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RESUMO

MATSUMI, Carlos Toshiyuki. Geracao e caracteriza¢do de microbolhas monodispersas
com revestimento lipidico utilizando dispositivos de entroncamento microfluidicos. 2018. 100
f. Tese de Doutorado — Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Elétrica e Informatica In-
dustrial, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2018.

Atualmente existe um crescente interesse na utilizacdo de microbolhas em varios
campos da medicina, farmacologia e quimica, bem como na industria de alimentos. Existem
diversas técnicas utilizadas para a producéo de microbolhas monodispersas, como por exemplo,
a atomizacdo eletro-hidrodindmica coaxial (CEHDA), os métodos de insonacdo e 0s
dispositivos microfluidicos. Algumas destas técnicas requerem procedimentos de seguranca
durante a aplicacdo de campos elétricos intensos (por exemplo, CEHDA) ou equipamentos de
microlitografia macia para a producdo de dispositivos microfluidicos que necessitam de sala
limpa e ambiente controlados, evitando a contaminacdo no processo de microlitografia dos
dispositivos. Os dispositivos de entroncamento microfluidicos possuem a menor taxa de
dispersdo do tamanho das microbolhas geradas, em comparacdo as técnicas de Insonacgédo e
CEHDA. Este trabalho apresenta o processo de geracdo das microbolhas com revestimento
lipidico, pelo método de entroncamento de canal T- Junction, utilizando micropipetas de uso
clinico inseridas em dispositivos microfluidicos desenvolvidos por impressora 3D, onde foram
geradas microbolhas de tamanhos variados em relacdo as diferentes micropipetas utilizadas
durante os experimentos. Os diametros das microbolhas geradas foram de 16,55 um a 57,70
um, conforme a micropipeta utilizada, e indice de polidispersidade (PDI) proximo de 1%. Com
estes resultados foi possivel elaborar uma curva caracteristica relacionando o didmetro da
micropipeta em funcdo do didmetro da microbolha a ser gerada, por intermédio de um
polindmio de 22 ordem. Os resultados foram comparados a outras pesquisas que utilizaram a
matriz lipidica como revestimento e ar como fase gasosa da microbolha. O erro percentual ficou
entre 2,75% e 6,62% e erro absoluto entre 0,11 um e 4,64 um. De acordo com a curva
caracteristica elaborada, o dispositivo microfluidico possibilita a producdo de microbolhas de
tamanhos adequados a utilizagdo para uso clinico, utilizando micropipeta com didmetro interno
inferior a 3 um. Na continuidade deste trabalho foram realizados estudos da geragdo de
microbolhas em elevada taxa de fluxo do liquido e fluxo do géas e da estabilidade da microbolha
devido a alteracdo do revestimento (6leo de girassol e emulsificante) em diferentes proporcdes
de massa e a associacdo de emulsificantes. A taxa de produgdo de microbolhas foi de 1800
bolhas por segundo, com didametro médio de 42,8 um e indice de polidispersidade de 3%. Para
a andlise da estabilidade, foi possivel mensurar o aumento da estabilidade pela associacdo de
diferentes emulsificantes na camada de revestimento. A estabilidade obtida ficou compreendida
entre 10 s a 900 s para uma microbolha com didmetro inicial de aproximadamente 25 pm.

Palavras-chave: dispositivos de entroncamento microfluidicos, microbolhas, micropipetas,
estabilidade de microbolhas.



ABSTRACT

MATSUMI, Carlos Toshiyuki. Generation and characterization of lipid-coated mono-
disperse microbubbles using microfluidic junction devices. 2018. 100 f. Doctoral thesis — Gra-
duate Program in Eletrical and Computer Engineering, Federal University of Technology Pa-
rand. Curitiba, 2018.

