasma

Shear stress, T

Shear rate, y
Figura 7 - Comportamento reolégico do plasma e do sangue (Costa, 2016).

Estudos in vivo demonstraram que o escoamento do sangue em microcanais ¢ fortemente
influenciado pelos globulos vermelhos pois, para além destes representarem cerca de metade
da composicao do sangue, sdo altamente deformaveis (Figura 8), assumindo diversas formas
como resposta as variagdes na hidrodindmica do sistema circulatério (Lima, et al., 2012; Sousa,
etal., 2013).



Figura 8 - Deformagdo in vivo dos glébulos vermelhos ao longo de um capilar (Minamiyama, 2000).

Nas artérias, onde o didmetro ¢ significativamente superior as dimensdes dos gldbulos
vermelhos, ¢ possivel considerar que o sangue se comporta como um fluido de uma s6 fase
(homogéneo), ignorando a sua natureza reoldgica particular. O sangue, proveniente do coragao,
escoa pelas artérias e ¢ sucessivamente distribuido por vasos sanguineos com menor didmetro.
Consequentemente, a pressdao e a velocidade vao diminuindo e quando o sangue chega aos
capilares de menores dimensdes, o numero de Reynolds ¢ muito reduzido, passando o
escoamento a ser dominado pelas forgas viscosas. A esta escala, torna-se fundamental tratar o
sangue como um fluido de fases multiplas (coloidal) em escoamento. Em vasos sanguineos de
dimensdes inferiores a 300 pm, ocorre um fendmeno que consiste na concentragdo dos globulos
vermelhos no centro do vaso e na formagcdo de uma camada de plasma junto as paredes,

facilitando o escoamento (Lima, et al., 2012). Este fenomeno é conhecido pelo efeito de
Fahraeus-Lindqvist (Fahraeus, et al., 1931).

Nos seus estudos, Fahraeus e Lindqvist observaram que o escoamento do sangue e o valor do
hematocrito sofre alteracdes significativas quando se encontra a escoar em vasos com um
didmetro inferior a 300 um. Ao fazer escoar o sangue por uma rede de capilares de vidro (com
diametro < 300 pm), estes verificaram que o valor de hematocrito registado a saida ¢ menor do
que o alimentado, o que sugeria um progressivo decréscimo deste valor com a entrada do sangue
em capilares cada vez mais finos. Fahraeus e Lindqvist concluiram que a viscosidade do fluido
diminuia a medida que o didmetro do canal se torna menor (Lima, et al., 2008). Depois destes,
varios autores continuaram o estudo da variacdo da viscosidade do sangue quando escoa em
canais com didmetros superiores a 300 um, concluindo que, a partir deste, a viscosidade se
mantem aproximadamente constante e num valor de 0,003 Pa.s (Koeppen , et al., 2008).

O sangue possui um valor de hematocrito de 45% na grande circulacdo, que diminui até 20%
na microcirculacao (Cidre, 2008). Em vasos de pequena dimensao, como os da microcirculagao,
a viscosidade diminui com a diminui¢ao do diametro do vaso, resultado do efeito de Faharacus-
Lindqvist. O comportamento ndo-Newtoniano mais acentuado do sangue surge na
microcirculagdo, tal como se pode observar na Figura 9.
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Figura 9 - Variagdo da viscosidade do sangue com o didmetro do vaso sanguineo (Koeppen & Staton, 2008).

2.3. Técnicas de caracterizacdo de escoamentos

A caracterizagdo de escoamentos sanguineos requer uma combinacdo de métodos in vivo, in
vitro e de estudos numéricos. Os estudos onde sdo utilizados métodos in vitro, sdo realizados
com recurso a modelos que pretendem simular o que se verifica in vivo. Esta é uma alternativa
exequivel e bastante flexivel pois permite aplicar técnicas que seriam inviaveis, ou mesmo nao-
éticas, em estudos in vivo (Costa, 2016). O principal objetivo da hemodinamica € caracterizar,
através de métodos computacionais ou de investigacao experimental, o escoamento em termos
de velocidade e pressdo, com precisdo. A aplicagdo de técnicas de visualizagdo é fundamental
para a compreensdo do comportamento do fluido quando durante o escoamento existem
variacdes quer em termos temporal e/ou espacial, permitindo uma andlise quantitativa e
qualitativa (Bale-Glickman, et al., 2003).

Existem diversas técnicas que sao aplicadas in vivo no estudo de escoamentos sanguineos. Entre
estas estdo: a tomografia computadorizada, o ultrasom, a ecocardiografia e a ressonancia
magnética. A tomografia computadorizada ¢ utilizada para a visualizagdo da anatomia das
artérias, mas devido a alta radiagdo envolvida, esta técnica ndo ¢ viavel para estudos
prolongados (Rogers, et al., 1980). A ecocardiografia baseia-se em técnicas de ultrassom e €
utilizada para obter perfis de velocidade. No entanto, esta técnica requer a utilizagdo de uma
janela actstica, o que torna a aquisi¢ao de imagens limitada quando passa por 0ssos ou ar
(Taylor, et al., 2004). Dentro destes, a ressonancia magnética € a Unica técnica que permite
obter dados anatdmicos tridimensionais e perfis de velocidade, sendo por isso a técnica mais
utilizada em estudos desta natureza (Fayad, et al., 2001).

Apesar dos estudos in vivo serem os ideais (em termos de total reprodugdo do ambiente
fisiologico) e de haver avangos significativos neste sentido, os fatores éticos e praticos
continuam a limitar a sua aplicagdo. Para além disso, sdo de uma grande complexidade,
tornando-se dificil obter medi¢des fidveis. Isto levou a que varios investigadores comegassem
por desenvolver estudos em capilares finos com geometrias simples. Estes modelos in vitro
permitem um maior controlo sobre as varidveis experimentais de interesse e, ainda, a extracao
de informacao detalhada do comportamento do escoamento. Apesar destas experiéncias (in
vitro) apresentarem semelhangas com a microcirculagdo in vivo, diferem dos vasos sanguineos
em varios aspetos, como por exemplo, na auséncia de elasticidade e na impossibilidade de
reproduzir a forma irregular e a assimetria da estrutura da rede sanguinea (Lima, et al., 2012).



A caracterizagdo de escoamentos em estudos in vitro € feita, maioritariamente, usando técnicas
Oticas nao intrusivas. Ao longo dos anos, o desenvolvimento destas técnicas permitiu
compreender o comportamento do escoamento do sangue no sistema circulatério. As técnicas
mais usadas sdo a microscopia de video e analise de imagens, anemometria de laser-doppler,
métodos baseados em velocimetria por imagem de particulas, PIV, ou de microparticulas,
micro-PIV, entre outros (Allard, et al., 2009). Na sec¢ao seguinte sera apresentada uma breve
descri¢do das técnicas existentes para medi¢cdo e obtencdo de perfis de velocidade em fluidos
em escoamento, dando-se um maior foco na descri¢gao do modo de funcionamento das técnicas
de PIV e de micro-PIV. Tal como referido anteriormente, a técnica de micro-PIV foi a aplicada
no presente trabalho para caracterizar o escoamento em microcanais.

A determinagdo da velocidade local num fluido em escoamento pode ser feita usando diversas
técnicas, estando as principais enumeradas na Tabela 3, juntamente com o seu principio basico
de funcionamento.

Tabela 3 - Técnicas de medigdo de velocidade em escoamento de fluidos (Sengupta, 2007).

Técnica Principio de funcionamento

Medi¢ao da velocidade através do calor perdido por conveccao pelo
fluido. O calor perdido é uma fungdo da velocidade do fluido.
Medigdo da velocidade através da incidéncia de um feixe de luz no
Laser dopler anemometry | fluido. A diferenca do comprimento de onda da radiacdo ¢ funcdo da
velocidade do fluido.

Usado apenas em fluidos condutores. O fluido € exposto a uma forga
Lorentz force velocimetry | magnética e é medida a forga de arrasto. O sinal medido é proporcional
a velocidade do fluido.

Sdo adicionadas particulas tracadoras ao fluido. A medi¢do da
velocidade resulta do registo do deslocamento das particulas num dado
intervalo de tempo.

Hot wire anemometry

Particle image
velocimetry

O desenvolvimento da técnica de PIV surgiu nos anos 70 e resultou da necessidade de
quantificar a velocidade de fluidos de forma instantanea, eficiente e nao invasiva. No inicio da
década de 80 ja se encontrava praticamente implementada, quando Meynart (1983) demonstrou
a sua viabilidade na medicao da velocidade em fluidos como a agua e o ar. Hoje em dia esta ¢
uma técnica que se encontra completamente desenvolvida e com um grande potencial de
aplicacdo em diversas areas. O progresso feito num passado recente fez com que seja
largamente utilizada em estudos de aerodinadmica. Por sua vez, a técnica de micro-PIV, surgiu
como uma derivagdo da técnica de PIV mas aplicada a microescala, sendo largamente utilizada
na industria aeroespacial, e em estudos aplicados a medicina, nomeadamente na simulagio de
escoamentos de fluidos bioldgicos (Raffel, et al., 1998). Na seccao que se segue, serdo descritos
os principios basicos de funcionamento da técnica de velocimetria por imagem de particulas
(PIV).

2.3.1. Principios da técnica PIV

J4

A velocimetria por imagem de particulas ¢ uma técnica Otica para obtencdo de perfis de
velocidade de escoamentos de fluidos que ocorrem a escala macrométrica. A implementagado
desta técnica pressupde a existéncia de diferentes componentes com fungdes especificas. Os
principais componentes sdo: um laser de alta poténcia, cuja fungdo ¢ emitir pulsos de luz, lentes
cilindricas que modelam a luz emitida na forma de feixe (“plano de luz”), uma camara de alta
velocidade (CCD ou CMOS) para captar imagens, uma caixa de sincronizagdo para combinar
a ativacdo de componentes € um computador para adquirir e processar imagens (DANTEC,
2015). Na maioria das aplicacdes ¢ necessaria a adi¢ao de particulas tracadoras ao fluido em
escoamento. Estas particulas t€ém de obedecer a critérios especificos como: terem uma massa
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volumica semelhante a do fluido em escoamento, serem feitas de um material inerte e serem
fluorescentes. Ao serem adicionadas ao fluido, estas devem seguir genuinamente o seu
escoamento (Raffel, et al., 1998). Uma ilustragdo dos componentes principais de um sistema de
PIV convencional em funcionamento para a determinagdo de um mapa de vetores num fluido
em escoamento esta representada na Figura 10.

Para realizar uma medigdo, o laser ¢ ativado emitindo dois pulsos de luz espacados de um
determinado intervalo de tempo, Az, tal como esta ilustrado na Figura 10. Esta luz passa por
uma lente que a transforma num feixe bidimensional, cuja fun¢do ¢ iluminar um plano onde se
encontra o fluido em escoamento e onde previamente foram adicionadas particulas
fluorescentes. A luz que incide nas particulas excita-as, fazendo, por sua vez, com que estas
emitam luz que € captada pela camara de alta velocidade e gravada sob a forma de uma ou duas
imagens. A velocidade instantanea ¢ determinada pelo deslocamento percorrido pelas particulas
entre os dois pulsos de luz. A aplicagcdo desta técnica pressupde a aquisi¢ao de uma grande
quantidade de imagens, o que requer um processamento complexo e sofisticado. As imagens
adquiridas sao guardadas no computador e posteriormente processadas pelo software que aplica
um algoritmo de correlagdo. Para isso, as imagens sao divididas em pequenas areas de analise,
denominadas por 4rea de interrogacdo (Al). Para cada Al, o deslocamento das particulas que se
encontram no seu interior (obtido através da diferenca de posi¢do Ax de cada particula entre
duas imagens consecutivas, tal como se pode ver na Figura 10) ¢é relacionado com o intervalo
de tempo entre as duas imagens adquiridas de forma a calcular-se a velocidade. Apos a
aplicagdo de um algoritmo de correlagdo obtém-se o vetor de velocidade representativo de cada
Al (Costa, 2016; Raffel, et al., 1998; Santiago, et al., 1998; Silva, 2005).
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Figura 10 - Equipamento convencional de PIV e ilustragdo do método de correlagdo cruzada para tratamento das imagens adquiridas
(DANTEC, 2015).

Para obter um campo de velocidade tridimensional, a op¢do mais simples ¢ adquirir varios
perfis de velocidade em planos xy diferentes (isto €, para diferentes valores de z). Uma outra
op¢ao mais sofisticada e dispendiosa ¢ acoplar ao sistema uma segunda camara de alta



velocidade para assim a aquisicao dos vetores tridimensionais passar pela captacao das imagens
do escoamento em dois planos (Silva, 2005; Raffel, et al., 1998).

Nas medigdes, a sincronizagdo entre o tempo que decorre entre os dois pulsos do laser
(denominado tempo entre pulsos) e os dois disparos da cdmara para captagdo de imagens ¢ de
extrema importancia para que seja garantida a qualidade dos resultados. Para isso, existe uma
caixa de sincronizacao que € responsavel por fazer este controlo e garantir a ativacdo combinada
destes dois componentes do sistema. A definigao do tempo entre os pulsos do laser depende da
velocidade do fluido. O valor definido deve garantir que as particulas no interior de cada Al
apresentam um deslocamento de cerca de 25% da dimensdo da Al entre os dois pulsos do laser.
Geralmente, para um dado didmetro de canal, o tempo entre pulsos diminui com o aumento da
velocidade do fluido em escoamento.

A obtencao do mapa de velocidades do escoamento ¢ conseguida através da aplicagao de um
algoritmo de correlagdo (métodos estatisticos) durante o processamento das imagens. A
informacgao recolhida de Al correspondentes em duas imagens consecutivas sao correlacionadas
através de um algoritmo para determinar os deslocamentos das particulas e fazer corresponder
um vetor deslocamento a cada Al. Este vetor resulta da média dos deslocamentos das particulas
presentes no interior de cada Al dividida pelo intervalo de tempo que separa a aquisi¢ao das
duas imagens (definido pelo intervalo entre pulsos). Os vetores de velocidade para todas as Al
sdo obtidos desta forma.

A iluminag¢do ¢ um dos fatores mais relevantes desta técnica pois as particulas sao detetadas nas
imagens captadas pela cdmara através de diferengas na intensidade luminosa do plano da
imagem. A iluminacdo pode ser feita através de um sistema laser (luz pulsada), tal como
referido anteriormente, ou através de uma lampada ou luz fria (luz continua). No primeiro caso,
como explicado previamente, as particulas tragcadoras sdo excitadas por um feixe laser pulsado
a uma dada frequéncia, emitindo radiacdo a frequéncia diferente, que permite registar nas
imagens as posigdes instantaneas de cada particula em cada pulso de luz. No caso da iluminagdo
continua, a cdmara capta a luz proveniente dos locais onde nao ha particulas, ou seja, as zonas
onde ndo existe luz correspondem a presenga de particulas (Raffel, et al., 1998).

O sistema de luz laser possui a capacidade de produzir luz monocromatica com elevada energia
que ¢ transformada posteriormente, através de um sistema de lentes 6ticas, num feixe de luz
bidimensional (“plano de luz”). O laser de Nd:Yttrium Aluminium Garnet (Nd:YAG) é o mais
utilizado, pois apesar de ter uma energia menor do que o de Rubi, possui um comprimento de
onda menor (532 nm), o que leva a diminui¢do da dispersdo de luz, logo, produz feixes de luz
mais finos e portanto facilita a focagem (Adrian, 1991). A qualidade do sistema de luz laser ¢
essencial para o sucesso das medigdes. Este tem que ter, obrigatoriamente, uma luz uniforme e
os dois feixes produzidos em pulsos consecutivos tém que estar perfeitamente sobrepostos, pois
sO assim € possivel correlaciond-los. Para garantir uma focagem perfeita das particulas, o feixe
que ilumina o plano tem que estar posicionado perpendicularmente a cadmara de aquisicao das
imagens. A poténcia da luz deve ser ajustada de modo a que as particulas sejam iluminadas
uniformemente e com intensidade suficiente, mas que ndo haja uma saturacao da camara por
luz excessiva (Silva, 2005).

Como foi mencionado anteriormente, a obtencdo dos perfis de velocidade para o escoamento
resulta da medi¢do do deslocamento das particulas tracadoras num intervalo de tempo
conhecido. Na maioria dos casos, o fluido em estudo ndo contém particulas suspensas, pelo que
estas devem ser adicionadas ao fluido. As particulas podem ser adicionadas continuamente
durante a medi¢@o ou, entdo, antes de se dar inicio ao processo de medicao. A escolha do tipo
de particulas depende do escoamento em estudo, sendo que ¢ estritamente necessario que nao
exista intera¢do, quer quimica, quer fisica entre as particulas e o fluido. As particulas devem
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permanecer no fluido como corpos inertes, ndo podendo alterar as suas propriedades quimicas
e devem seguir genuinamente o escoamento. Para isso, devem cumprir a condi¢ao de neutral
boyant, isto ¢, tenham uma massa volumica semelhante a do fluido. Estas devem ter uma
dimensao reduzida mas suficiente para garantir que a dispersdo da luz ¢ eficiente e que sejam
detetaveis pelo sistema de imagem (Wereley, et al., 2002).