There is a growing currently interest in the use of microbubbles in various fields of
medicine, pharmacology and chemistry, as well as in the food industry. There are several tech-
niques used for the production of monodisperse microbubbles, such as coaxial electro-hydro-
dynamic atomization (CEHDA), insonation methods and microfluidic devices. Some of these
techniques require safety procedures during the application of intense electric fields (eg
CEHDA) or soft microlithography equipment for the production of microfluidic devices, which
require a clean room and controlled environment, avoiding the contamination in the microli-
thography process of the devices. The microfluidic trunking devices have the lowest dispersion
rate of microbubble size generated, compared to the Insonation and CEHDA techniques. This
work presents the process of generation of lipid-coated microbubbles by the T-junction channel
junction method using clinical-use micropipettes inserted into microfluidic devices developed
by a 3D printer, where microbubbles of different sizes were generated in relation to the different
micropipettes used during the experiments. The diameters of the microbubbles generated were
16.55 um at 57.7 um, according to the micropipette used, and polydispersity index close to 1%.
With these results it was possible to elaborate a characteristic curve relating the diameter of
the micropipette as a function of the diameter of the microbubble to be generated, by means of
a 2nd order polynomial. The results were compared to other studies that used the lipid matrix
as coating and air as the gas phase of the microbubble. The percentage error was between
2.75% and 6.62% and absolute error between 0.11 um and 4.64 um. According to the elabora-
ted characteristic curve, the microfluidic device allows the production of microbubbles of sizes
suitable for clinical use, using a micropipette with internal diameter of less than 3 um. In the
continuity of this work, studies were carried out on the microbubble generation at high liquid
flow rate and gas flow and microbubble stability due to alteration of the coating (sunflower oil
and emulsifier) in different mass proportions and the association of emulsifiers . The microbu-
bble production rate was 1800 bubbles per second, with an average diameter of 42.8 um and a
polydispersity index of 3%. For the stability analysis, it was possible to measure the increase
in stability by the association of different emulsifiers in the coating layer. The stability obtained
was between 10 s and 900 s for a microbubble with an initial diameter of approximately 25 um.

Keywords: Microfluidic junction devices, microbubbles, micropipettes, microbubble stability.
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1 INTRODUCAO

Atualmente existe um crescente interesse na utilizacdo de microbolhas (bolhas com di-
ametro entre 1 a 1000 um) em varios campos da medicina, farmacologia e quimica, bem como
na industria de alimentos. O tamanho das microbolhas varia de acordo com a sua aplicacéo, por
exemplo, no tratamento da agua, sdo necessarias microbolhas de 10 a 100 um (TEMESGEN et
al., 2017). Para a utilizacdo em tratamentos médicos, imagens diagnosticas e como agentes car-
readoras de genes e fA&rmacos as microbolhas devem possuir dimensdes abaixo de 10 um, ge-
ralmente entre 2 a 8 um para nio ocasionar embolia pulmonar (WHEATLEY; SCHROPE;
SHEN, 1990; MACE et al., 2011; CHEN; HWANG, 2013; SONG et al., 2013; KIM et al.,
2014; ERRICO et al., 2015; KANG et al., 2015a; HWANG et al., 2016; JU et al., 2016; BEZ
etal., 2017).

Existem diversos tratamentos terapéuticos utilizando as microbolhas como agente tera-
péutico, como por exemplo, na entrega de oxigénio, na dissolucdo de coagulos, na permeacao
temporaria da barreira hematoencefalica e regeneragdo dssea (TRUBESTEIN et al., 1976;
TACHIBANA; TACHIBANA, 1995; MANALIGOD et al., 2000; CUIGNET; BAELE, 2002,
MOLINA et al., 2006; CHO et al., 2016; BEZ et al., 2017; SAMIOTAKI et al., 2017).

No tratamento terapéutico convencional do cancer, € necessaria uma concentragéo ele-
vada de farmacos ministrada de maneira sistémica, ocasionando muitas vezes, efeitos colaterais
indesejaveis (LINDNER; KAUL, 2001; SAPRA; ALLEN, 2003). Métodos de tratamentos al-
ternativos, como a utilizacdo de microbolhas como agentes carreadores de farmacos para a en-
trega localizada, possibilita a entrega com concentracdo necessaria na regido de interesse do
tratamento, minimizando o efeito toxico da substancia biologicamente ativa (farmacos) nas cé-

lulas saudaveis o que leva a diminuicao dos efeitos colaterais (STRIDE, 2009).

As microbolhas sdo compostas por nlcleo gasoso e uma camada externa de revesti-
mento que pode ser constituida por diversos materiais, incluindo albumina humana, fosfolipi-
dios, surfactantes e outros compostos (WHEATLEY; SCHROPE; SHEN, 1990; GRINSTAFF;
SUSLICK, 1991; BORDEN; LONGO, 2002; SIRSI; BORDEN, 2012; CHEN et al., 2014). A
camada externa (revestimento das microbolhas) constituida por lipidios possui caracteristicas
importantes como a biocompatibilidade e a ecogenicidade. O processo de producéo do reves-
timento lipidico é mais simples, quando comparado ao revestimento por polimero
(BANERJEE, 2001; BORDEN; LONGO, 2002; EDWARDS; BAEUMNER, 2006).
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Existem diversas técnicas para a geracao de microbolhas. Dentre elas, as técnicas mais
utilizadas, incluem a insonacéo, a atomizacéo coaxial eletrohidrodinamica (CEHDA) e os dis-

positivos de entroncamento microfluidicos (STRIDE, 2009).

A técnica de insonacdo, mostrada na Figura 1 (a), envolve a utilizagdo de ultrassom de
alta intensidade para produzir microbolhas em uma suspenséo de liquido contendo um deter-
minado polimero ou surfactante que adere sobre a superficie das microbolhas formando estru-
turas estaveis, utilizando o ar ou outro gas como componente gasoso (PODELL et al., 1999;
LEE et al., 2003). A distribuicdo do tamanho das microbolhas depende da frequéncia, da inten-
sidade e do regime de pulso do ultrassom. Devido a ndo existéncia de uma teoria simples que
relacione estas variaveis, o protocolo de fabricacéo é realizado de modo empirico (SUSLICK;
GRINSTAFF, 1990).

A Figura 1 (b) apresenta a técnica da atomizacdo coaxial eletrohidrodindmica
(CEHDA). Esta técnica possui procedimentos mais complexos no processo de fabricacdo das
microbolhas comparados as técnicas de entroncamentos e insonagdo, mas, possibilita a fabrica-
cdo de multicamadas de revestimento (AHMAD et al., 2008). Sua configuracdo é baseada na
existéncia de dois canais coaxiais concentricamente alinhados, sendo que o canal interno € per-
corrido por um gas e o canal externo por uma emulsdo de propriedade conhecida. Um campo
elétrico é aplicado entre o canal externo e uma base coletora aterrada, com intensidade sufici-
ente para ultrapassar o limiar da tensdo superficial do liquido, formado um cone a partir do
bocal do canal de onde emerge um jato muito fino. Esse jato rompe-se formando gotas associ-
adas as microbolhas. A geragdo continua e uniforme das microbolhas depende da combinacao
do ajuste dos parametros do fluxo do gas, fluxo do liquido, campo elétrico aplicado, viscosidade
e tensdo superficial do liquido (KIM; KIM, 2011).

Outra técnica utilizada na geracdo de microbolhas tem como base os dispositivos mi-
crofluidicos de entroncamento, mostrada na Figura 1(c). Estes dispositivos sdo capazes de gerar
microbolhas monodispersas com taxas de dispersao menores comparadas as técnicas de inso-
nacdo e CEHDA. Na configuracdo do dispositivo em T-Junction, dois canais sdo dispostos per-
pendicularmente e convergem para um ponto comum. Um dos canais é alimentado pela fase
liquida e o outro pela fase gasosa. Devido a instabilidade da interface entre gas e liquido, ocorre
0 processo denominado de estrangulamento no ponto de encontro dos canais, levando a geracao
das microbolhas (PANCHOLI et al., 2008; PANCHOLI; STRIDE; EDIRISINGHE, 2008).

Dependendo da rapidez do estrangulamento (processo pelo qual pode ser realizado al-
terando a vazao da fase liquida e da fase gasosa) pode-se produzir microbolhas com tamanhos
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diferentes. O processo de estrangulamento para gerar as microbolhas depende diretamente da
composicao da fase liquida, da composicéo do gas, da pressao, da viscosidade da fase liquida e

principalmente da largura do canal de alimentacdo da fase gasosa (FU et al., 2009).

Bomba de Seringa
N2 01 Ne 02

Fontede Alta Tensdo

Ultrassom /7(\
11 © ) \

Fase Liquida “=— =@ ®ee0e

L \ I[I )

Base Coletora Fase Gasosa

(@) (b) (c)
Figura 1 - Técnicas de geragdo de microbolhas. (a) insonacao, (b) CEHDA e (c) entroncamento T-
Junction.
Fonte: Autoria prépria.

De acordo com Stride e Edirisinghe (2008, 2009), a técnica T-junction pode gerar mi-
crobolhas em uma Unica etapa, com coeficiente de variagdo (indice de polidispersidade) em
torno de 1,0%, com menores custos operacionais (STRIDE; EDIRISINGHE, 2008, 2009). O
indice de polidispersidade (PDI) é definido pela razéo entre o desvio padréo e o didmetro médio
em percentual (PARHIZKAR; STRIDE; EDIRISINGHE, 2014).