A concentragdo das particulas no fluido ¢ também um critério determinante para o sucesso da
aplicacdo da técnica de PIV. Uma concentragdo demasiado elevada leva a que, nas imagens
adquiridas, ndo se consiga distinguir uma determinada particula das suas vizinhas devido a
elevada emissao de luz, o que comprometerd a qualidade das imagens. Isto ndo significa que €
impossivel determinar os vetores de velocidade, mas diminui a exatiddo dos resultados. O
excesso de particulas podera ainda fazer com que estas afetem o escoamento do fluido, tornando
este método intrusivo (pois ha interacdo das particulas com o fluido). Por outro lado, se a
concentracdo for demasiado baixa, deixa de ser possivel determinar a velocidade do fluido em
todas as localizagdes pois nao haverd um numero de particulas suficiente em todas as
localizagdes. A concentracdo de particulas ideal no fluido deve ser tal que se garanta a distingdo
individual de cada particula. Uma das regras mais importantes desta técnica diz que a
concentracdo de particulas deve ser tal que garanta que estejam presentes cerca de cinco
particulas em cada Al (Raffel, et al., 1998; Adrian, 1991; Adrian, 2005).

2.3.2. Principios da técnica de micro-PIV

A aplicagdo da técnica PIV a escoamentos a microescala ¢ designada por micro-PIV. Ambas as
metodologias tém como objetivo a obtencao de perfis de velocidade em escoamentos através
da utilizagdao de uma técnica o6tica (ndo intrusiva) com recurso a uma camara de alta velocidade.
Por essa razao, em geral, a descri¢do feita na sec¢do anterior para o PIV ¢ comum ao micro-
PIV.

Os principais componentes necessarios para a implementagdo da técnica de micro-PIV sdo: um
microscopio invertido com objetivas de alta resolugdo e filtro prismatico; laser de alta poténcia
e uma camara de alta velocidade (DANTEC, 2015). Na Figura 11 estdo representados os
componentes principais de um equipamento convencional de micro-PIV, assim como a
ilustragdo da metodologia usada no processamento das imagens adquiridas.
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Figura 11 - Equipamento convencional de micro-PIV e ilustragdo do método de correlagdo cruzada para tratamento das imagens
adquiridas (DANTEC, 2015).

A luz emitida pelo laser ¢ direcionada por uma fibra oOtica para o microscopio invertido, onde
ao passar por um espelho dicroico € refletida de 90° para ser transmitida através da lente da
objetiva e iluminar um volume do fluido em escoamento no microcanal sobre a platina do
microscopio (ver Figura 11). A luz emitida pelas particulas fluorescentes adicionadas ao fluido,
assim como a luz refletida pelas superficies do microcanal, retorna ao espelho dicroico, que
funciona como um filtro passa-alto (“high-pass filter”) transmitindo a luz com comprimento de
onda superior a um certo valor, Afiwo. Assim, a luz do laser ¢é refletida (Ataser < Afilo) € @ luz
emitida pelas particulas fluorescentes ¢ transmitida pelo filtro, pois Afuorescéncia > Afiltro. Esta luz
filtrada ¢ captada pela cadmara de alta velocidade e resolu¢do que se encontra acoplada ao
microscopio. Usando algoritmos de correlagdo para detetar e estimar o deslocamento das
particulas em imagens consecutivas, ¢ possivel obter o mapa de vetores apos a determinagao
dos vetores velocidade correspondentes as diferentes Al que constituem as imagens (Wereley ,
et al., 2005; Lai, et al., 2004; Raffel, et al., 1998).

Por ser aplicada a medi¢des de velocidade em geometrias com dimensdes microscopicas, a
técnica de micro-PIV exige equipamento com maior resolugcdo. Ha trés aspetos fundamentais
que diferenciam a técnica de micro-PIV da convencional técnica PIV e que podem acarretar
alguns problemas: a iluminag¢ao, a luz emitida pelo laser deixa de iluminar um plano para passar
a iluminar um volume; as particulas podem ter menor dimensao do que o comprimento de onda
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da luz de iluminagao; as particulas podem ter uma dimensao tal, que os efeitos do movimento
Browniano tém que ser tidos em conta (Wereley, et al., 2002).

De facto, a principal diferenga entre as duas técnicas reside na forma como ¢ feita a iluminagao
do fluido em escoamento. No caso do PIV, a espessura do feixe de luz que ilumina o escoamento
¢ menor do que a espessura focal da cadmara (espessura na qual as particulas se encontram
focadas na camara), o que significa que o feixe de luz ilumina apenas as particulas que estao
confinadas na espessura focal. Assim, na técnica PIV a iluminagdo da-se num plano (iluminagao
em folha, ver Figura 12) e os niveis de ruido da imagem sdo minimos.
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Figura 12 - Diferenca entre as técnicas PIV e micro-PIV no modo de iluminagdo (Costa, 2009).

Por sua vez, na técnica micro-PIV utiliza-se a iluminagao por volume, tal como esta ilustrado
na Figura 12. Agora, os limites de focagem sdo definidos pela abertura numérica da lente da
objetiva (NA) usada, que quantifica a espessura focal da mesma, sendo as dimensdes da area
de medicdo definidas pela ampliacdo da lente da objetiva. Com a iluminagdo por volume todas
as particulas que se encontram no seu interior sdo iluminadas, independentemente de estarem
ou nao dentro dos limites de focagem. Este tipo de iluminag@o constitui um problema, pois as
particulas fora dos limites de focagem emitem radia¢do que introduz ruido, o que € responsavel
por uma diminui¢do da qualidade das imagens adquiridas. Este ruido pode ser diminuido com
aredu¢do da concentragdo de particulas usadas. Contudo, os algoritmos de correlagdo requerem
um niimero minimo de particulas por Al tendo de ser encontrada uma solu¢do de compromisso
que permita cumprir os requisitos (Lopes, 2012). A Figura 13 ilustra uma imagem adquirida
por PIV e por micro-PIV onde ¢ possivel observar a diferenga entre as imagens adquiridas pelas
duas técnicas.
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Figura 13 - Imagens adquiridas por: (a) técnica de PIV e (b) técnica de micro-PIV.

Ora, como na técnica de micro-PIV ¢ usada uma iluminagdo por volume, todas as particulas no
seu interior sdo iluminadas e mesmo as particulas desfocadas podem contribuir para a medigao
da velocidade. A espessura do plano onde sera feita a medigao ¢ ditada pela profundidade de
campo (ou focal) da objetiva usada no microscopio. Assim, a profundidade focal ¢ um
parametro de grande importancia e caracteriza a contribuicdo significativa do sinal das
particulas que se encontram no volume iluminado, isto €, a contribui¢do das particulas que se
encontram dentro dos limites de focagem (Olsen, et al., 2000; Wereley, et al., 1999). A
profundidade focal (6z) de uma medigdo ¢ definida como sendo duas vezes a distancia entre o
plano de focagem e o plano mais proximo onde as particulas ja se encontram suficientemente
desfocadas para ndo contribuirem de forma significativa para a intensidade do sinal e pode ser
obtida por (Olsen, et al., 2000):
1
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Onde d, ¢ o didmetro das particulas fluorescentes, M ¢ a ampliacdo da lente da objetiva e 4 o
comprimento de onda de fluorescéncia das particulas. Tipicamente, o valor de threshold, €, ¢
cerca de 1% da contribui¢do maxima das particulas dentro dos limites de focagem.

A dimensdo das particulas tracadoras deve ser tal que, ao serem excitadas emitam luz com
intensidade suficiente para ser captada pela camara mas, por outro lado, nao devem influenciar
o escoamento. O cumprimento destes requisitos pode implicar que o didmetro das particulas
tracadoras seja inferior ao comprimento de onda da luz verde (A=532 nm) incidente e que ¢
emitida pelo laser, o que vai ao encontro do critério da dispersdo de Rayleigh. No regime de
dispersdo de Rayleigh, o didmetro da particula, dy, ¢ menor do que o comprimento de onda da
luz incidente, A, sendo a quantidade de luz emitida pelas particulas proporcional a d,™®. Este
fenomeno causa dificuldades na aquisicdo de imagens, tornando dificil a distingdo das
particulas nas imagens adquiridas (Wereley, et al., 2002).

Quando a dimensao das particulas tragadoras ¢ demasiado reduzida, o efeito das colisdes entre
as particulas e as restantes moléculas presentes no fluido ¢ significativo, impedindo-as de seguir
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naturalmente o escoamento do fluido. Santiago et al. (1998) no seu estudo discutem o efeito do
movimento Browniano na precisao das medigdes realizadas com micro-PIV e concluem que ¢
menos significativo para escoamentos com velocidades mais elevadas. Mas, quando se efetua
uma medicdo para velocidades maiores, o tempo entre pulsos terd que ser diminuido e,
mantendo todas as outras condigdes fixas, este fator contribui para intensificar o erro
introduzido devido ao movimento Browniano.

Na literatura existe um grande numero de relatos de investigadores que t€ém centrado os seus
estudos na aplicagdo da técnica micro-PIV em casos muito especificos na area da medicina,
estudando um determinado paciente com uma determinada patologia (Burgmann, et al., 2009;
Zelicourt, et al., 2005; Zélicourt, et al., 2005; Costa, 2016). Esta especificidade permite obter
resultados experimentais realistas por serem aplicados a uma situacgao real de um determinado
paciente. Para a realizacdo destes testes ¢ necessario proceder a fabricacdo de um molde do
local especifico a estudar, com caracteristicas anatomicas realistas (reconstruido a partir de uma
tomografia axial computorizada, por exemplo), assim como a sele¢do de um fluido com
propriedades semelhantes ao sangue.

A utilizagdo dos moldes visa simular as condigdes reais do escoamento sanguineo nas
artérias/veias/capilares e com isso tornar possivel a obten¢do de resultados aplicaveis a
realidade. O material mais utilizado para o fabrico destes moldes ¢ o polidimetilsiloxano
(PDMS). Este polimero ¢ transparente ao comprimento de onda da luz do laser, tem uma grande
durabilidade e apresenta uma superficie estavel (quimica e termicamente) e hidrofobica, o que
o torna adequado para este tipo de aplicacdes. (Lai, et al., 2004). Os métodos mais comuns
usados no fabrico de moldes de microcanais baseiam-se na utilizagdo de um material de
sacrificio. Existem varios estudos onde sdo usados diferentes materiais de sacrificio, tais como:
cera (Gailloud, et al., 1999; Wetzel, et al., 2005; Knox, et al., 2005), cerrolow (material metalico
com baixa temperatura de fusdo, de 47°C a 80°C) (Cloutier, et al., 2004; Allard, et al., 2009),
1somalte (produto adocante com temperatura de fusao de 150°C) (Allard, et al., 2009), gesso
(Geoghegan, et al., 2012) e caramelo (Jiwon, et al., 2012; Costa, 2016). Os materiais de
sacrificio mais utilizados sdo a cera e o cerrolow, sendo que para a sua remo¢ao do molde final
¢ necessario submeter o material a altas temperaturas. Para canais com diametro inferior a 2
mm, a cera apresenta muitas limitagdes, pois ¢ muito fragil e deixa residuos (Wetzel, et al.,
2005). O cerrolow, apesar de poder ser usado na obtengdo de canais com diferentes didmetros
sem limitacdo da sua grandeza, deixa residuos significativos apds a sua fusdo, o que pode
condicionar a qualidade dos resultados finais (Cloutier, et al., 2004; Allard, et al., 2009). O
caramelo demonstrou ser o material de sacrificio mais vidvel para a fabricagdo de microcanais,
aplicavel a todos os diametros de canais e sem deixar residuos no molde final (Jiwon, et al.,
2012; Costa, 2016).

Como a técnica de micro-PIV ¢ um método 6tico, para além de o fluido escolhido para ser
usado neste estudo ter que possuir propriedades fisicas semelhantes ao sangue, tera que possuir
também um indice de refracdo semelhante ao do PDMS, de forma a eliminar a distor¢cao causada
pela curvatura das paredes do canal (Buchmann, et al., 2011). Uma solucao de dimetilsufoxido
(DMSO)/4gua, na propor¢ao de 52% DMSO e 48% agua (w/w), possui um indice de refragdo
igual ao do PDMS (que ¢ de 1,4125) e, ainda, uma massa volumica e viscosidade similar a do
sangue (Costa, 2016). Este assunto serd retomado no capitulo seguinte, onde se fard uma
descricdo dos materiais e métodos usados no presente trabalho.
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3. Materiais e métodos

No capitulo que se segue sera descrito o equipamento do sistema de micro-PIV utilizado durante
o desenvolvimento deste trabalho, assim como algum equipamento auxiliar necessario para
promover o escoamento dos fluidos. A calibragdo do movimento da objetiva do microscopio é
também apresentada neste capitulo, pois constituiu uma fase importante que antecedeu a
obtencdo dos perfis de velocidade para o fluido em escoamento. Serd ainda apresentado o
procedimento experimental e a posterior metodologia aplicada ao tratamento das imagens
adquiridas com vista a obter os mapas de vetores.

3.1. Sistema de micro-PIV

Depois de no capitulo anterior ter sido introduzido o principio da técnica de micro-PIV e
referidos os diferentes componentes que integram um sistema tipico, € necessaria uma descri¢ao
dos componentes que constituem o sistema utilizado neste trabalho. A Figura 14 mostra alguns
componentes do sistema de micro-PIV usado, da marca DantecDynamics, assim como o
equipamento auxiliar para promover o escoamento do fluido através do microcanal colocado
sobre a platina.

Computador

Microscopio inve

Figura 14 - Sistema de micro-PIV usado no trabalho experimental.
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Nas seccdes seguintes serdo apresentadas algumas caracteristicas importantes dos diferentes
componentes do sistema de micro-PIV e equipamento auxiliar, assim como alguns detalhes de
funcionamento. Como as particulas fluorescentes sdo um material essencial para a
implementagao da técnica usada, a sua caracterizagdo em termos de constitui¢cdo e fluorescéncia
¢ também apresentada de seguida, pois este material pode ser visto como um dos componentes
do sistema de micro-PIV.

3.1.1. Particulas fluorescentes

As particulas tracadoras fluorescentes utilizadas na realizag@o deste trabalho eram microesferas
feitas de poliestireno e revestidas com um polimero hidréfilo contendo acidos carboxilicos para
permitir ligagdes covalentes com corantes fluorescentes (Fluospheres® carboxylate-modified
microspheres da Life Technologies). A massa volumica do poliestireno ¢ de 1050 kg/m>. O
comprimento de onda de excitagao do corante fluorescente usado nas microparticulas, Nile Red
(535/575), é de cerca de 535 nm e o comprimento de onda de emissao de 575 nm. As particulas,
com um didmetro de 1,0 um, encontravam-se numa suspensao com 2% de so6lidos (0,02 g/mL).
Quando ndo se encontra em uso, a suspensio deve ser armazenada a 4°C e protegida da luz.
Segundo o fabricante, desde que todas as condi¢des de armazenamento sejam cumpridas, a
suspensdo manter-se-a estavel até um ano apds a sua aquisicao.

Antes de adicionar as particulas ao fluido a estudar, colocou-se a suspensao num aparelho de
ultrassons (da marca James Products ¢ modelo 9020 Touch) para promover a eventual
desagregacdo das particulas e garantir que a concentracdo se mantém homogénea. Ao longo do
trabalho prepararam-se varias solugcdes onde foram adicionadas particulas fluorescentes. Para
isso, foi utilizada uma micropipeta onde se pipetou 0,5 mL da suspensao de particulas para um
volume de 50 mL do fluido que se pretendia estudar o escoamento. Tendo em conta que as
particulas se encontravam numa suspensdo com uma concentracdo de 1:50 (w/W), a
concentragdo de particulas em cada solugdo foi de aproximadamente 1:5000 (v/v).

3.1.2. Microscopio invertido e camara

A exatiddo com que sdo obtidos os vetores de velocidade depende da qualidade das imagens
adquiridas. As imagens foram obtidas com uma camara CCD (de alta velocidade e resolu¢ado)
acoplada ao microscopio Otico invertido, que captava as imagens que também sdo vistas na
ocular do microscopio (sem ampliacdo). Na Figura 15 encontra-se o microscopio invertido
utilizado neste trabalho, onde se pode ver a camara acoplada junto da ocular.
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Figura 15 - Microscépio 6tico invertido com a camara acoplada.

A camara de aquisi¢ao de alta velocidade utilizada neste trabalho era uma cdmara CCD, modelo
FlowSensed4M, fornecida pela Dantec Dynamics, cujas especificagdes técnicas mais
importantes se encontram representadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas técnicas da camara FlowSense4M.

Resolugdo 2048 pixéis x 2048 pixéis

Dimensdes do pixel 7,4 um

Duracao do intervalo minimo entre imagens

individualizadas 200 ns

O microscopio utilizado foi otimizado para aplicacdes em microfluidica, sendo o difusor do
laser e o prisma elementos essenciais, tal como ¢ possivel observar na Figura 16.

Syringe Pump
- — Inlet Outlet 5
Flow Tracing Particles <« Microfluidic device
Microscope Lens
% =532 nm Diffusor ‘L A l
—

Prism / Filter Cube

Liquid Light guide l J,
Camera

. Lens

l Camera chip

Figura 16 - Modo de operacgdo da técnica de micro-PIV (DANTEC, 2015).
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A func¢do do difusor ¢ aumentar o didmetro do feixe de luz que o atravessa. A luz expandida
segue em direcao ao prisma onde, ao chegar a este, muda de direcdo e entra na lente do
microscopio. O prisma possui um filtro, cuja funcdo ¢ evitar que a luz fora dos comprimentos
de onda de emissdo do laser e das particulas tragadoras (532 e 575 nm, respetivamente) seja
inadvertidamente transmitida no seu percurso otico.

O microscdpio otico invertido usado era da marca Leica®, modelo DM IL M LED. Como se
trata de um modelo invertido, quando ¢ feita a focagem do objeto colocado sobre a platina,
através do manuseamento dos botdes (de focagem) macrométrico (ajuste grosso) e
micrométrico (ajuste fino), o elemento que sofre deslocamento € o revolver onde esta localizada
a objetiva, ao contrario do que acontece no microscopio convencional (onde € a platina que se
move).

Como sera discutido no capitulo seguinte, ¢ importante adquirir imagens do fluido no interior
do microcanal em varios planos na direcdo do seu escoamento, para localizar o eixo do
microcanal. Assim, ¢ essencial quantificar com rigor o deslocamento da objetiva, pelo que, o
primeiro passo dado no sentido da familiarizagdo com o equipamento foi a calibracdo dos
botdes macrométrico e micrométrico do microscopio, que se encontra detalhadamente descrita
no capitulo 4.

Como foram usados dois dispositivos microfluidicos com dimensdes de canal diferentes,
durante as experiéncias foi necessario utilizar objetivas com diferentes ampliagdes, cujas
especificagdes se podem consultar na Tabela 5.

Tabela 5 - Especificacbes das objetivas utilizadas.

Objetiva (ampliacdo) Abertura numérica (NA) Distancia d?r;rr?]t;alho WD)
N PLAN 2,5X 0,07 11,2
HI PLAN 10X 0,25 12,0

3.1.3. Sistemade iluminacéo

O sistema de iluminacao utilizado neste trabalho era constituido por um laser de dupla cavidade
de luz pulsada do tipo Nd:YAG da New Wave Research®, que se encontra apresentado na
Figura 17.

(b)

@)

Figura 17 - Laser Nd:YAG: (a) corpo do laser; (b) cabega do laser.
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Este ¢ um sistema de alta eficiéncia criado para utiliza¢do especifica em aplicagdes da técnica
PIV/micro-PIV. O laser emite uma luz verde de comprimento de onda de 532 nm. O modelo
utilizado € o Solo II-15 e na Tabela 6 encontram-se as respetivas especificacdes técnicas mais
importantes.

Tabela 6 - Caracteristicas do laser.

Taxa de repeticao 15 Hz
Energia 30 mJ
Diametro do feixe 3 mm
Largura do pulso 3-5ns
Divergéncia < 3 mrad
Estabilidade do ponto do feixe < 100 urad

3.1.4. Sincronizagao

A sincronizagao entre os disparos do laser, a aquisicao e a transferéncia de imagens ¢ assegurada
por uma caixa de sincronizac¢do. O controlo sobre o hardware no que respeita aos tempos de
sincronizagdo € assegurado pelo software Dynamic Studio 2015a da Dantec Dynamics® onde
sao definidos os parametros otimizados para as diferentes aplicagdes em que se pretende obter
mapas de vetores. Este software dispde também de diferentes metodologias para processar as
imagens adquiridas.

3.2. Equipamento auxiliar

Para a determinag@o do mapa de vetores € necessario promover o escoamento do fluido através
do canal com um caudal constante. Para o efeito foi utilizada uma bomba de seringa que impde
um caudal reguldvel consoante a analise pretendida. O fluido ¢ colocado no interior de uma
seringa no suporte da bomba e que se encontra ligada, por meio de um tubo de pequeno didmetro
e flexivel, a entrada do canal. A bomba, quando em operagao, exerce uma determinada forga
continua sobre o émbolo da seringa, fazendo com que o fluido se desloque e entre em
escoamento. Na Figura 18 est4 representada uma imagem da bomba utilizada neste trabalho.

Figura 18 - Bomba de seringa.

As especificagdes principais da bomba utilizada neste trabalho, fabricada pela Harvard
Apparatus®, encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7 - Caracteristicas da bomba seringa.

Modelo da bomba PHD ULTRA®
Volume da seringa 0,5 pL a 140 mL
Precisao +0,05 %
Caudal 1,5 pL/min a 216 mL/min

Antes de realizar as medigdes foi efetuada a calibragcdo da bomba de seringa. Nesta calibracao
foram utilizadas duas seringas, uma de 20 mL (para os caudais menores) e uma de 100 mL (para
os caudais mais elevados). Para este fim, encheu-se a seringa com agua destilada e imp0s-se
diferentes caudais na bomba, recolhendo-se o volume numa proveta e anotando o tempo que
esta demorou a encher. No Anexo D encontram-se os valores referentes a esta calibracao.

3.3. Dispositivos microfluidicos e fluidos utilizados

Neste trabalho foi estudado o escoamento de fluidos em dois canais, ambos retos mas de
diametro e de material constituinte diferente. Na Figura 19 encontram-se imagens dos canais
utilizados, onde a cruz, desenhada em cada um deles a cor vermelha, indica a zona onde foram
feitas as medigdes (imediatamente abaixo) e a seta, de cor preta, indica o sentido imposto para
o escoamento. Um dos canais foi fornecido pela Dantec Dynamics e era feito em acrilico, as
dimensdes deste canal foram fornecidas pelo fabricante e encontram-se descritas no Anexo B.
O outro canal, de maior didmetro, foi fabricado e usado por Costa (2016) e era de
polidimetilsiloxano (PDMS).

No estudo de caracterizagdo do escoamento foram utilizados dois fluidos diferentes: 4gua e uma
solugdo aquosa de dimetil sulfoxido (DMSO) a 52% (w/w), que se revelou ser uma solugdo com
propriedades reologicas semelhantes ao sangue e que simultaneamente apresentava um indice
de refragdo igual ao do material do canal.

Na Tabela 8 encontram-se indicadas as principais caracteristicas de cada canal, bem como, as
propriedades mais importantes dos dois fluidos utilizados.

(2)
(b)

Figura 19 - Canais utilizados: (a) canal de acrilico; (b) canal de PDMS.
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Tabela 8 - Caracteristicas dos dois canais utilizados e dos fluidos a 20°C.

Canais
Didmetro (mm) Comprimento indice de Refragao
(mm)
1 1,49 (Bartoli, et al.,
Acrilico 0,8 75 1999)
PDMS 2,43 +£0,02 53 1,4125 (Costa, 2016)
Fluidos
Massa volumica Viscosidade Concentragao de
(kg/m?) (Pa.s) particulas tragadoras
=3
Agua destilada 998 1,003 > 10
(Massey, 2002) )
po — 1:5000 (v/v)
Solugao aquosa de 1057.5 3,08 x 10
DMSO 52% (w/w) ’ (Costa, 2016)

As medicdes foram feitas garantindo um escoamento em regime laminar ja desenvolvido para
o fluido, pois houve sempre o cuidado de adquirir imagens num local do canal (reto) cuja
distancia a sua entrada era superior ao comprimento de entrada (L) necessario para se obter um
padrao de escoamento (laminar) perfeitamente desenvolvido, estimado por:

L
—>0,55R (@)
D2 e

onde D representa o diametro do canal (Massey, 2002).

3.4. Procedimento experimental

Antes de dar inicio a descri¢do do procedimento experimental, ¢ necessario referir alguns
procedimentos prévios de forma a garantir o sucesso da determinagdo dos perfis de velocidade.
Devido a dimensao reduzida das particulas (1 um de didmetro), estas tém tendéncia a aglutinar
e a criar um depdsito nas paredes do canal e dos tubos de ligag¢ao entre a seringa da bomba e a
entrada do canal, comprometendo a qualidade dos resultados. Assim, antes de montar o circuito
com o dispositivo microfluidico, ¢ importante colocar todo o material no aparelho de ultrassons
(durante pelo menos uma hora), incluindo o fluido com as particulas tracadoras a usar. A
utilizagcdo dos ultrassons tem como objetivo a eventual desagregacdo das particulas que se
encontram na solu¢do e fazer soltar todas as particulas que se encontrem agarradas as paredes
do material devido a anteriores utilizagcdes. Para minimizar a ocorréncia deste problema durante
a realizag¢do dos ensaios, € importante que estes sejam realizados ininterruptamente e que nao
tenham um longo periodo de duracdo. Apds a sua finalizagdo, € necessario lavar
cuidadosamente todo material.

O procedimento experimental da técnica de micro-PIV pode ser divido em duas fases que serdo
apresentadas de seguida: a aquisi¢do de imagens e o tratamento das imagens adquiridas.

3.4.1. Aquisicdo de imagens
Para dar inicio a fase de aquisi¢do de imagens ¢ necessario montar o circuito com o dispositivo
microfluidico onde se realizardo as determinagdes de velocidade do fluido em escoamento,
preparar a seringa com o fluido com as particulas tragadoras na concentracdo pretendida e
coloca-la na bomba. E importante garantir que ndo existem pequenas bolhas de ar ao longo do
circuito. Seguidamente, os pardmetros necessarios devem ser ajustados na bomba,
nomeadamente o caudal a debitar, e o microcanal deve ser colocado na platina do microscopio,
tendo o cuidado de colocar a face onde se encontra a cruz de cor vermelha virada para baixo
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(virada para a objetiva). Depois, deve-se proceder ao ajuste da posi¢do da platina do
microscopio de forma a que a imagem captada pela camara contenha a marca em forma de cruz.
Nesta altura, estardo reunidas todas as condi¢des para dar inicio a otimizagdo das condi¢des de
aquisi¢do a usar nos ensaios. Para isso, com o software em modo de aquisi¢cdo continua de
imagens manusearam-se os botdes do microscopio, primeiro o de ajuste grosso e depois o de
ajuste fino, de modo a focar a cruz vermelha desenhada no canal. Este processo teve como
objetivo focar a superficie inferior da placa, ou seja, fazer coincidir o plano de focagem da
objetiva com a superficie da placa do canal. Uma imagem captada do ecrd do computador nesse
momento ¢ apresentada na Figura 20.

B Fowsenset aM 2251 =

Tmage size: 2048-2048 (00), 125t
Index: 1: Acqindex 1 Time stamp: 0,000's

Figura 20 - Focagem da face inferior da placa do microcanal.

Seguidamente, verificaram-se e ajustaram-se os parametros do laser (poténcia e frequéncia) que
garantissem a aquisi¢do de imagens de boa qualidade.

Na Figura 21 encontra-se uma comparacao da aquisi¢do de imagens na qual se operou o laser
com a sua poténcia em modo Low e High, e onde ¢ facilmente percetivel a melhoria na
qualidade de imagem utilizando o segundo modo.
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(a) (b)

Figura 21 - Ajuste da poténcia do laser: aquisi¢do de imagens em (a) modo low; (b) modo high.

Depois de definir a poténcia do laser é aconselhavel fazer uma aquisicdo de imagens para teste,
de modo a fazer uma andlise prévia da garantia dos requisitos para a obtencao de imagens com
qualidade do escoamento a estudar. Este procedimento consistiu na sobreposi¢do de uma grelha
com dimensdes iguais as da Al que se pretende utilizar no posterior tratamento das imagens (32
x 32 pixéis), com o objetivo de verificar o cumprimento de uma das condigdes essenciais a
aplicacdo da técnica: garantir que o deslocamento das particulas entre as duas imagens
adquiridas entre pulsos consecutivos do laser ¢ de cerca de 25% da Al. Na Figura 22 ¢ possivel
observar uma imagem adquirida e, ao lado, a grelha sobreposta sobre esta. Apos a colocagdo da
grelha € necessario alternar entre as duas imagens adquiridas de forma a ser percetivel o
deslocamento das particulas.

(a) (b)

Figura 22 - Ajuste do tempo entre pulsos: (a) imagem adquirida (b) colocacdo de uma grelha que permite verificar se as particulas se
deslocam cerca de 25% da Al.
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Este procedimento permitiu aferir da necessidade de ajustar o tempo entre os pulsos do laser a
usar nas medi¢cdes dos mapas de vetores, assim como garantir a existéncia de cerca de cinco
particulas por AL. Apos a conclusdo destes passos preliminares, deu-se inicio ao processo de
aquisicdo de imagens para posterior tratamento. Com vista a melhorar a qualidade do sinal
adquirido e obter mapas de velocidades com qualidade e que reproduzam o esperado perfil
parabolico para regime laminar, estes devem ser obtidos de imagens processadas com médias
de cerca de 100 pares de imagens, tal como sera discutido em seguida.

3.4.2. Tratamento das imagens adquiridas

Na fase seguinte procedeu-se ao processamento das imagens adquiridas. Para isso, comegou-se
por determinar a média dos 100 pares de imagens adquiridos, usando uma das funcionalidades
do software (image mean). O resultado foi uma imagem que representava o valor médio da
intensidade luminosa, intensificando usualmente a luz refletida/emitida por objetos que entre
imagens mantém a posicao ¢ intensidade, como por exemplo, as paredes dos canais ou
particulas tracadoras agarradas a parede dos canais. Seguidamente, a cada uma das imagens
adquiridas foi subtraida a imagem da média, recorrendo a outra funcionalidade do software
(image arithmetic). A Figura 23 mostra o resultado da aplicacdo desta sequéncia de tratamento
as imagens.

(a) (b) (©

Figura 23 - Sequéncia do tratamento das imagens: (a) imagem adquirida (b) média dos 100 pares de imagens adquiridos (c) subtragao
das duas imagens (a e b).

A imagem apresentada na Figura 23 (c) representa a imagem final obtida do tratamento descrito
e foi sobre esta que posteriormente se aplicou o algoritmo de correlagdo, average correlation,
que permitiu obter um mapa de vetores.

Antes de descrever de forma sucinta a metodologia usada na obten¢ao dos vetores velocidade
¢ vantajoso para a sua compreensao apresentar uma breve discussao sobre como identificar a
mesma particula registada em pares de imagens consecutivas, para assim calcular o seu
deslocamento.

Na Figura 24 a) esta ilustrada uma Al com a posi¢do de nove particulas no instante ¢ (circulos
brancos) e com a nova localizagdo das particulas (pelo menos, algumas) passado um intervalo
de tempo At (circulos cinzentos). Considere-se uma das particulas localizadas na Al no instante
t e determine-se a distancia para todas as suas possiveis localizagdes no instante ¢ + At na Al
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correspondente. Todos os possiveis deslocamentos dessa particula, indicados na Figura 24 a)
pelos vetores a preto, podem ocorrer com igual probabilidade, tal como estd ilustrado no
histograma da Figura 24 b), pois a altura dos picos ¢ a mesma. No entanto, s6 um dos
deslocamentos possiveis correspondera ao efetivamente percorrido pela particula considerada.
Quando o mesmo exercicio € feito para todas as particulas nessa Al, somente os deslocamentos
relativos as mesmas particulas (indicados na Figura 24 a) pelos vetores a verde) serdo
coincidentes e, portanto, contribuirdo para aumentar o pico correspondente a esse deslocamento
que se encontra destacado a verde na Figura 24 c). As outras possibilidades, como nao
correspondem a mesma particula, sdo aleatérias. Note-se que, quatro das nove particulas
inicialmente na Al, durante o intervalo Ar sairam da Al considerada e que quatro novas
particulas apareceram vindas de Al nas vizinhangas. Esta analise dos histogramas da distancia
percorrida pelas particulas ¢ equivalente a implementagao de uma correlagao espacial e permite
verificar a qualidade do pico de correlacdo (ou de detecdo), que se pretende que seja bem
definido (alto e estreito).