Uma caracteristica importante para a modalidade de entrega de farmacos é a uniformi-
dade da populacdo das microbolhas, pois a ecloséo desta, para a liberacdo do farmaco ou gene
na regido de interesse depende da aplicacdo de um campo ultrassénico incidente, numa deter-
minada frequéncia de ressonancia (cavitacdo) que depende de maneira quase direta ao seu dia-
metro (STRIDE; EDIRISINGHE, 2008; STRIDE, 2009).
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1.1 OBJETIVOS

O presente trabalho apresenta a técnica de geracdo de microbolhas monodispersas atra-

veés de dispositivos microfluidicos hibridos de entroncamento de canal T-junction, tendo como

objetivo o desenvolvimento de um aparato de geragdo de microbolhas e dispositivos microflu-

idicos de baixo custo, producéo de microbolhas em elevada taxa de fluxo de liquido e gas e

reducdo do diametro da microbolha gerada pela técnica T-junction para valores proximos do

tamanho para uso clinico.

Dentro do objetivo geral proposto, tém-se os seguintes objetivos especificos:

Projetar e fabricar dispositivos microfluidicos de entroncamento de canal utili-
zando a técnica de impressédo 3D, para a inser¢éo de micropipetas de uso clinico
na geracdo de microbolhas monodispersas;

Realizar experimentos com o dispositivo de entroncamento microfluidico,
usando diferentes modelos de micropipetas, investigando a eficacia na producéo
de microbolhas monodispersas e estabelecer uma curva de estimativa do diame-

tro da micropipeta em fungéo do diametro da microbolha gerada;

Analisar a relagdo linear da produgdo de microbolhas referente & vazéo da fase
gasosa e vazdo da fase liquida do dispositivo de entroncamento microfluidico.

Avaliar o desempenho do dispositivo microfluidico na capacidade de producgéo
de microbolhas em alta taxa de fluxo de liquido e gas.

Realizar experimentos para estudar a estabilidade das microbolhas, alterando a
composicao da fase dispersa da emulsdo composta por 6éleo de girassol (matriz
lipidica) e emulsificante polisorbato 80 (Tween™ 80) em diferentes percentuais

e pela associacao de diferentes emulsificantes.

1.2 JUSTIFICATIVA

Nos estudos realizados por Aradjo et al. (2012), foi desenvolvido um dispositivo micro-

fluidico de entroncamento de canal T-junction, utilizando a técnica de impressdo 3D, com ca-

pacidade de gerar microbolhas de diametros de 73,7 um, utilizando micropipetas de diametro

interno de 70 um, com indice de polidispersidade de 0,4%, sendo produzido um total de 52

microbolhas isoladas e taxa de producéo de 13 microbolhas por secundo. A Figura 2, mostra o
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dispositivo desenvolvido por Araudjo e colaboradores (ARAUJO; SCHNEIDER; MORALES,
2012; ARAUJO, 2013).

53 mm
. ID=1mm o -
- 3
— [ = . -
5 mm <—T—|D=-4_oo pm
o \ s
‘ I5 — Micropipeta "%
LE] e
(a) (b)

Figura 2 — Dispositivo microfluidico. Onde: (a) apresenta o projeto com as especificagdes técnicas
e (b) imagem do dispositivo microfluidico desenvolvido.
Fonte: Adaptado de Aradjo et al. (2012).

O didmetro das microbolhas geradas nos experimentos de Aradjo et al. (2012), possui
dimensGes de aproximadamente 7,5 vezes acima do uso clinico e baixa taxa de produ¢éo, com-
parada as técnicas T-junction de dispositivos desenvolvidos por microlitografia suave, onde a
taxa de producio é cerca de 1000 microbolhas por secundo (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et
al., 2015). Em gerac¢des em alta taxa de microbolhas para uso clinico, o didmetro deve compre-
ender a faixa de 2 a 8 um e o indice de polidispersidade das microbolhas abaixo de 5%
(HETTIARACHCHI et al., 2007; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2015).

Devido a estas necessidades, a proposta deste trabalho foi desenvolver um dispositivo
microfluidico de entroncamento de canal T-junction, com capacidade de gerar microbolhas de
menor tamanho, estabelecer uma curva de estimativa do didmetro da micropipeta em funcdo do
didametro da microbolha gerada, para producdo de microbolhas de dimensdes de uso clinico
(menores que 10 um) e taxa de producdo semelhante as técnicas T-junction de dispositivos

desenvolvidos por microlitografia suave.

1.3 ESTRUTURA DO TRABALHO

Neste trabalho, os capitulos foram estruturados em um total de sete, sendo separados
por assuntos. Desta forma, este primeiro capitulo, designado de introducdo, traz uma contextu-
alizacdo das microbolhas e aplicacGes terapéuticas, as técnicas de geracdo mais utilizadas. Além
disso, foram apresentados os objetivos e as justificativas desta pesquisa.