(a) (b) (c)
Figura 24 - Processo de identificagdo das particulas em pares de imagens consecutivos e determinag¢do do respetivo pico de correlacdo
(Kiger, 2005)

A obtengdo do mapa de velocidades do escoamento foi conseguida através da aplicagdo da
ferramenta average correlation do software utilizado para o processamento das imagens, tal
como referido anteriormente. A informacgao recolhida de Al correspondentes em duas imagens
consecutivas sdo correlacionadas através de um algoritmo para determinar os deslocamentos
das particulas e fazer corresponder um pico de detegdo, tal como foi j& discutido. Este
procedimento ¢ feito para os 100 pares de imagens disponiveis, sendo, assim, o pico de
correlagdo final obtido sequencialmente e por etapas, pela soma dos valores calculados
anteriormente em localizagdes correspondentes (Al correspondentes) em todos os pares de
imagens adquiridos, tal como esté ilustrado na Figura 25.

o +

Figura 25 - Obtengdo do pico de correlagdo a partir dos 100 pares de imagens (Dantec Dynamics, 2015).
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O valor da fungdo usada para correlacionar os deslocamentos das particulas em cada uma das
Al, e para cada par de imagens, € posteriormente adicionado e dividido pelo nimero de imagens
usadas, de forma a determinar um valor médio para a funcdo de correlagdao e que traduzird o
deslocamento mais provavel das particulas para aquela Al (ver Figura 26). O vetor velocidade
resulta da razdo desse deslocamento pelo intervalo de tempo que separa a aquisi¢ao das duas
imagens (definido pelo intervalo entre pulsos). Os vetores de velocidade para todas as Al, numa
dada imagem, sdo obtidos desta forma, resultando num mapa de vetores final.

Image Image A Image B Correlation Peak Search
Sequence (t=1t,) (t=t+d8) Rug and vector
1 A, t B, - Rmai
2 A, [¥ B —) Rae
+
bie
3 A, B, — R..c,
+
. . L] L
. . ] + @
. L] LJ L ]
*
M A, B, (— R.,e, Average
Velocity
Average correlation [k R, > /’,

Figura 26 - Obtengdo do vetor velocidade utilizando o algoritmo average correlation (Dantec Dynamics, 2015).

A ferramenta average correlation aumenta significativamente a relagao sinal/ruido de forma a
gerar um pico de correlagdo bem pronunciado. Por exemplo, se num dado ensaio tiverem sido
adquiridas 100 imagens e nas 90 primeiras ndo existir nenhuma particula numa dada regido da
Al, amédia do deslocamento nestas imagens vai ser proxima de zero (apenas vai existir ruido).
Se nas ultimas 10 imagens adquiridas, houver particulas nesta regido, estas vao formar um pico
de correlacdo e este converter-se-4 num vetor que traduz a velocidade naquela Al nas 100
imagens adquiridas. Por esta razdo, quando se pretende aplicar este método de correlacdo, ¢
essencial adquirir um elevado numero de imagens.

Por fim, se se mostrar necessario, podem ser aplicados filtros aos mapas de vetores de forma a
serem eliminados/substituidos vetores andmalos para depois se proceder a extragcdo dos perfis
de velocidade para o escoamento em analise.

Para que os perfis de velocidade extraidos traduzam a variacdo da velocidade de escoamento
ao longo do diametro do canal que se esta a utilizar, é necessario previamente adquirir imagens
para calibracao das distancias medidas através das imagens e utilizar a ferramenta scale factor.
O valor do scale factor depende da ampliacdo da lente da objetiva e a sua funcédo é converter as
unidades de pixel, utilizadas pelo software, em unidades métricas. Como inicialmente ndo é
conhecida a localizagdo do centro do canal, para fazer corresponder a distancia entre as paredes
do canal o valor conhecido do seu didmetro, é necessario realizar as aquisi¢des de imagens,
proceder ao seu tratamento e posterior obtengdo do mapa de vetores. Posteriormente, e atraves
da analise dos perfis de velocidade obtidos para varios planos, sera possivel identificar a
localizac&o do centro do canal, pois nessa situacéo a velocidade no eixo € méxima (mesmo que
0 seu valor ndo corresponda a realidade). Apds identificar o ensaio cujas imagens adquiridas se
situam no centro do canal, estas imagens sdo copiadas para o local da calibragéo e servirdo para
determinar o valor do scale factor. Na Figura 27 encontra-se um exemplo da determinacgéo do
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scale factor numa das experiéncias realizadas. Para obter o valor do scale factor é necessario
ajustar os pontos A e B assinalados na Figura 27 a cada um dos limites da parede do canal e
indicar qual o valor da distancia real entre os dois pontos (absolute distance), que corresponde
ao diametro do canal.

>
Measure Scale Factor - Camera FlowSenseEQ 4M [E=
Markers
-Press 'O'+Left mouse o0 Scale factor: oK
button o select Origo. 019" Din 0.00/ mm =
-Press ‘A+Left mouse 03876 Cancel
button to select A i 3 —_
positions Absolute distance: 243 mm Lower left comer of full image:
-Press B+Left mouse -
button to select B & 1.608 mm 0.0 mm
position.
B: 403 28] man
Image index: |1
Frame1 ~ | Pixels coord (X Y):(2541; 1482) Overlay: On ~

Figura 27 - Determinagao do valor de scale factor.

A conversao de pixéis para unidades métricas ¢ dada pela Equagao (5.

Distancia (mm) = Scale Factor X Distancia (pixéis)

(5)
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4. Resultados e discussao

Tal como foi referido no Capitulo 1, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo do
escoamento de um fluido com propriedades fisicas (massa volumica e viscosidade) semelhantes
a do sangue em canais retos de secc¢do circular com dimensdes proximas das veias. A técnica
otica de visualizagdo utilizada foi a técnica de micro-PIV. Pelo facto de se tratar de uma técnica
de execucao complexa, e de ndo existir trabalho realizado com este equipamento especifico do
ISEC, foi necessario um periodo inicial de familiarizagdo com o equipamento e respetiva
técnica, assim como, com o software de tratamento de imagens (DynamicStudio).

O inicio do trabalho pratico foi marcado por algumas limitacdes que se deveram a
indisponibilidade do material necessario a realizagdo das experiéncias. O exemplo mais
significativo foi a inexisténcia de uma bomba de seringa, elemento essencial para o controlo do
caudal do fluido a usar nas determinacdes dos perfis de velocidade. Assim, até a chegada da
bomba de seringa, o caudal foi imposto e controlado através da diferenca de altura do fluido no
interior de duas seringas usadas para alimentar e recolher o fluido que circulava através do
canal, tal como sera descrito mais tarde. Outro fator que se revelou igualmente limitante foi o
facto de o microscopio invertido estar apenas equipado com uma objetiva com uma ampliagao
de 10x. Quando se aplicou a técnica de micro-PIV para obter o padrao de escoamento do fluido
no canal de PDMS, verificou-se que a ampliagdo ndo era a adequada para as dimensdes do
canal. A ampliagdo deveria ser menor, pelo que se procedeu a aquisi¢ao de objetivas com menor
ampliacdo, 5x e 2,5x. Durante o periodo de espera, utilizou-se, como alternativa, um microcanal
de acrilico e respetivo kit microfluidico que foi cedido pelo fornecedor do equipamento de
micro-PIV, a Dantec Dynamics, para familiarizagdo com a técnica aquando da aquisi¢do do
equipamento. Com este microcanal foram realizados vérios ensaios com o objetivo de se
otimizarem as condi¢des de operacdo da técnica e de desenvolver uma metodologia para o
tratamento das imagens adquiridas. Quando a bomba de seringa e as objetivas foram entregues
e ficaram disponiveis para utilizacdo, deu-se inicio as determinagdes de forma a ir ao encontro
do objetivo do trabalho: a aplicacdo da técnica de micro-PIV na area da medicina e, em
particular, ao estudo da hemodinamica. Para isso, utilizou-se o canal em PDMS com a
configuracdo apresentada no capitulo anterior, onde se estudou o escoamento de uma solucdo
com propriedades reoldgicas semelhantes ao sangue e que simultaneamente apresentava um
indice de refragdo igual ao do material de que era feito o canal.

Como na aplicacao da técnica de micro-PIV ¢ essencial quantificar com rigor o deslocamento

da objetiva, o primeiro passo dado no sentido da familiarizagdo com o equipamento foi a
calibracao dos botdes macrométrico € micrométrico do microscépio.

53



4.1. Calibracdo dos botées do microscépio

No manual do microscopio ¢ dada a informacdo de que 35 voltas do botdo micrométrico
correspondem ao deslocamento maximo do revélver (da posicdo mais baixa a mais elevada),
que ¢ de 7 mm. Manuseando o botdo macrométrico do microscopio verificou-se que 1 volta do
botdo equivale a 10 voltas do botdo micrométrico. Através desta analise concluiu-se que cada
volta do botdo micrométrico equivale a um deslocamento de 0,2 mm (= 7 mm/35) e, sabendo
que cada volta corresponde a 100 divisdes, cada divisdo equivale a 0,002 mm. Para verificar a
informacao do manual, utilizou-se o canal de acrilico que foi fornecido pelo fabricante do
equipamento (apresentado na Figura 19 (a) e cujas caracteristicas estdo indicadas na Tabela 8).

O kit para iniciacdo a técnica do micro-PIV, fornecido pelo fabricante, inclui uma placa em
acrilico com um microcanal. Com um paquimetro digital (da marca Helios e com uma resolugao
de 0,01 mm) mediu-se a espessura da placa onde se encontra o microcanal, obtendo-se um valor
de 3,05 mm. Seguidamente, desenhou-se uma cruz e um circulo em faces opostas da placa com
o intuito de, ao microscopio, focar cada uma delas e saber que estas correspondem ao limite de
cada face da placa. Colocou-se a placa com o microcanal na platina do microscopio e
selecionando o modo de aquisi¢do continua no software Dynamic Studio 2015a procedeu-se a
recolha de imagens. Focou-se a cruz desenhada (que corresponde a face inferior da placa com
o microcanal) e rodou-se o botdo micrométrico até focar o circulo na face oposta (que
corresponde a face superior da placa com o microcanal), ou seja, o revolver movimentou-se no
sentido ascendente. Neste processo, para percorrer a espessura da placa (da cruz ao circulo
desenhados em faces opostas), contou-se 10 voltas completas do botdo micrométrico mais 27
divisdes. Sabendo que cada volta corresponde a 0,2 mm e cada divisdo a 0,002 mm, a espessura
da placa obtida através do sistema otico sera de 2,05 mm. Como o indice de refragdo do material
da placa (acrilico) ¢ diferente do indice de refragdo do ar é necessario proceder a corre¢do do
valor obtido para o deslocamento do revodlver, que corresponde a espessura da imagem e nao
do objeto. Recorrendo a equagao de Gauss dos dioptros planos (com um angulo inferior a 10°),
Equagdo (6, € possivel efetuar a correcao desta medi¢do (Guimaraes, 2015).

!
n_n (6)
d

Em que n’ e n representam o indice de refragdo dos meios de acrilico (Bartoli, et al., 1999) e do
ar (Edlén, 1965), respetivamente. A espessura da placa, d, quando medida com recurso ao
microscopio, e por isso, afetada do efeito da refracdo da luz quando atravessa os dois meios, o
ar e o acrilico, corresponde a d’ (espessura da imagem). Depois de corrigir a espessura da
imagem da placa, tendo em conta os indices de refragdo dos dois meios, obtém-se o valor
medido com o paquimetro digital, tal como se pode verificar da Equagao (7).

149 1,00

d  2,05mm
Assim, o valor de 0,002 mm correspondente a uma divisdo do botdo micrométrico foi
confirmado.

= d=23,05mm 0]

Os botdes macrométrico e micrométrico foram também calibrados usando uma outra
metodologia que media diretamente o deslocamento do revélver enquanto se manuseava o
botdo, recorrendo a um comparador. Foram utilizados dois comparadores com resolucdes
diferentes: um com a indicacao do valor do deslocamento até as centésimas do mm (modelo
543-682 da marca Mitutoyo, com uma resoluc¢ao de 0,01 mm) e outro até as milésimas do mm
(modelo ID-C112B da marca Mitutoyo, com uma resolugdo de 0,002 mm).
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O comparador com menor resolugdo foi o primeiro a ser utilizado. Para a calibragdo do botao
macrométrico, colocou-se o comparador assente no revolver e rodou-se o botdo desde a posi¢ao
minima (posi¢do do revolver mais baixa e, portanto, mais distante da platina) até a posi¢ao
maxima (posi¢ao do revolver mais elevada e, portanto, mais proxima da platina). O
deslocamento medido com o comparador foi de 6,66 mm, enquanto que no manual do
microscopio € referido um deslocamento méximo do revélver de 7 mm, tal como referido
anteriormente. Na calibragdo do botdo micrométrico, o objetivo seria determinar o valor do
deslocamento correspondente a uma volta completa no botdo e, consequentemente, o valor de
cada divisdo (um total de 100 divisdes por cada volta). Para isso, posicionou-se o revolver na
posicdo maxima (correspondente a 6,66 mm) e deu-se uma volta completa com o botdo
micrométrico, lendo-se no comparador o valor 6,47 mm. Repetiu-se o procedimento anterior
até alcangar a posicado minima, o que aconteceu apds um total de 34 voltas. Para avaliar a
existéncia de histerese, com o botdo na posicdo minima, rodou-se em sentido contrario
repetindo-se o processo anterior até alcancar a posicao maxima, onde se leu um valor de 6,50
mm no comparador. Assim, verificou-se a existéncia de uma diferenca de 0,03 mm entre os
percursos maximos do revolver quando as medigdes sao efetuadas durante o deslocamento em
sentidos contrarios. Na Figura 28 encontram-se os valores registados durante o processo de
calibracao, sendo possivel observar que o deslocamento do revolver para uma volta do botao
micrométrico se mantém aproximadamente constante durante todo o percurso do revolver. Na
Figura 28, os simbolos em forma de circulo correspondem a primeira fase, onde se rodou o
botao no sentido descendente, ¢ os quadrados correspondem ao sentido ascendente. Analisando
a Figura 28, verifica-se que a medida que se roda o botdo micrométrico, o valor do
deslocamento do revolver observado por volta esta, em geral, compreendido entre 0,19 mm e
0,20 mm, o que esta dentro da incerteza do comparador (0,01 mm). No entanto, existe um valor
que esta notoriamente desviado dos restantes, que corresponde a primeira volta apds a inversao
do sentido do botdo (do sentido ascendente para o sentido descendente), o que parece indicar
que o comparador apresenta inércia, pelo que foi ignorado esse valor. A linha a vermelho no
grafico indica a média do percurso para uma volta do botdo micrométrico em sentido
descendente, cujo valor ¢ de 0,19 mm, e que se verificou ser coincidente com a média dos
valores registados em sentido ascendente.
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Figura 28 - Deslocamento do revélver (mm), por volta, em fungdo do nimero de voltas dadas no botdo micrométrico do microscopio,
usando o comparador de menor resolugdo (0,01 mm).

Posteriormente, pensou-se que seria vantajoso utilizar um comparador com uma resolugdo
maior (as milésimas do mm), tendo em conta que a minima divisao do botdo micrométrico ¢ de
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0,002 mm. O procedimento para a calibracio dos botdes foi efetuado de igual forma ao descrito
anteriormente para o outro comparador. O deslocamento maximo do revoélver, medido desde a
posicdo mais baixa do revolver (portanto, mais distante da platina) até a sua posi¢do mais
elevada (mais proxima da platina), foi de 6,518 mm, e no sentido inverso, de 6,509 mm. A
diferen¢a da distancia quando medida em sentidos contrarios ¢ de 0,009 mm, pelo que existe
uma ligeira histerese. Na Figura 29 encontra-se uma representacao semelhante a da Figura 28
para o outro comparador, onde se relaciona o deslocamento do revolver, por volta, com o
numero de voltas dadas no botao micrométrico. Tal como na Figura 28, também na Figura 29,
os simbolos em forma de circulo correspondem a primeira fase, onde o deslocamento foi
medido rodando o botdo no sentido descendente, e os quadrados correspondem ao sentido
ascendente.

0,250
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Deslocamento do revélver/volta (mm)
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n? de voltas do botdo micrométrico

Figura 29 - Deslocamento do revélver (mm), por volta, em fungdo do nimero de voltas dadas no botdo micrométrico do microscépio,
usando o comparador com maior resolugdo (0,002 mm).

Por analise da Figura 29, verifica-se que a medida que se roda o botdo micrométrico, o valor
do deslocamento do revélver para uma volta estd compreendido entre 0,190 mm e 0,200 mm,
sendo a amplitude cinco vezes a incerteza do comparador (0,002 mm). No entanto, existem
quatro valores que estdo notoriamente desviado dos restantes. Dois correspondem a primeira
volta das medi¢des em sentido ascendente e apds a inversao do sentido do botdo, € os outros
dois dizem respeito a ultima volta do botdo quando rodado em sentido descendente. Mais uma
vez, parece existir inércia no acompanhamento do comparador quando se inicia ou termina uma
série de movimentos, sendo neste medidor mais notdrio do que no utilizado anteriormente que
possuia menor precisdo. A média dos valores do deslocamento lidos no sentido ascendente foi
de 0,189 mm (linha a cheio de cor vermelha no grafico da Figura 29), e o respetivo valor para
o sentido descendente ¢ de 0,197 mm (linha a tracejado de cor vermelha).