O segundo capitulo apresenta uma revisdo tedrica da microbolha como carreadora de
farmacos e genes, tratamentos terapéuticos com o uso das microbolhas, estabilidade, a micro-

fluidica aplicada na geracdo e as técnicas de geracdo mais utilizadas.
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No terceiro capitulo € mostrado a infraestrutura, instrumentacéo utilizada neste trabalho
e os procedimentos experimentais desenvolvidos.

O quarto capitulo trata da discussao e os resultados obtidos na caracterizacdo da geracao
das microbolhas conforme o modelo de micropipeta utilizada, na geragdo de microbolhas em
alta taxa de producdo e a estabilidade da populagéo das microbolhas com a alteragé@o do reves-
timento.

O quinto capitulo aborda a conclusao, ressaltando a contribuicéo deste trabalho na ca-
racterizacdo da geragéo de microbolhas pela técnica de entroncamento de canal, utilizando dis-
positivos microfluidicos hibridos, na geracdo de microbolhas em alta taxa de producédo e da
caracterizacdo da estabilidade da populacdo das microbolhas com a alteracdo do revestimento.
Apresenta também, a continuidade do trabalho.

O sexto capitulo aborda os trabalhos futuros a serem desenvolvidos, para o aprimora-
mento da técnica de impressdo 3D aplicada em dispositivos microfluidicos na geracdo de mi-
crobolhas.

Por fim, o sétimo capitulo apresenta os artigos publicados.
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2 REVISAO TEORICA

Atualmente existe um crescente interesse na utilizacdo de microbolhas (bolhas com di-
ametro entre 1 a 1000 pm) em varios campos da medicina, farmacologia e quimica, bem como
na industria de alimentos. As aplicacfes sdao completamente dispares, como a aeracdo da agua
e o tratamento de residuos, cultivo de algas em larga escala, o0 aprimoramento da sensacao cre-
mosa dos produtos dietéticos entre outros exemplos de aplicagbes (FISCHER et al., 2009;
ZIMMERMAN et al., 2009; TERASAKA et al., 2011). O tamanho das microbolhas varia de
acordo com a sua aplicagdo, por exemplo, no tratamento da &gua, sdo necessarias microbolhas
de 10 a 100 um (TEMESGEN et al., 2017).

A utilizacdo do ultrassom na obtencao de imagens médicas para diagnostico se popula-
rizou devido a baixa invasividade, capacidade de diagndstico em tempo real e baixo custo ope-
racional comparado a tomografia computadorizada (TC) e a ressonancia magnética nuclear
(RMN) (NOMIKOU; MCHALE, 2010).

A imagem por ultrassom é frequentemente usada para avaliar e diagnosticar muitos tipos
de érgdos, tecidos moles e fluxo sanguineo. As principais aplica¢@es clinicas de imagens de
ultrassom sdo a cardiologia (abdominal, tireoide, coracdo e vasos sanguineos) e obstetricia,
principalmente para o diagndstico de varias doencas, incluindo tumores (STRIDE; SAFFARI,
2003). Com o avango técnico da ultrassonografia, outras aplicagcdes surgiram, tais como, ima-
gem cerebral, imagens de fusdo, biofisica celular e tratamentos terapéuticos diagndsticos (the-
ragnosis) (LEE et al., 2011; MACE et al., 2011; MONTILLA et al., 2013; SONG et al., 2013;
KIM et al., 2014; ERRICO et al., 2015; KANG et al., 2015a, 2015b; HWANG et al., 2016;
YOON et al., 2016; JU et al., 2016). Nestes procedimentos, utilizam-se agentes de contraste
ampliando o uso do ultrassom em novas aplica¢des clinicas. Entre os varios agentes de contraste
disponiveis, as microbolhas foram utilizadas como agente de contraste nas imagens de ultras-
som e também em tratamentos terapéuticos diagnosticos (BLOMLEY et al., 2001). A melhoria
nas imagens é devido ao aumento dos ecos produzidos pelas microbolhas, uma vez que, pos-
suem caracteristicas acusticas diferentes do meio circundante, realgando a imagem ultrassono-
grafica (MILLER; NANDA, 2004).

As diretrizes para o uso clinico de agentes de contraste aplicados em humanos foram
revisadas e discutidas pelo Comité de Seguranca do uso de agentes de contraste (Contrast Media
Safety Committee — CMSC) da Sociedade Europeia de Radiologia Urogenital (European Soci-
ety of Urogenital Radiology — ESUR) e no 11° Simpésio Europeu de Radiologia Urogenital em
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Santiago de Compostela, Espanha em 2004, onde poucos produtos foram aprovados para uso
clinico, e somente os agentes de contrate utilizando microbolhas foram aprovados (JAKOBSEN
et al., 2005).