O deslocamento médio de 0,2 mm da placa da objetiva indicado pelo manual do microscépio
para uma volta do botdo micrométrico, a que corresponde um valor médio de 0,002 mm para
cada uma das suas 100 divisoes, esta de acordo com os resultados obtidos das calibragdes
realizadas com os dois comparadores diferentes. No Anexo A encontram-se os valores de todas
as medigdes efetuadas com os dois comparadores durante a calibragdo do botdo micrométrico.

O objetivo de realizar a calibracdo dos botdes de focagem (o micrométrico e 0 macrométrico)
utilizando um comparador era para que, posteriormente, nas experiéncias para medi¢do dos
perfis de velocidade no fluido em escoamento, este fosse acoplado ao revélver do microscopio
e, assim, quantificar o seu deslocamento de forma direta e instantanea. Para além disso, pensou-
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se que esta metodologia poderia oferecer a garantia de uma melhor repetibilidade das condi¢des
em que os mapas de velocidade iriam ser medidos ao eliminar o erro devido ao olho humano.
Apos varias tentativas de implementagdo desta ideia, concluiu-se que o comparador apresentava
inércia (como se pode observar na Figura 28 e Figura 29), quando se encontrava numa posi¢ao
fixa durante algum tempo, pois os valores lidos no indicador do comparador nao correspondiam
ao deslocamento imposto pelo manuseamento do botao. Por esta razdo, foi abandonada a ideia
de acoplar um comparador ao revélver do microscopio com as objetivas e assim registar
diretamente o seu percurso. O deslocamento do revélver passou a ser imposto pela
quantificagdo do nimero de voltas e/ou divisdes completadas durante a rotacdo dos botdes de
focagem.

4.2. Canal de acrilico

A utilizacdo do canal de acrilico para aplicacdo da técnica de micro-PIV ao estudo do
escoamento de um fluido teve duas fases distintas: a primeira, onde se imp0s e controlou o
caudal do fluido admitido no canal pela diferenga de alturas da superficie livre do liquido em
duas seringas, e a segunda, onde o caudal passou a ser imposto por uma bomba de seringa.

Como tem vindo a ser referido ao longo da descri¢do do trabalho, as condi¢des de operacao do
equipamento sdo determinantes para a obten¢do de imagens com qualidade. Desta forma, a
primeira fase do trabalho pratico foi determinante para que se otimizassem as condi¢des de
aquisi¢ao das imagens, e, por sua vez, o tratamento das mesmas. Por essa razao, foram feitas
varias tentativas para a obtencao dos perfis de velocidade que se apresentam na sec¢do seguinte
(4.2.1). Contudo, os primeiros resultados obtidos ndo foram satisfatorios e s6 posteriormente,
quando a técnica se encontrava totalmente afinada e os procedimentos que antecediam as
determinagdes ficaram otimizados, € que se constatou que a possivel acumulagdo de particulas
fluorescentes contribuiam para a existéncia de zonas ndo uniformes nos mapas de vetores.
Ainda assim, achou-se que seria relevante a mencao desta fase do trabalho, uma vez que esta
contribuiu para impulsar no bom sentido o trabalho restante.

4.2.1. Controlo do caudal pela diferenca de altura da superficie livre do fluido em duas
seringas

Tal como foi mencionado no inicio deste capitulo, na primeira fase do trabalho experimental
utilizou-se o canal de acrilico e respetivo kit microfluidico que foi cedido pelo fabricante do
equipamento de micro-PIV. O caudal de fluido admitido foi controlado através da diferenca de
altura do fluido no interior de duas seringas, tal como se pode observar na Figura 30. A seringa
da direita, colocada a um nivel superior, continha o fluido que seria alimentado, através do tubo
flexivel, ao canal. A seringa da esquerda, colocada a um nivel inferior, recolhia o fluido que
circulava através do canal. Como o canal de acrilico possuia uma bifurcacao perto do local da
entrada do fluido, para garantir que nao existia divisdo da corrente do fluido em circulagao foi
usada uma terceira seringa (colocada a mesma cota do canal) ligada a um dos ramos da
bifurcacdo através de um tubo flexivel preenchido com o fluido em repouso. Desta forma, todo
o fluido em circulagdo seria recolhido na seringa da esquerda. A grandeza do caudal do fluido
em escoamento podia ser modificada alterando a diferenca de alturas das superficies livres do
fluido entre as duas seringas.
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Figura 30 - Kit microfluidico cedido pelo fornecedor do equipamento de micro-PIV.

Durante as experiéncias realizadas manteve-se a diferenca de altura entre a superficie livre do
liquido nas duas seringas aproximadamente constante, e igual a 10 cm, de forma a garantir um
escoamento permanente. E de referir que durante o tempo necessario para a aquisi¢do das
imagens em determinadas condicdes, a alteracdo do volume de fluido contido nas duas seringas
ndo ¢ significativo, pelo que ¢ legitimo considerar que o caudal do fluido em escoamento ¢
mantido constante.

O regime laminar (Re < 2000), caracteristico deste tipo de geometrias, ¢ descrito por um perfil
de velocidades parabolico, onde a velocidade méaxima ocorre no centro do canal e vai
diminuindo com a dire¢ao radial até se anular junto da parede do canal. Para possibilitar a
comparagdo do perfil de velocidades medido com o esperado teoricamente para regime laminar,
decidiu-se comecar por adquirir imagens junto da localiza¢do onde se previa ser o eixo do canal,
aplicando a técnica de micro-PIV. Para isso, deslocando-se o revolver com a objetiva
adquiriram-se imagens do escoamento do fluido no interior do microcanal em vérios planos, na
direcao perpendicular ao seu escoamento. Para obter estas imagens com a qualidade necessaria
para a posterior obten¢do dos mapas de vetores, foi necessario um processo de otimizagao das
condigdes de operagdo, quer em termos de concentracao das particulas fluorescentes, quer em
termos de definicao do laser e taxa de aquisi¢cdo das imagens. As condi¢des indicadas na Tabela
9 foram as que melhor se ajustaram para a realizagdo destes ensaios, onde se estudou o
escoamento da 4gua no canal de acrilico.
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Tabela 9 - Condigdes da técnica de micro-PIV usadas nos ensaios realizados com o canal de acrilico, onde se controlou o caudal de
escoamento do fluido através da diferenga de altura entre duas seringas.

Concentragao de particulas 1:5000 (v/v)
Tempo entre pulsos 1600 ps
Trigger rate 6 Hz
Poténcia do laser High
Energia do laser 700 mJ
N° de imagens adquiridas por ensaio 100

As condigdes de operagdo foram otimizadas de forma a fazer cumprir as duas regras
fundamentais da técnica de micro-PIV, ja referidas anteriormente: existirem cerca de 5
particulas por Al e estas apresentarem um deslocamento de aproximadamente 25% da Al entre
cada par de imagens (frames) adquiridas. Foram realizados 14 ensaios com planos de focagem
diferentes. O deslocamento imposto ao revolver do microscopio (plano de focagem) nos varios
ensaios, tendo como referéncia o plano de focagem da face inferior do microcanal, esta descrito
na Tabela 10.

Tabela 10 - Deslocamento do revélver do microscépio usado em cada ensaio, contabilizado apds a focagem da face inferior da placa do
microcanal.

Ensaio Deslocamento do revolver (mm)

0,765
0,794
0,810
0,818
0,830
0,838
0,845
0,856
0,864
0,872
0,880
0,890
0,901
0,910

=
DB |o|o|~N|o|o| s w|N| e

[EEN
N

[EEN
w

[EEN
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O tratamento efetuado as imagens adquiridas foi descrito anteriormente, no Capitulo 3, na
seccao 3.4.2. Para a obtencao dos mapas de vetores, o algoritmo que se mostrou mais vantajoso
foi o average correlation, aplicado com areas de interrogagao de 32 x 32 pixéis e com uma
sobreposi¢do (overlap) de 50% nas duas diregdes (x e y). O valor do scale factor para estes
ensaios foi de 0,1091. Na Figura 31 encontra-se o mapa de vetores correspondente a medigao
14, onde o deslocamento da objetiva foi de 0,910 mm e onde a dire¢do do escoamento ¢
traduzida por y.
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Figura 31 - Mapa de vetores obtido para o ensaio realizado com o canal de acrilico onde se controlou o caudal de escoamento pela
diferencga de alturas entre duas seringas e o plano de focagem foi de 0,910 mm.

Para facilitar a visualizagdo dos vetores no mapa, foi utilizada uma funcionalidade do software
(vector map), onde se selecionou a op¢do de representar apenas um em cada seis vetores
existentes no mapa de vetores original na direcao y. Esta funcionalidade foi utilizada em todos
os mapas de vetores que serdo apresentados daqui para a frente. Como ¢ possivel verificar na
Figura 31, o mapa de vetores ndo se encontra uniforme, o que provavelmente se deveu a
acumulacdo de particulas nas paredes do canal. No inicio do trabalho pratico, o procedimento
experimental que foi descrito no Capitulo 3 na seccdo 3.4, ainda ndo se encontrava otimizado,
0 que resultou em ensaios muito longos e onde ainda ndo se tinha em consideracdo a
importancia da limpeza adequada de todo o material. Mais tarde, verificou-se que estes dois
fatores contribuem para a acumulacdo de particulas nas paredes do canal e a consequente
diminuicdo da qualidade das imagens adquiridas.

A partir do mapa de vetores € possivel obter o perfil de velocidade do escoamento do fluido,
para diferentes valores de y, e averiguar qual a variacao da velocidade ao longo do didmetro do
canal (dire¢do x indicada na Figura 31). Neste caso, ndo foi possivel obter a determinagdo dos
perfis de velocidade para o mesmo valor de y em todos os ensaios, uma vez que a nao
uniformidade dos mapas de vetores ndo o permitiu. Obteve-se, assim, o perfil de velocidade
para cada um dos 14 ensaios em diferentes cotas de y, que estdo apresentados na Figura 32.
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Figura 32 - Comparagao dos perfis de velocidade para planos de focagem diferentes obtidos com o canal de acrilico, onde se controlou o
caudal de escoamento pela diferenga de alturas entre duas seringas.

Por andlise da Figura 32 ¢€ possivel verificar que a velocidade de escoamento do fluido na zona
central do canal aumenta para planos de focagem mais distantes da superficie da placa, pelo
que, tudo indica que se vai aproximando do eixo do canal, pois o perfil parabolico esperado
apresenta ai o seu maximo. De forma a obter uma comparagdo mais direcionada aos planos de
focagem perto do que se pensava ser o eixo do canal, decidiu-se, a partir daqui, selecionar, tratar
e analisar apenas os quatro perfis onde se obteve uma velocidade mais elevada. Assim, na
Figura 33 encontram-se os perfis obtidos para os quatro ultimos ensaios, cujos planos de
focagem se encontram entre 0,880 mm e 0,910 mm da superficie da placa em acrilico que
contém o canal, e onde se registou a maior velocidade.
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—@— (0,880 mm
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Figura 33 - Comparagdo dos perfis de velocidade para os quatro planos de focagem onde se obteve uma velocidade mais elevada, entre
0,880 mm e 0,910 mm, obtidos com o canal de acrilico e onde se controlou o caudal de escoamento pela diferenga de alturas entre duas
seringas.

Observando a Figura 33 ¢ possivel verificar que a forma dos perfis de velocidade dos quatro
ensaios se assemelham a de uma fungdo parabolica. Tal como ja foi referido, o perfil de
velocidades no escoamento laminar perfeitamente desenvolvido através de um canal ¢
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parabolico, onde a velocidade méxima ocorre no eixo central e a velocidade minima (zero) na
parede do canal. A Equagao 8 mostra a fun¢do u(r) que traduz o perfil de velocidades.

1,.2

— ﬁ (8)

U(T) = Upax | 1

onde R ¢ o valor do raio do canal,  traduz a dire¢ao radial e umsx ¢ a velocidade maxima.

Para facilitar a comparagao dos perfis de velocidade medidos com o esperado teoricamente para
o regime laminar, representou-se o perfil de velocidade parabdlico esperado para o regime
laminar (numa forma adimensionalizada) juntamente com os perfis de velocidade anteriores
(Figura 33) depois de normalizados pelo valor maximo observado para a velocidade. Na Figura
34 encontra-se esta representagdo, onde o perfil de velocidade teoricamente esperado esta
indicado por uma linha de cor vermelha a cheio. Da andlise desta representagdo ¢ possivel
verificar que os perfis obtidos se aproximam do que seria esperado para o fluido a escoar em
regime laminar, pelo que tudo indica que as medi¢des foram efetuadas em planos proximos do
eixo do canal.

Tedrico

—8— 0,880 mm
—8— 0,890 mm
—8— 0,901 mm
—@— 0,910 mm

0,00
-1,00 -0,80 -0,60 -0,40 -0,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
r/R

Figura 34 - Comparagdo dos perfis de velocidade normalizados para os quatro planos de focagem onde se obteve uma velocidade mais
elevada (entre 0,880 mm e 0,910 mm), obtidos com o canal de acrilico e onde se controlou o caudal de escoamento pela diferenca de
altura entre duas seringas, com o perfil de velocidade tedrico do regime laminar.

Quando a bomba de seringa ficou disponivel para ser utilizada no trabalho experimental,
decidiu-se voltar a reproduzir as experiéncias anteriores com o objetivo de validar estes
resultados ao compara-los com os obtidos usando a bomba de seringa. Assim, foram mantidas
as condi¢des de operacao descritas na Tabela 9, variando-se apenas o modo como o caudal de
escoamento do fluido foi imposto. Para se impor um caudal de escoamento na bomba de seringa
houve necessidade de determinar o caudal que, na experiéncia anterior, equivalia a diferenca
de altura entre a superficie livre do liquido (10 cm) nas duas seringas. O caudal de escoamento
foi, entdo, determinado por integracao numérica dos perfis de velocidade obtidos, tal como sera
explicado de seguida.

O caudal de fluido que atravessa uma coroa circular de 4rea infinitesimal d4 aberta ao
escoamento, ¢ também ele infinitesimal (dQ) e pode ser obtido de:

dQ = u(r) x dA (9)
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em que u(r) ¢ dado pela Equacdo 8 e d4 ¢ igual a 2nr dr. Substituindo estes resultados na
Equagao (9 e integrando a equagao resultante sobre toda a secgdo reta circular do canal, obtém-
se,

: Q R r?
0 0

Para determinar o caudal de escoamento, Q, resolveu-se o integral traduzido na Equagio (10
numericamente, usando a regra dos trapézios.

Como para regime laminar a velocidade média do fluido em escoamento ¢ metade do seu valor
maximo esperado para o eixo de canal, o valor do caudal foi também calculado a partir do
produto do valor médio calculado para a velocidade com o valor da area da seccdo reta do canal
(n R?).

Na Tabela 11 encontram-se os resultados dos valores de caudal determinados por estes dois
métodos.

Tabela 11 - Valores do caudal volumétrico obtidos por integragdo numérica e pela velocidade média de escoamento na experiéncia
realizada com o canal de acrilico e onde se controlou o caudal pela diferenga de alturas entre duas seringas.

Deslocamento Caudal obtido Cid udai Obgdg Desvi
Ensaio do revolver por integracao pela veloeidade esvio
(mm) (mL/min) medlg percentual
(mL/min)
11 0,880 0,095 0,098 2,98%
12 0,890 0,099 0,101 1,72%
13 0,901 0,102 0,107 4,39%
14 0,910 0,108 0,108 0,60%

Por andlise da Tabela 11 verifica-se que os valores do caudal obtidos pelos dois métodos podem
ser considerados semelhantes pois o desvio percentual entre eles é menor do que 5,00%. E ainda
possivel constatar que o valor do caudal determinado aumenta ligeiramente com o
deslocamento do revolver, o que estd de acordo com o que foi discutido anteriormente e pode
ser observado na Figura 33.

4.2.2. Controlo do caudal através da bomba de seringa

O caudal volumétrico a impor na bomba de seringa para reproduzir os ensaios descritos na
seccao anterior foi obtido pela média dos valores indicados na Tabela 11, que foi de 0,10
mL/min.

Realizou-se, assim, uma nova experiéncia, onde se manteve as condigdes descritas na Tabela 9
e se impos um caudal de escoamento de 0,10 mL/min na bomba de seringa. O tratamento
efetuado as imagens adquiridas foi o mesmo que o aplicado nos ensaios anteriores. O valor do
scale factor para estes ensaios foi de 0,1115. Na Figura 35 encontra-se uma representacao
semelhante a apresentada na Figura 31, onde se mostra o mapa de vetores obtido no ensaio 14,
onde o deslocamento da objetiva foi de 0,910 mm, para o escoamento da d4gua segundo a dire¢ao

y.
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Figura 35 - Mapa de vetores obtido para o ensaio realizado com o canal de acrilico onde se imp6s um caudal de escoamento de 0,10
mL/min na bomba de seringa e o deslocamento da objetiva foi de 0,910 mm.

Da Figura 35 ¢ possivel verificar que o mapa de vetores obtido neste ensaio ¢ uniforme, ao
contrario do apresentado na Figura 31, o que reflete o facto de se ter otimizado o procedimento
de limpeza do microcanal e dos tubos. Por outro lado, € possivel verificar que a grandeza dos
vetores apresentados, essencialmente na zona central do canal, sdo notoriamente inferiores.

A partir do mapa de vetores foi possivel obter o perfil de velocidade do escoamento do fluido,
para diferentes valores de y, para averiguar se o padrao era mantido ao longo do comprimento
do canal. Na representagdo da Figura 36 estdo apresentados trés perfis de velocidade
correspondentes ao ensaio 14 (deslocamento da objetiva de 0,910 mm) obtidos em localizacdes
y diferentes.
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Figura 36 - Representacdo do perfil de velocidade em diferentes localizagdes de y para o ensaio realizado com o canal de acrilico, onde
se impds um caudal de escoamento de 0,10 mL/min na bomba de seringa e o deslocamento da objetiva foi de 0,910 mm.

Os perfis de velocidade obtidos para diferentes valores de y no mesmo mapa de vetores
apresentados na Figura 36 sdo muito semelhantes, o que indica que o fluido se encontrava ja a
escoar em regime permanente e, por isso, ndo existem variagdes (significativas) dos perfis
segundo a direcdo do escoamento. O mesmo se verificou para os restantes planos de focagem
onde se realizaram as medigoes.

A semelhanca do que foi feito na experiéncia anterior, tragaram-se os perfis de velocidade para
cada uma das medicdes realizadas em planos de focagem diferentes, que correspondem aos 14
ensaios, obtendo-se a representagdo da Figura 37.
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Figura 37 - Comparagdo dos perfis de velocidade para planos de focagem diferentes, obtidos com o canal de acrilico e onde se impds um
caudal de escoamento de 0,10 mL/min na bomba de seringa.

Da analise da Figura 37 ¢ possivel verificar que a velocidade maxima de escoamento foi
aumentando com o deslocamento do revdlver do microscdpio, ou seja, para planos de focagem
paralelos ao escoamento mais interiores no canal. Uma vez que o objetivo era comparar os
resultados obtidos nas duas experi€ncias em que apenas se modificou a forma de impor o caudal
(diferenca de alturas entre a superficie livre do liquido em duas seringas ou bomba de seringa),
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representaram-se os perfis de velocidade obtidos nas duas situagcdes no mesmo grafico (Figura
38). A semelhanca do que foi feito anteriormente, também na Figura 38, apenas se
representaram os perfis obtidos para os planos de focagem entre 0,880 mm e 0,910 mm da
superficie da placa em acrilico que contém o canal, e onde se registou a maior velocidade no
eixo central.
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Figura 38 - Comparagao dos perfis de velocidade de duas experiéncias para os quatro planos de focagem onde se obteve uma velocidade
mais elevada (entre 0,880 mm e 0,910 mm), obtidos com o canal de acrilico, onde numa se controlou o caudal de escoamento pela
diferenga de alturas entre duas seringas e noutra se impds 0,10 mL/min na bomba de seringa.

Tal como ja tinha sido evidente no mapa de vetores apresentado na Figura 35, também ¢
possivel verificar na Figura 38 que os perfis de velocidade das duas experiéncias apresentam
grandezas bastante diferentes, embora a forma dos perfis continue a ser semelhante a de uma
parabola, tal como se pode constatar pela Figura 39.

Na Figura 39 representou-se o perfil de velocidade parabdlico esperado para o regime laminar
(numa forma adimensionalizada) juntamente com os perfis de velocidade obtidos na
experiéncia realizada com a bomba de seringa, depois de normalizados pelo valor maximo
observado para a velocidade. A linha vermelha (a cheio) representa o perfil de velocidades
teorico (normalizado) para o regime de escoamento laminar. Mais uma vez, ap6s a andlise desta
representacao, tudo indica que as medig¢des foram efetuadas proximas do eixo do canal e que o
fluido se encontrava a escoar em regime laminar.
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Figura 39 - Comparagao dos perfis de velocidade normalizados para os quatro planos de focagem onde se obteve uma velocidade mais
elevada (entre 0,880 mm e 0,910 mm), obtidos com o canal de acrilico e onde se impds um caudal de escoamento de 0,10 mL/min na
bomba de seringa, com o perfil de velocidade teérico do regime laminar.

Uma vez que se verificou uma diferenga muito significativa entre os resultados obtidos nas duas
experiéncias, o que ndo era esperado pois pensava-se ter modificado apenas a forma de
impor/controlar o caudal volumétrico da 4gua, decidiu-se repetir a experiéncia onde se utilizou
a bomba de seringa, como forma de validar os resultados apresentados nesta sec¢do. Decidiu-
se, ainda, determinar o caudal volumétrico para o escoamento da dgua a partir dos perfis de
velocidade obtidos e comparar com o caudal imposto na bomba de seringa.

Na Figura 40 encontram-se os perfis de velocidade obtidos para o ultimo ensaio, onde o plano
de focagem era de 0,910 mm relativamente a superficie da placa em acrilico que contém o canal
e onde se registou a maior velocidade, para as duas experiéncias realizadas em condi¢des
semelhantes. Os perfis de velocidade apresentados na Figura 40 para as duas experiéncias sao
semelhantes, o que indica que os resultados obtidos sdo reprodutiveis.
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Figura 40 - Comparagio do perfil de velocidades obtido para um plano focal de 0,910 mm em experiéncias diferentes mas realizadas em
iguais condigdes.

Na Tabela 12 encontram-se os valores calculados para o caudal, quer por integragdo numérica,
quer pela velocidade média, para as duas experiéncias onde se impos um caudal de 0,10 mL/min
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na bomba de seringa para promover a circulacdo da dgua através do microcanal em acrilico.
Foram, ainda, determinados os desvios percentuais entre os valores do caudal obtidos para as
duas repetigdes.

Tabela 12 - Valores do caudal volumétrico calculado por integragdo numérica e pela velocidade média de escoamento da agua, para as
duas experiéncias realizadas em iguais condigdes e onde se impds um caudal de escoamento de 0,10 mL/min.

Caudal obtido por integragdo Caudal obtido pela velocidade média
Deslocamento | Experiéncia | Experiéncia Desvio Experiéncia | Experiéncia Desvio
Ensaio | do revolver 1 2 ercentual | 2 ercentual
(mm) (mL/min) | (mL/min) | P (mL/min) | (mL/min) | P

11 0,880 0,026 0,027 5,10% 0,026 0,028 6,91%
12 0,890 0,027 0,028 1,29% 0,027 0,029 6,15%
13 0,901 0,027 0,028 2,57% 0,027 0,029 7,55%
14 0,910 0,026 0,030 12,89% 0,027 0,029 7,25%

Através da analise da Tabela 12, verifica-se que os valores do caudal obtidos quer por
integracdo, quer pela velocidade média, sdo semelhantes e apresentam um desvio percentual
entre as duas experiéncias inferior a 8,00% (exceto no caudal obtido por integracdo do ensaio
14), o que vem confirmar a existéncia de reprodutibilidade entre as experiéncias. No entanto,
os valores obtidos em nada sdo semelhantes ao valor do caudal imposto na bomba de seringa
(0,1 mL/min).

Uma vez que a unica grande diferenga que se pensava ter entre as experiéncias apresentadas
nesta sec¢do e a experiéncia descrita na se¢do anterior, era 0 modo de promover o escoamento
do fluido (a 4gua) no sistema, ndo se previa uma diferenca tao significativa entre os mapas de
vetores obtidos. Com o objetivo de tentar perceber a razdo para o que estava a acontecer,
pensou-se em medir o caudal volumétrico correspondente a diferenca de 10 cm na altura da
agua entre as duas seringas usadas anteriormente como forma de promover o escoamento. Para
isso, mediu-se o tempo necessario para recolher um determinado volume de dgua, tendo-se
obtido um caudal médio de 0,337 mL/min (a medi¢do foi feita em triplicado e os resultados
encontram-se no Anexo C). Assim, verificou-se que o caudal obtido por integracdo numérica,
cerca de 0,10 mL/min, nao correspondia ao caudal que foi medido. Apesar da medi¢ao do
caudal englobar alguns erros associados, pois o caudal volumétrico ¢ baixo e o volume
recolhido para a sua determinacao foi reduzido para o tempo de recolha ndo ser muito grande,
o que implicaria variagdes significativas na diferenca de alturas entre a superficie livre do
liquido nas duas seringas. Ora se o caudal da agua que circulava no dispositivo microfluidico
era cerca de trés vezes ao que inicialmente se pensava, as condi¢des de operacao do sistema de
micro-PIV usadas nestas experiéncias ndo estavam otimizadas para o caudal de 0,10 mL/min
imposto na bomba de seringa. As condi¢des estariam sim otimizadas para um caudal proximo
de 0,337 mL/min. A confirmagao de que as condi¢des de aquisicdo usadas nas duas experiéncias
onde se impds um caudal de 0,10 mL/min na bomba de seringa ndo estavam corretas foi obtida
quando se analisou as imagens adquiridas. Efetivamente, verificou-se que as particulas
fluorescentes tinham um deslocamento inferior a 25% as dimensdes da Al evidenciando que o
tempo entre pulsos deveria ter sido superior.

Assim, decidiu-se realizar uma nova experiéncia, aumentando o caudal de escoamento da dgua
cinco vezes em relacdo ao usado anteriormente ¢ otimizando devidamente as condi¢des de
operacgdo do sistema de micro-PIV. Na Tabela 13 encontram-se as condi¢des otimizadas e que
foram usadas na aquisi¢do das imagens com o sistema de micro-PIV, sendo que a suspensao
das particulas tracadoras utilizada foi a mesma das experiéncias anteriores.
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Tabela 13 - Condig¢6es usadas na aquisi¢do das imagens com o sistema de micro-PIV nos ensaios realizados com o canal de acrilico e onde
se impds um caudal de escoamento de 0,50 mL/min na bomba de seringa.

Tempo entre pulsos 1000 ps
Trigger rate 6 Hz
Poténcia do laser High

Energia do laser 700 mJ
N° imagens adquiridas 100

Os ensaios desta nova experiéncia foram realizados nos mesmos planos de focagem que os
anteriores (descritos na Tabela 10), mas decidiu-se adquirir imagens para além dos 0,910 mm.
Na Figura 41 encontra-se o mapa de vetores obtido para o ensaio 14, onde o deslocamento da
objetiva foi de 0,910 mm. O valor do Scale Factor para estes ensaios foi de 0,1057. Mais uma
vez a diregdo y traduz a direcdo do escoamento da 4gua no microcanal.
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Figura 41 - Mapa de vetores obtido para o ensaio realizado com o canal de acrilico onde se imp6s um caudal de escoamento de 0,50
mL/min na bomba de seringa e o deslocamento da objetiva foi de 0,910 mm.

O mapa de vetores da Figura 41 apresenta, como seria de esperar, vetores de velocidade com
um comprimento maior, em particular na regido central do canal. Isto provavelmente deve-se
ndo so ao facto de o caudal imposto na bomba seringa ser agora cerca de cinco vezes superior,
mas também por o tempo entre pulsos do laser ter sido ajustado para as condi¢des usadas. O
tempo entre pulsos ¢ um pardmetro muito importante a ter em conta na técnica de micro-PIV e,
como foi discutido anteriormente, condiciona a qualidade dos resultados obtidos.
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Os valores do caudal obtido por integragdo numérica e pela velocidade média de escoamento
para os ensaios estao representados na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores do caudal obtidos por integragdo numérica e pela velocidade média de escoamento para a experiéncia realizada com
um caudal de 0,5 mL/min.

D Caudal obtido Caudal obtido .
Ensaio eslgcamento do or integracdo ela velocidade Desvio
revolver (mm) P grac peta . percentual
(mL/min) média (mL/min)

11 0,880 0,115 0,119 3,49%
12 0,890 0,118 0,123 3,89%
13 0,901 0,121 0,125 3,28%
14 0,910 0,124 0,127 2,31%
15 0,992 0,132 0,135 2,46%
16 1,092 0,146 0,150 2,76%
17 1,292 - - -

No ultimo ensaio, onde o deslocamento do revolver foi de 1,292 mm, nao foi possivel obter o
perfil de velocidade e, consequentemente determinar o caudal de escoamento, devido a falta de
qualidade do mapa de vetores (como sera esclarecido na andlise da Figura 43).

Por analise da Tabela 14 verifica-se que os valores do caudal obtidos pelos dois métodos podem
ser considerados semelhantes, sendo o desvio percentual entre eles sempre menor do que
4,00%. E ainda possivel constatar que o valor do caudal determinado aumenta com o
deslocamento do revélver, o que estd de acordo com o que foi discutido anteriormente e pode
ser observado na Figura 42.

Na Figura 42 encontra-se a representacdo grafica dos perfis de velocidade obtidos para os 16
ensaios efetuados, onde se pode constatar que o fluido se encontra a escoar em regime laminar
e que a velocidade aumenta a medida que se vai aumentando o deslocamento da objetiva.
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Figura 42 - Comparagao dos perfis de velocidade obtidos para os 16 ensaios realizados com o canal de acrilico onde se imp6s um caudal
de escoamento de 0,50 mL/min na bomba de seringa.

A aquisicao de imagens para além do plano de focagem das experiéncias anteriores demonstrou
que a velocidade maxima de escoamento continuou a aumentar (como se verifica na Tabela 14
e na Figura 42). No entanto, o que por um lado sugere que ainda nao se estaria a adquirir
imagens no eixo do canal (e por isso, dever-se-ia ter continuado a deslocar a objetiva), por
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outro, verificou-se que a qualidade das imagens (e consequentemente, dos mapas de vetores),
diminuiu significativamente a medida que se avangou no plano de focagem, sugerindo que o
plano de focagem ja se encontrava fora do canal. Na Figura 43 encontram-se representados os
mapas de vetores dos dois ultimos ensaios, onde o deslocamento da objetiva foi de 1,092 mm
e 1,292 mm, respetivamente. Mais uma vez, a dire¢do y traduz a dire¢do do escoamento da dgua
no microcanal.

AR LA AR KR AR SRR R AR FAR AR ARR A VARR] PRI ge gm R AT AR A (ARRREA Rt RARRE AR RARRRECENRRNE
sV T I T e e g beres e = s P Rt T O e
R R A R A AR RRR AR AR AR EAR AR N RN AR R e LR N R RN A SRR AR R A AR AR A RN R A AR AR R AR FRA RN RN A
R R A A e AR AR RSN AR A R RE AR A SRR R R ERRRRNEN R A R AR A A T AR A I R I AR A R AR ER A RRE R SRRy
L N R A TR R R R AR AT AR A U AR E R R I A A R AR I AR R AL AR AR oo
R R LA LA B R R L LA Y T AT A R RL SRR PR PR T e S R e s
R AR R R R AR AR R RN AR AR F RN R LA AR RO Y] R ARt A R A A AR A AR A AR AR AR AR TN URES RE S RAYF AR ERERRETEASN
AR A R R A R R A R R (A R R ERN VPR e s [E R R A AR R AR AR R R AR AR R AR AR A RARARR A FRARARERTY ERRSAREERN I
R R R R AR SRR RARARRRRAY SR D CRS A EEA BTN R L R SR AR R R EA R A RRRN RIS R A DRSS FRRR RS -~
OO e T e P b eeraniene s IR N N R AR RS AR A AR A AR R AR AR PR T EA R AP AR KRR
sttt o T R s ! LR AR E S AR EAA R AR AR AR ERRNARARRARRERR IRRERARRREEDS 1
AR R A AR AR A AR AR AR A R A A R S A KRR AR RPN A LR R SRR AR A SRR AR R AR RROR A AR ERTaRYS
ottt o b EER PR HU I I e T Db s 1o RN R R AR A AR AR RAA AR RN AR A AR RN NN D RE A IR R R TR

R R RN R A AR A RN A AR AR E AR RN RN RS R ] o SRR NN R R S R AR AR A R AR AR AR N R AN A E AR AR A RERRRRRARE R

GO T I I Dttt e T R R RS RN AR R AR R R A RER AR E R I RS A RRRE RS
R A R R AR R AR AR AR A4 A RS A A LA AR R ERR TR RRARER ' e TR TR
ceenne R R AR R RS AR AR R AR AR AR A SRR RO s RS RN R TR R AR RA N AR A A R AU AT RAR T ERR RN RESEARERYERNEES
----- R R A R A A N AR T EA N TR R KR TAARARRAN [ DR R AR AR R AR AR EAR AR R R A ARRRR A RAR R RA AN R

coee T I I e e AR R A R A AR AR R A R RR R RARRAR AR RFARARRRRREY
------- T I I O o (R RN AR A A A RA RO R AR AR RO R EAR RO AR RN RRR ARRRER N ERRRRREES
R R R AR A R RR N PR R AR AR A R AR roen AR A RA RN AR SRR ARRRRRARA R RTRARERS EARRRRRERERNE
R R R R A LA R A R A AR R AR AR A RR RS ERCNNENAERRNR Ry Y| I RN R R R a RN R AR AR A R AR AR AR ARR A EA R ARARER AN

----- R LR R R R AR AR AR LR AR A KR EARR LA AR AR KA RN R RN AR A AR A A RRR A RN AR AT REF RN ERRAENT RS
y R R A R R R R AR A TR R AR A ETRR KRR 4 RN R AR AR A AR ERANA R AR IR ISR RRRA A FERRRRRRIVAE i
L R R A KRR R A A TR AR R AR AR YRR IR IAREE R SR AR SRR R A A AR A ERA RN ARR A ARARER AR R A RARRER AR TR
P A VT Mtoresi s T [EAIIEEIRERIRARE .