21 MICROBOLHAS

As microbolhas sdo compostas por um nucleo gasoso (ar, nitrogénio, perfluorobutano,
entre outros) revestido por uma camada externa de albumina humana, lipidios, surfactantes,
polimeros, proteinas entre outros (WHEATLEY; SCHROPE; SHEN, 1990; GRINSTAFF;
SUSLICK, 1991; BORDEN; LONGO, 2002; CUIGNET; BAELE, 2002; GARG; THOMAS;
BORDEN, 2013; CHEN et al., 2014; SONG et al., 2015). A Figura 3 mostra a composi¢do da
microbolha e farmaco em seu interior com o revestimento por polimero e por revestimento de

matriz lipidica e surfactante.

e Farmaco
(a) Microbolha com revestimento de (b) Microbolha com revestimento
polimero lipidico + surfactante

Figura 3 - Revestimentos de microbolhas, (a) Microbolha com revestimento de polimero e (b) Mi-
crobolha com revestimento de matriz lipidica e surfactante.
Fonte: Autoria propria.

A camada externa lipidica (revestimento lipidico) possui caracteristicas importantes
como a biocompatibilidade, a ecogenicidade e processo de producdo mais simples, quando
comparadas ao revestimento por polimeros (BORDEN; LONGO, 2002; UNGER et al., 2004).
Outra caracteristica importante do revestimento lipidico ¢é a possibilidade de formar micelas e
lipossomas, capazes de agregar ou encapsular substancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, devido a
sua propriedade anfifilica (moleculas que apresentam caracteristicas hidrofilicas e hidrofdbi-
cas). Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos sao muitos utilizados na
entrega de farmacos e genes (BANERJEE, 2001; EDWARDS; BAEUMNER, 2006).

Os surfactantes (tensoativos ou emulsificantes) séo substancias que alteram as proprie-
dades interfaciais e superficiais de um liquido diminuindo a tensdo superficial entre eles
(FAROOK et al., 2007). Essas substancias possuem uma estrutura composta por uma parte

polar (hidrofilica) e uma parte apolar (hidrofobica) e por apresentarem uma regido hidrofébica
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e outra regido hidrofilica estas estruturas sdo conhecidas como substéancias anfifilicas. A Figura

4 apresenta esta estrutura.

Extremidade Hidrofébica (apolar)

Extremidade Hidrofilica (polar)
Figura 4 - Estrutura de um tensoativo anfifilico.
Fonte: Autoria prépria.

As microbolhas utilizadas como agente terapéutico podem transportar farmacos ou ge-
nes de diferentes maneiras. A Figura 5 apresenta os diversos meios de transporte de farmacos
utilizando as microbolhas: (a) farmacos podem encontrar-se no interior das microbolhas asso-
ciados ao gas; (b) farmacos podem unir-se @ membrana interna que envolve a microbolha; (c)
farmacos podem ser parte integrante da membrana externa que envolve a microbolha; (d), far-
macos podem ainda se associar a lipossomas, unindo-se eletrostaticamente na camada externa

da microbolha.

e Farmaco 4 Lipossoma

(a) (b) © (d)

Figura 5 - Modos de transportes de farmacos (a) no interior da microbolha, (b) unidos a mem-
brana interna, (c) na membrana externae (d) associado a lipossomas unidos na camada externa.
Fonte: Autoria prépria.

2.2 APLICACOES DAS MICROBOLHAS EM TRATAMENTOS MEDICOS

Nos tratamentos terapéuticos diagnosticos as microbolhas sdo utilizadas em conjunto
com o ultrassom (SONG et al., 2013; KIM et al., 2014). A aplicacdo dos pulsos ultrassénicos
nas microbolhas promove fenémenos fisicos conhecidos como cavitagdo e sonoporacao
(WALTON; SHOHET, 2009; SIRSI; BORDEN, 2012). A cavitacdo € um fenbmeno que en-
volve a oscilacdo das microbolhas pela aplicacdo de pulsos ultrassénicos, onde, podem ser es-
taveis e instaveis (WALTON; SHOHET, 2009).
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Na cavitacdo estavel, as microbolhas oscilam de forma linear, ou seja, sofrem contracéo
e expansdo uniforme, conforme os efeitos de compressdo e rarefacdo do pulso ultrassonico
(efeito ressonancia). Ao excitar a microbolha com pulso de maior intensidade, o encapsula-
mento que envolve a microbolha se romperd (cavitagdo instavel) (DAYTON et al., 1999; DE
JONG et al., 2000; MILLER; NANDA, 2004; TSUTSUI; XIE; PORTER, 2004; MEHIER-