S m o (b)

Figura 43 - Mapa de vetores obtido para a experiéncia realizada com o canal de acrilico onde se impds um caudal de escoamento de 0,50
mL/min na bomba de seringa e o deslocamento da objetiva foi de (a) 1,092 mm e (b) 1,292 mm.

Por analise da Figura 43, e comparando com a Figura 39, verifica-se que a qualidade do mapa
de vetores diminuiu significativamente. O facto de a maioria dos vetores do mapa se
encontrarem sem sentido fez com que nao fosse possivel tragar o perfil de velocidades do
escoamento e, consequentemente, determinar o caudal de escoamento.

Tal como se pode verificar através da analise da Tabela 14, os valores do caudal obtidos por
integragdo e pela velocidade média de escoamento ndo correspondem ao caudal imposto na
bomba (0,50 mL/min). Analisando a Tabela 12 e Tabela 14 verifica-se que, tanto na experiéncia
onde se impds um caudal na bomba de 0,10 mL/min como na de 0,50 mL/min, os valores do
caudal obtidos por integracdo numeérica do perfil de velocidades estdo afetados de um erro de
valor semelhante. Isto ¢, em ambas, o valor do caudal obtido por integracao ¢ cerca de 5 vezes
menor do que o caudal imposto. Esta andlise fez com que surgisse a hipotese de que estas
determinagdes pudessem estar afetadas pelo facto de o indice de refragdo do material do canal
(acrilico) ser diferente do indice de refragcdo do fluido em escoamento (a agua).

Posto isto, achou-se que seria vantajoso encontrar um fluido que tivesse o0 mesmo indice de
refracdo que o acrilico e voltar a reproduzir as experiéncias. Se o valor do caudal determinado
nestas novas experiéncias correspondesse ao caudal imposto na bomba, significaria que as
medi¢des anteriores estavam, de facto, afetadas de um erro devido a diferenga do indice de
refracdo entre os dois meios. Sentiu-se alguma dificuldade em encontrar o fluido indicado para
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esta finalidade, ndo s6 porque teria que possuir um indice de refrag¢do igual ao do acrilico, mas
também porque, devido as dimensdes do canal, ndo podia ter uma viscosidade elevada. Depois
de uma fase de pesquisa e de avaliacdo de varios potenciais fluidos para esta aplicacao,
verificou-se que uma solu¢do de iodeto de zinco com uma concentracao de 61,8 % (w/w) era a
que indicava ter um indice de refra¢do de 1,49, tal como o acrilico (Budwig, 1994; Hendriks,
et al., 1982). No entanto, a data em que se escolheu seguir este procedimento, verificou-se que
0 reagente necessario, o iodeto de zinco, ndo se encontrava disponivel no ISEC, pelo que se
procedeu a sua requisicao. Entretanto, como as objetivas de menor ampliagao (de 2,5% e 5%) ja
se encontravam disponiveis para serem integradas no trabalho experimental, pensou-se que
seria possivel obter a conclusdo pretendida utilizando o canal de PDMS e fazendo escoar uma
solugdo com o mesmo indice de refracdo do material.

4.3. Canal de PDMS

Tal como aconteceu com o canal de acrilico, quando se iniciaram as experiéncias com o canal
de PDMS houve necessidade de se otimizar as condigdes para aquisicdo das imagens do
escoamento a usar no sistema de micro-PIV, assim como de localizar o plano de focagem que
corresponderia ao eixo do canal. Utilizando como fluido uma solucdo aquosa de dimetil
sulfoxido, DMSO, a 52% (w/w), com indice de refrag¢do igual ao do PDMS, possiveis distor¢des
oOticas causadas pela existéncia de dois meios com indice de refragao diferente (o canal e o
fluido em escoamento) seriam evitadas. O fluido apresenta, ainda, propriedades fisicas
semelhantes as do sangue ¢ o caudal imposto para a circulagdo através do canal de PDMS foi
de 15,0 mL/min (cerca de 10% do caudal da artéria corondria esquerda (Ramanathan, et al.,
2005)), devido as limitagdes oferecidas pelo circuito disponivel para o escoamento do fluido e
relativas a propria bomba seringa disponivel. Depois de varias tentativas, verificou-se que as
condi¢des descritas na Tabela 15 eram as que mais se adequavam para a aquisi¢ao das imagens
com a técnica de micro-PIV, utilizando o canal de PDMS e o caudal de escoamento imposto ao
fluido.

Tabela 15 - Condigdes usadas na aquisi¢cao das imagens com o sistema de micro-PIV nos ensaios realizados com o PDMS e onde se impds
um caudal de escoamento de 15,0 mL/min na bomba de seringa.

Tempo entre pulsos 300 ps
Trigger rate 6 Hz
Poténcia do laser High
Energia do laser 700 mJ
N° imagens adquiridas por ensaio 100

As condigdes de operagdo foram otimizadas de forma a fazer cumprir as duas regras
fundamentais da técnica de micro-PIV, ja referidas anteriormente: existirem cerca de 5
particulas por Al e estas apresentarem um deslocamento de aproximadamente 25% da Al entre
cada par de imagens (frames) adquiridas.

Com o objetivo de tentar localizar o plano do eixo do canal de PDMS, fez-se deslocar a objetiva
em pequenos incrementos (de cerca de 0,02 mm), apds a focagem da face inferior da placa que
contém o canal, e procedeu-se a aquisicao de imagens com a obten¢do dos mapas de vetores e
dos respetivos perfis de velocidade. Apos a localizagdo do eixo do canal (onde se registou a
velocidade méxima), realizaram-se mais cinco ensaios: dois acima do plano de focagem do eixo
do canal, um no eixo e dois abaixo do eixo do canal, sendo, no total, o deslocamento do revolver
de 0,08 mm. Na Tabela 16 encontram-se os planos de focagem onde foram realizados os
ensaios.
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Tabela 16 - Plano de focagem do microscépio em cada ensaio, contabilizado apds a focagem da face inferior da placa do microcanal de

PDMS.
Ensaio Deslocamento do revolver (mm)

1 1,500

2 1,502

3 1,504

4 1,506

5 1,508

O tratamento efetuado as imagens adquiridas foi descrito anteriormente no Capitulo 3, na
seccao 3.4.2.. Para a obtencdo dos mapas de vetores, o algoritmo que se mostrou mais vantajoso
foi o average correlation, aplicado com areas de interrogagdo de 32 x 32 pixéis € com uma
sobreposi¢do (overlap) de 50% nas duas diregdes (x e y). O valor do scale factor para estes
ensaios foi de 0,3876. Na Figura 44 encontra-se o mapa de vetores correspondente ao eixo do
canal, onde o deslocamento da objetiva foi de 1,504 mm (ensaio 3) e onde a dire¢do do

escoamento ¢ traduzida por y.
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Figura 44 - Mapa de vetores obtido para o
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ensaio realizado com o canal de PDMS onde se impds um caudal de escoamento de 15,0

mL/min na bomba de seringa e para um deslocamento do revélver de 1,504 mm.
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Mais uma vez, foi utilizada a funcionalidade do software vector map, no mapa de vetores, pelo
que, apenas ¢ representado um em cada seis vetores, do mapa de vetores original, na dire¢do y.
A partir do mapa de vetores € possivel obter o perfil de velocidade, para diferentes valores de
v, do escoamento do fluido e averiguar qual a variagdo da velocidade ao longo do didmetro do
canal. Na Figura 45 encontra-se a representacao dos perfis de velocidade para o ensaio realizado
no eixo do canal em diferentes cotas de y.
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Figura 45 - Representagao do perfil de velocidade para diferentes valores de y para o ensaio realizado com o canal de PDMS, onde se
impds um caudal de escoamento de 15,0 mL/min na bomba de seringa e o deslocamento da objetiva foi de 1,504 mm.

Por anélise da Figura 45 verifica-se que os perfis de velocidade obtidos para os diferentes
valores de y do mapa de vetores para 0 mesmo ensaio sdo praticamente coincidentes, o que
indica que o fluido se encontrava em escoamento permanente, tendo-se verificado o mesmo
para os restantes planos de focagem onde se realizaram os ensaios. Na Figura 46 encontram-se
representados os perfis de velocidade obtidos para os 5 ensaios, onde cada um deles resulta da
média do perfil de velocidade tragado para as diferentes cotas de y do mapa de vetores.
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Figura 46 - Comparagao dos perfis de velocidade para os cinco planos de focagem, entre 1,500 mm e 1,508 mm, obtidos com o canal de
PDMS, onde se impds um caudal de escoamento na bomba seringa de 15,0 mL/min.

Analisando a Figura 46, verifica-se que a velocidade de escoamento nestes ensaios ¢ muito
semelhante, o que se deve ao facto de se ter deslocado o revolver em incrementos muito
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reduzidos (de 0,02 mm). Na Figura 47 representou-se o perfil de velocidade parabolico
esperado para o regime laminar (numa forma adimensionalizada) juntamente com os perfis de
velocidade anteriores (Figura 46) depois de normalizados pelo valor maximo observado para a
velocidade. A linha vermelha (a cheio) representa o perfil de velocidades tedrico normalizado
para um regime de escoamento laminar. Da analise desta representagdo ¢ possivel verificar que
as medigoes foram efetuadas proximas do eixo do canal e que o fluido se encontrava a escoar
em regime laminar.
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Figura 47 - Comparagao dos perfis de velocidade normalizados para os cinco planos de focagem, entre 1,500 mm e 1,508 mm, obtidos
com o canal de PDMS, onde se imp&s um caudal de escoamento na bomba de seringa de 15,0 mL/min, com o perfil de velocidade
tedrico do regime laminar.

Na Tabela 17 encontram-se os valores do caudal calculados por integragdo numérica e pela
velocidade média de escoamento, para os cinco ensaios, onde se imp0s um caudal na bomba de
seringa de 15,0 mL/min.

Tabela 17 - Valores da determinagdo do caudal volumétrico por integragdo numérica e pela velocidade média de escoamento nos ensaios
realizados com o canal de PDMS e onde impds um caudal de escoamento na bomba de seringa de 15,0 mL/min.

Deslocamento Caudal obtido (ejfl;szio(z:ki)gsge Desvio
Ensaio do revolver por integracao p L 4 1
(mm) (mL/min) medlg percentua

(mL/min)

1 1,500 15,388 16,616 7,68%

2 1,502 15,587 16,775 7,34%

3 1,504 15,768 17,045 7,79%

4 1,506 15,667 16,888 7,49%

5 1,508 15,638 16,888 7,68%

Por analise da Tabela 17, verifica-se que para ambos os métodos, o caudal teve um valor
maximo quando o deslocamento do revélver foi de 1,504 mm, tal como j& foi discutido
anteriormente. Os valores do caudal obtidos por integragdo e pela velocidade média podem ser
considerados semelhantes, sendo o desvio percentual entre eles sempre menor do que 8,00%.
Este desvio pode ser justificado devido a existéncia de uma ligeira assimetria dos perfis de
velocidade relativamente ao esperado teoricamente, tal como se verifica na Figura 47.

Em ambas as determinacdes o caudal obtido ¢ semelhante ao que foi imposto na bomba (15,0
mL/min), o que levou a concluir que a hipotese colocada anteriormente (na sec¢do 4.2), de que
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as medicdes estavam afetadas de distor¢des Oticas devido a diferenca de indice de refragdo entre
os dois meios (o canal e o fluido), era legitima.

4.3.1. Afericdo da reprodutibilidade da técnica de micro-PIV na caracterizacdo do

escoamento

De forma a validar os resultados obtidos na experiéncia anterior, apresentados na Tabela 17, e
avaliar a reprodutibilidade da técnica, decidiu-se repetir a experiéncia anterior por mais duas
vezes. Na Figura 48 encontram-se os perfis de velocidade obtidos para os trés ensaios onde o
plano de focagem foi o eixo do canal, ou seja, quando se deslocou o revolver de 1,504 mm.
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Figura 48 - Comparagao dos perfis de velocidade de trés experiéncias realizadas em iguais condigdes, com o canal de PDMS, para o plano
de focagem do eixo do canal, 1,504 mm, onde se impds um caudal de escoamento de 15,0 mL/min na bomba de seringa.

Os perfis de velocidade apresentados na Figura 48 e que foram extraidos dos mapas de vetores
resultantes dos trés ensaios realizados nas mesmas condi¢des, para o mesmo valor de y, sdo
praticamente coincidentes, o que indica a existéncia de reprodutibilidade entre as trés
experiéncias. Na Tabela 18 encontram-se os valores determinados para o caudal de escoamento,
quer por integragdo numérica, quer através da velocidade média para o escoamento, para os
cinco ensaios das trés experiéncias realizadas nas mesmas condigoes.

Tabela 18 - Valores da determinagdo do caudal volumétrico por integragdo numérica e pela velocidade média de escoamento para as trés
experiéncias realizadas em iguais condigdes e onde se impéds um caudal de escoamento na bomba de seringa de 15,0 mL/min.

Experiéncia 1 Experiéncia 2 Experiéncia 3

1 1 1
' Deslocamento othiac;f;lor obfizl;dgela ol:i?(lil(??)lor ob?i?ilj')d;ela oth?clilcjiglor ob?iiil;dSela
Ensaio do (rrc;:/ri’)ll)ver integracao Veflgﬁzde integracao velﬁzgzde integracdo Velggﬁzde
(mb/min) | miny | I miny | @YW G min)

1 1,500 15,388 16,616 14,767 16,344 14,729 16,431

2 1,502 15,587 16,775 14,848 16,390 14,907 16,629

3 1,504 15,768 17,045 14,789 16,567 14,976 16,746

4 1,506 15,670 16,888 14,767 16,479 15,240 16,896

5 1,508 15,638 16,888 14,268 15,991 14,966 16,774

Para quantificar a dispersdao dos resultados obtidos para o caudal de escoamento da solucao
aquosa de DMSO a partir das trés experiéncias realizadas nas mesmas condi¢des, foram
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determinados dois parametros estatisticos, o desvio padrdo e o coeficiente de varia¢do, que
estdo indicados na Tabela 19.

Tabela 19 - Valores de desvio padrdo e variancia para o caudal volumétrico (determinado por integragdo numérica e pela velocidade média
de escoamento) entre as trés experiéncias realizadas em iguais condi¢6es e onde se imp6s um caudal de escoamento na bomba de seringa
de 15,0 mL/min.

Caudal obtido por Caudal obtido pela
integragao (mL/min) velocidade 'medla
(mL/min)
Ensaio Deslocamento do Desvio Coeﬁgiente de Desvio Coeﬁqiente de
revolver (mm) Padrio variagao Padrao variagao

1 1,500 0,370 2,47% 0,139 0,84%

2 1,502 0,410 2,72% 0,194 1,17%

3 1,504 0,519 3,42% 0,242 1,44%

4 1,506 0,452 2,97% 0,239 1,42%

5 1,508 0,685 4,58% 0,488 2,95%

Através da andlise da Tabela 18 ¢ possivel verificar que na repeti¢do 2 o caudal de escoamento
ndo apresenta o valor maximo para o mesmo plano de focagem quando ¢ calculado por
integracdo numérica do perfil de velocidade ou pela velocidade média para o escoamento. No
entanto, a diferenga entre o deslocamento do revolver para as duas situacgdes referidas ¢ muito
pequena, sendo de apenas 0,002 mm. Este valor de 0,002 mm traduz também, de uma forma
geral, a diferenca entre o deslocamento do revélver que foi observada para focar o eixo do canal
entre as varias repeti¢des.

A dispersao de resultados em torno da média do caudal obtida nas trés repeticdes da experiéncia,
e traduzida pelo desvio padrao na Tabela 19, é pequena e, em termos percentuais, relativamente
ao valor médio, ndo representa mais do que 4,58%. Esta andlise indica uma boa
reprodutibilidade entre os resultados obtidos nas trés experiéncias realizadas com este
equipamento em condi¢des semelhantes, pelo que, a metodologia implementada na preparagao
e execucao das experiéncias, assim como no tratamento das imagens adquiridas com vista ao
mapa de vetores, parece ser eficaz.

4.3.2. Ainfluénciado indice de refracdo nas medicbes

Como tinha sido referido no capitulo 2, nomeadamente na sec¢ao 2.3.2, na técnica de micro-
PIV utiliza-se uma iluminagao por volume. Neste tipo de iluminagdo, todas as particulas que se
encontram no interior do canal sao iluminadas, independentemente de estarem focadas ou nao.
Consequentemente, toda a sec¢do do canal ¢ iluminada, fazendo com que a concavidade das
paredes seja evidente nas imagens adquiridas, dificultando a identificagdo dos limites da parede
do canal nas imagens adquiridas. Para além disso, a quantificagdo de distancias junto da parede
do canal estardo afetadas deste efeito de distor¢ao otica. Uma forma de colmatar este problema
¢ utilizar um fluido com o mesmo indice de refracdo do material do canal.

Na Figura 49 encontra-se uma imagem com um canal de PDMS, fornecido por Costa (2016),
onde se colocou uma gota da solugdo de DMSO a 52% (w/w). Para ser visivel a distor¢ao
referida devido a curvatura da parede do canal este foi colocado sobre uma folha com uma
escala milimétrica. Na zona onde se encontra a gota da solu¢do de DMSO (circulo a vermelho)
como existe semelhanca do indice de refracao entre o canal de PDMS e a solu¢ao de DMSO, a
escala milimétrica ndo sofre distor¢do devido a curvatura das paredes do canal. Contudo, nas
zonas do canal de PDMS onde no seu interior existe ar, um meio com indice de refragao distinto
do PDMS, ¢ notdria a distor¢do das linhas da escala milimétrica, o que sera responsavel por
erros ao quantificar distancias.
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Figura 49 - Canal de PDMS onde se colocou uma porgdo da solucdo de DMSO a 52% (w/w) para evidenciar o efeito do indice de refragio.

Foram, entdo, adquiridas imagens no plano de focagem do centro do canal de PDMS, com as
mesmas condi¢des de aquisi¢do, mas com fluidos em escoamento diferentes. Duas destas
imagens estao apresentadas na Figura 50, sendo que em (a) o fluido utilizado foi a 4gua e em
(b) a solugao de DMSO a 52% (w/w). Como na imagem obtida com 4gua a escoar no interior
do canal de PDMS, os dois meios possuem indices de refragdo diferentes, embora o contraste
dos tons de cinzento seja maior junto dos limites da parede existe uma grande dificuldade na
identificacdo de qual a localizagdo que traduzird o seu limite devido a reflexos, para além de
existirem os efeitos de distor¢ao ja referidos. Na imagem obtida com a solugdo de DMSO a
52% (w/w) em escoamento, a identificagdo dos limites do canal ¢ feita com maior seguranca e
a quantificacdo do deslocamento das particulas fluorescentes nao esta afetado do efeito de
distor¢do otica ja que os dois meios (fluido e canal) possuem o mesmo indice de refragdo.
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(a) (b)

Figura 50 - Imagens da aplica¢do da técnica de micro-PIV adquiridas com o canal de PDMS (a) com agua e (b) com uma solu¢do de DMSO
a52% (w/w).

A andlise da Figura 49 e da Figura 50 parece corroborar o que foi verificado ao longo do
desenvolvimento deste trabalho, relativamente a forma como o valor da velocidade de
escoamento obtido pela técnica de micro-PIV ¢ afetado pela diferenca do indice de refracdo
entre o fluido e o material do canal onde se encontra em escoamento. Para confirmar e garantir
a grandeza do efeito da diferenca do indice de refracdo entre os dois meios seria necessario
realizar mais ensaios com o canal de PDMS e a solugao aquosa de DMSO a 52% (w/w) impondo
caudais volumétricos diferentes na bomba de seringa, assim como, usar outros pares de meios
com indices de refragdo idénticos.
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5. Conclusao

O trabalho apresentado teve como objetivo a caracterizacdo do escoamento de um fluido com
propriedades fisicas (massa volumica e viscosidade) semelhantes a do sangue em canais retos
de sec¢do circular com dimensdes proximas das veias. A técnica (Otica ndo intrusiva) de
visualizacdo usada para o desenvolvimento deste estudo foi a velocimetria por imagem de
microparticulas (micro-PIV).

Na primeira fase do trabalho experimental, onde se realizou a familiarizacdo com o
equipamento e técnica de micro-PIV, foi possivel tirar algumas conclusdes no que diz respeito
as medi¢des e ao tratamento das imagens obtidas. Através dos resultados obtidos nos ensaios
onde se controlou o caudal por diferenga de alturas entre a superficie livre do liquido de duas
seringas, concluiu-se que, a limpeza adequada de todo o material e um reduzido tempo de
duragdo da actividade experimental, constituem um fator determinante na qualidade das
imagens.

Para além disso, concluiu-se da importancia de otimizar as condi¢des de aquisicdo sempre que
ha alteragdo das condi¢des de operagdo, isto porque nos ensaios onde o tempo entre pulsos do
laser ndo foi otimizado, as particulas ndo se deslocaram 25% da 4rea da Al e por essa razao os
vetores do mapa revelaram-se pouco definidos.

Em todos os ensaios realizados, da analise e comparacao dos perfis de velocidades medidos
com o perfil de velocidade parabolico esperado para o regime laminar, numa forma
adimensionalizada, concluiu-se que o fluido se encontrou a escoar em regime laminar e que as
medic¢des foram efetuadas em planos proximos do eixo do canal. Em todos os ensaios onde se
impds um caudal de escoamento na bomba de seringa, verificou-se que os perfis de velocidade
obtidos para diferentes valores de y (dire¢ao do escoamento) dentro do mesmo ensaio sao muito
semelhantes, concluindo-se que o fluido se encontrou a escoar em regime laminar e permanente.

Através da realizacdo de trés ensaios repetidos, onde se obtiveram imagens para 0s mesmos
planos de focagem e se mantiveram constantes todas as condig¢des de aquisi¢cdo, constatou-se
que os resultados obtidos foram reproduzidos, sendo a dispersao de resultados em torno da
média do caudal obtida nas trés repeticdes da experiéncia, em termos percentuais, inferior a
4,58%. Esta andlise indica uma boa reprodutibilidade entre os resultados obtidos nas trés
experiéncias realizadas com este equipamento em condi¢des semelhantes, pelo que, a
metodologia implementada na preparagdo e execugdo das experiéncias, assim como no
tratamento das imagens adquiridas com vista ao mapa de vectores foi eficaz. Com isto conclui-
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se que existe a possibilidade de reprodutibilidade entre experiéncias realizadas no equipamento
de micro-PIV.

Averiguou-se ainda a influéncia do indice de refracdo nas medi¢des, tendo-se chegado a
conclusdo que nas medigdes onde o indice de refragdo do fluido que se encontra em escoamento
¢ diferente do indice de refragdo do material do canal, estas vém afetadas de um erro que se
deve ao fenémeno de refragdo da luz que atravessa dois meios diferentes. E possivel detetar
este erro aquando da integracao numérica dos perfis de velocidade, pois, quando se trata de
indices de refraccdo diferentes entre os dois meios (canal e fluido), o caudal obtido nao
corresponde ao caudal que foi imposto na bomba de seringa.

No entanto, para se confirmar e garantir a grandeza do efeito da diferenca do indice de refracao
entre os dois meios seria necessario realizar mais ensaios com o canal de PDMS e a solucao
aquosa de DMSO a 52% (w/w), impondo caudais volumétricos diferentes na bomba de seringa.
Outra forma seria estudar o mesmo fendmeno mas com o canal de acrilico, utilizando a solugao
de iodeto de zinco a 61,8% (w/w), tal como foi proposto no Capitulo 4, uma vez que esta tem
um indice de refracao idéntico ao do acrilico.
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Anexos






Anexo A - Calibragcédo dos botées do microscépio

A calibracao dos botdes do microscopio permite encontrar uma relagdo entre as voltas dadas
nos botdes e o deslocamento do revolver. No manual do microscopio € dada a informagao de
que 35 voltas do botdo micrométrico correspondem ao deslocamento maximo do revolver (da
posi¢cdo mais baixa a mais elevada), que ¢ de 7 mm. Manuseando o botdo do microscopio
verificou-se que 1 volta do botdo macrométrico equivale a 10 voltas do botdo micrométrico.
Através desta andlise conclui-se que cada volta do botdo micrométrico equivale a um
deslocamento de 0,2 mm (= 7 mm/350) e, sabendo que cada volta corresponde a 100 divisoes,
cada divisao equivale a 0,002 mm.

A calibracao foi efetuada de duas formas, a primeira onde se utilizou o canal de acrilico que foi
fornecido pelo fabricante do equipamento (apresentado na Figura 19 - (a) e de caracteristicas
descritas na Tabela 8), e a segunda onde foi utilizado um comparador, que mediu diretamente
o deslocamento do revolver enquanto se manuseou os botdes. Dentro da ultima, foram
utilizados dois comparadores, o primeiro com uma resolugdo as centésimas (modelo 543-682
da marca Mitutoyo com uma resolugdo de 0,01 mm) e o segundo com uma resolugdo as
milésimas (modelo ID-C112B da marca Mitutoyo com uma resolucao de 0,002 mm).

Os valores lidos no comparador com resolucao as centésimas para as diferentes voltas durante
a calibracdo do botdo micrométrico encontram-se indicados na Tabela Al.

Tabela Al - Numero de voltas dadas no parafuso micrométrico e respetivos valores lidos no comparador (com resolugdo as centésimas),

no sentido descendente e ascendente.

Sentido descendente .
VAR - Sentido ascendente
(da posi¢do maxima para a posicao o S
- (da posi¢do minima para a posi¢cdo maxima)
minima)
Ne° de Valor lido Diferenca N° de voltas Valor lido Diferenca (mm)
voltas (mm) (mm) (mm)
Posicao 6,66 34 0,07 0,13
inicial
1 6,47 0,19 33 0,20 0,20
2 6,27 0,20 32 0,40 0,18
3 6,07 0,20 32 0,58 0,19
4 5,88 0,19 31 0,77 0,19
5 5,68 0,20 30 0,96 0,19
6 5,48 0,20 29 1,15 0,19
7 5,29 0,19 28 1,34 0,20
8 5,09 0,20 27 1,54 0,19
9 4,89 0,20 26 1,73 0,19
10 4,69 0,20 25 1,92 0,20
11 4,50 0,19 24 2,12 0,19
12 4,30 0,20 23 2,31 0,18
13 4,12 0,18 22 2,49 0,19
14 3,92 0,20 21 2,68 0,19
15 3,73 0,19 20 2,87 0,19
16 3,53 0,20 19 3,06 0,19
17 3,32 0,21 18 3,25 0,20
18 3,12 0,20 17 3,45 0,19
19 2,93 0,19 16 3,64 0,19
20 2,74 0,19 15 3,83 0,20
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21 2,54 0,20 14 4,03 0,19
22 2,35 0,19 13 4,22 0,19
23 2,15 0,20 12 4,41 0,19
24 1,96 0,19 11 4,60 0,19
25 1,76 0,20 10 4,79 0,19
26 1,56 0,20 9 4,98 0,19
27 1,35 0,21 8 5,17 0,19
28 1,16 0,19 7 5,36 0,19
29 0,97 0,19 6 5,55 0,19
30 0,78 0,19 5 5,74 0,19
31 0,58 0,20 4 5,93 0,19
32 0,40 0,18 3 6,12 0,19
33 0,20 0,20 2 6,31 0,19
34 0,07 0,13 1 6,50 0,13
Média 0,19 0,19

Os valores lidos no comparador com resolugdo as milésimas para as diferentes voltas durante a
calibra¢ao do botao micrométrico encontram-se indicados na Tabela A2.

Tabela A2 - Numero de voltas dadas no parafuso micrométrico e respetivos valores lidos no comparador (com resolugdo as milésimas),

no sentido descendente e ascendente.

Sentido descendente
(da posicdo maxima para a posi¢édo

Sentido ascendente
(da posicdo minima para a posi¢do maxima)

minima)
Ne° de Valor lido Diferenca NC de voltas Valor lido Diferenca (mm)
voltas (mm) (mm) (mm)
Posicao 3,311
inicial

1 3,448 0,137

2 3,638 0,190

3 3,829 0,191

4 4,018 0,189 PoSIgo 3,320 0,145
5 4,201 0,183 31 3,465 0,195
6 4,395 0,194 30 3,660 0,193
7 4,584 0,189 29 3,853 0,200
8 4,778 0,194 28 4,053 0,189
9 4,976 0,198 27 4,242 0,199
10 5,163 0,187 26 4,441 0,199
11 5,352 0,189 25 4,640 0,196
12 5,544 0,192 24 4,836 0,206
13 5,733 0,189 23 5,042 0,196
14 5,915 0,182 22 5,238 0,205
15 6,100 0,185 21 5,443 0,188
16 6,293 0,193 20 5,631 0,194
17 6,483 0,190 19 5,825 0,195
18 6,680 0,197 18 6,020 0,197
19 6,871 0,191 17 6,217 0,201
20 7,054 0,183 16 6,418 0,197
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Sentido descendente
(da posicdo maxima para a posicao

(da posi¢do minima para a posi¢cdo maxima)

Sentido ascendente

minima)

N° de Valor lido Diferenca N® de voltas Valor lido Diferenca (mm)

voltas (mm) (mm) (mm)
21 7,248 0,194 15 6,615 0,205
22 7,435 0,187 14 6,820 0,199
23 7,618 0,183 13 7,019 0,197
24 7,809 0,191 12 7,216 0,203
25 7,999 0,190 11 7,419 0,191
26 8,193 0,194 10 7,610 (a)
27 8,379 0,186 9 8,012 0,2
28 8,568 0,189 8 8,212 0,201
29 8,759 0,191 7 8,413 0,192
30 8,933 0,174 6 8,605 0,195
31 9,121 0,188 5 8,800 0,198
32 9,310 0,189 4 8,998 0,193
33 9,496 0,186 3 9,191 0,197
34 9,686 0,190 2 9,388 0,196
35 9,829 0,143 1 9,584 0,193

Média 0,189 0,197

(a) - valor desprezado por se encontrar em incoeréncia com os restantes.
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Anexo B - Dimensdes do canal de acrilico

O canal de acrilico foi fornecido pelo fabricante do equipamento de micro-PIV, a Dantec
Dynamics, cujas dimensdes se encontram na Figura 1B.

Figura 1B - Dimensdes do canal de acrilico.

i
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Anexo C - Determinac¢do do caudal volumétrico por medi¢cdo experimental

Determinou-se o caudal volumétrico experimental equivalente a diferenca de altura de 10 cm
entre a superficie livre do liquido no interior de duas seringas através da contabilizagdo do

tempo necessario para a obtencio de um volume de 1 cm? recolhido numa proveta graduada de

SmL com uma incerteza de 0,1 mL.

Tabela 1C - Determinagdo do caudal volumétrico por medi¢ao experimental.

Volume recolhido

Tempo (min)

Caudal (cm®/min)

Caudal médio

(cm?) (cm®/min)
3,00 0,333
1,0 3,17 0,315 0,337
2,75 0,364

Da andlise da Tabela 1C verifica-se que o caudal volumétrico obtido por medi¢ao experimental

¢ de 0,337 mL/min.
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Anexo D - Calibragc&o da bomba de seringa

Antes de realizar as medi¢des foi efetuada a calibragdo da bomba de seringa. Para este fim,
encheu-se a seringa com agua destilada e impos-se diferentes caudais na bomba, recolhendo-se
o volume numa proveta e anotando o tempo que esta demorou a encher. Para os caudais menores
(de 0,180 mL/min a 0,220 mL/min) utilizou-se uma seringa de 20 mL e uma proveta de 10,0
mL e para os caudais mais elevados (de 14 mL/min a 16 mL/min), uma seringa de 100 mL e
uma proveta de 25,0 mL. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 1D.

Tabela 1D - Calibrag¢do da bomba de seringa.

Caudal imposto | Volume recolhido | Tempo total Caudal Caudal médio
(mL/min) (mL) (min) (mL/min) (mL/min)

2,8 14,2 0,197

0,180 3,5 16,1 0,218 0,205
3,0 15,0 0,200
2,0 9,8 0,205

0,200 3,0 14,6 0,205 0,204
2,5 12,3 0,203
2,3 10,4 0,221

0,220 4,1 18,6 0,220 0,221
3,7 16,8 0,221
20,9 1,33 15,675

15,000 17,0 1,08 15,692 15,675
19,0 1,22 15,616
20,0 1,42 14,118

14,000 19,0 1,35 14,074 14,074
21,0 1,50 14,000
20,8 1,27 16,421

16,000 20,9 1,28 16,286 16,286
25,0 1,55 16,129
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