HUMBERT et al., 2005). A Figura 6 apresenta o efeito de ressonancia nas microbolhas.
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Figura 6 - Representacdo do efeito de ressonancia nas Microbolhas. Expanséo e contracdo das mi-
crobolhas em sintonia com o periodo de rarefacdo e compressdo do sinal acustico.
Fonte: Autoria propria.

Durante a cavitacdo, as microbolhas estando proximas a uma membrana celular, podem
apresentar uma deformacéo ou fragmentacdo, aumentando a porosidade (permeacgéo) da mem-
brana. Este aumento de porosidade da membrana da célula por meio do ultrassom é conhecido
como sonoporagdo (TSUNODA et al., 2005; LIANG et al., 2010; KOOIMAN et al., 2011;
SIRSI; BORDEN, 2012; LENTACKER et al., 2014).

A Figura 7 apresenta os efeitos da cavitagdo e sonoporagdo com o uso das microbolhas
mediada por ultrassom, onde se mostra a eclosdo da microbolha liberando o agente farmacold-

gico carreado e a permeacdo na membrana celular.
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Transdutor
Lo Campo ultrassinice

@_‘ Farmace liberado

e apis eclosio
"

¢ ] ‘
. Somoporagio da membrama Ui} : " Ahsorcio localizada
celular e Y do firmaco

Membrana celular

Figura 7 - Campo ultrassonico aplicado sobre a microbolha. A microbolha é fragmentada por efeito
de cavitacao, liberando o fArmaco que € absorvido pelo tecido permeado.
Fonte: Adaptado de Lentacker (2009).

O mecanismo exato que envolve este processo ainda ndo é completamente compreen-
dido, mas se supdem que as microbolhas oscilantes induzam a cavitagdo, enquanto que as fra-
gmentacdes das microbolhas podem criar perfuracdes nas paredes da célula (TSUTSUI; XIE;
PORTER, 2004; MEHIER-HUMBERT et al., 2005).

Existem diversas aplicacOes terapéuticas com o uso das microbolhas mediadas por ul-
trassom, em grande parte, associadas a farmacos e aos fenémenos da cavitacao e sonoporagao.

As microbolhas podem ser utilizadas na entrega de oxigénio, onde o gas perfluorocar-
bono (PFC) é enriquecido com oxigénio, oferecendo mais oxigénio por unidade de volume do
gue os PFCs liquidos utilizados como substitutos do sangue (MANALIGOD et al., 2000;
CUIGNET; BAELE, 2002; UNGER; MCCREERY; WU, 2003; WOLF et al., 2008).

Desde a década de 70, Trubestein e colaboradores demonstraram a aplicacéo de ultras-
som de alta frequéncia na dissolucdo de trombos (codgulo sanguineo em veias) a administracdo
conjunta das microbolhas e farmacos tromboliticos mediados por ultrassom aumentam ainda
mais a capacidade na dissolucdo dos trombos (TRUBESTEIN et al., 1976; TACHIBANA;
TACHIBANA, 1995). Este efeito é em grande parte o resultado da cavitacdo de microbolhas,
que influenciam na destrui¢do do coagulo. Em outro estudo, Molina et al. (2006) mostraram
gue nos casos de acidente vascular cerebral, em pacientes com oclusédo da artéria cerebral média
(Middle Cerebral Artery - MCA) a utilizacéo de fa&rmacos associados a microbolhas e mediadas
por ultrassom, foram significativamente mais eficazes do que a utilizacdo do ultrassom e far-
macos apenas (MOLINA et al., 2006).

Outro exemplo seria a permeacdo temporaria da barreira hematoencefalica para a en-
trega de farmacos. A barreira hematoencefélica é composta de células endoteliais ligadas por
juncOes apertadas e responsavel pelo transporte seletivo de moléculas para o sistema nervoso

central (SNC), protegendo o cérebro de substancias externas como, por exemplo, 0s compostos
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toxicos ou agentes patogénicos (CORDON-CARDO et al., 1989; KINOSHITA et al., 2006). A
cavitacdo estavel é considerada o principal mecanismo de abertura da barreira. O estresse me-
canico e de cisalhamento, gerado pela cavitacdo estavel de microbolhas, aumenta a permeabi-
lidade das paredes dos vasos sanguineos no cérebro, resultando na reducéo de junc6es apertadas
entre as células endoteliais vasculares (YANG et al., 2008; TUNG et al., 2011; CHO et al.,
2016; SAMIOTAKI et al., 2017).

Outra modalidade de aplicacéo é a entrega de genes, como por exemplo, na regeneracao
Ossea. Os 0ssos fraturados sdo tratados com matrizes de colageno (proteina necessaria para
reconstrucdo 6ssea), que atraem as células-tronco e iniciam a reconstrucdo osséa. Em seguida
sdo inseridas microbolhas carreadas com genes, proporcionando a entrega destes nas células,
reduzindo as complicacdes durante o tratamento ortopédico e com propriedades biomecanicas
equivalentes aos enxertos 0sseos (BEZ et al., 2017).

O tratamento terapéutico convencional com a utilizacdo de farmacos utilizados de modo
sistémico no intuito de evitar ou inibir o crescimento e a disseminacao de células cancerigenas
(tumores) acarreta na toxicidade sistémica, resultando em citotoxidade para as células e tecidos
normais, causando efeitos colaterais. A limitacdo da quantidade do farmaco, concentragdo ou
da relacdo destas, requer procedimentos cumulativos da aplicagdo durante o tratamento, po-
dendo levar a metastases e 0 aumento da resisténcia da célula cancerigena contra os farmacos
(LINDNER; KAUL, 2001; SAPRA; ALLEN, 2003). A utilizacdo das microbolhas como mé-
todo de tratamento alternativo, possibilita a entrega de farmacos em quantidade e concentracdo
necessaria, numa determinada regido especifica, através do transporte do farmaco agregado na
microbolha, limitando a toxicidade de células e tecidos saudaveis fora desta regido, diminuindo
os efeitos colaterais e possibilitando uma melhor qualidade de vida aos pacientes durante o
tratamento (STRIDE; EDIRISINGHE, 2008; STRIDE, 2009).

Devido aos diferentes tamanhos de uma populacdo de microbolhas (CHIN; BURNS,
2000), assim como o efeito adicional da frequéncia, os limiares da poténcia do sinal acustico
nos fendmenos da cavitacdo ndo sdo precisos e variam entre os diferentes tipos de bolhas (com-
portamento esta diretamente relacionado as propriedades do gas e do encapsulamento utilizado)
0s processos que envolvem estes fendmenos nao sdo completamente compreendidos (DE JONG
et al., 2000).

Uma caracteristica importante para esta modalidade de entrega de farmacos é a unifor-
midade da populacdo das microbolhas. Como a frequéncia de ressonancia depende fortemente
do didmetro da microbolha (STRIDE, 2009), uma populacdo monodispersa responde melhor
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ao campo ultrassonico incidente, potencializando a liberagdo do farmaco no meio ao qual esta
dispersa.

As pesquisas de microbolhas estdo no centro das atencGes em imagens de ultrassono-
grafia e terapias diagnosticas devido ao seu contraste sensivel e a sua eficiéncia terapéutica. No
entanto, ainda existem limitagdes de estabilidade, causadas pela difusdo do gas central através
do revestimento. Muitos estudos estdo sendo realizados para superar esta limitacao, utilizando
materiais diversos na composi¢do da estrutura dos revestimentos, como por exemplo, o polie-
tilenoglicol (PEG) ou pela utilizacdo de gases de alta densidade (perfluorocarbonos) (SCHUTT
etal., 2003). A estabilidade do revestimento pode melhorar significativamente a funcionalidade
das microbolhas e as estratégias de aplicacdo terapéutica in vivo.

Atualmente, o tamanho das microbolhas é controlado por meio de varios métodos, in-
cluindo centrifugacéo e sistemas microfluidicos (HETTIARACHCHI et al., 2007; STRIDE;
EDIRISINGHE, 2008; FESHITAN et al., 2009; STRIDE, 2009). O tamanho da microbolha é
uma caracteristica que necessita intensa investigacdo, como por exemplo, a frequéncia de res-
sonancia para a cavitacdo (DE JONG; BOUAKAZ; FRINKING, 2002).

2.3 ESTABILIDADE DAS MICROBOLHAS

A estabilidade é a capacidade da microbolha se manter intacta, conservando o farmaco
para a entrega localizada desejada, pois, caso contrario, o farmaco pode ser liberado em local
aleatorio.

As microbolhas geradas sem encapsulamento adequado (sem revestimento polimérico
ou lipidico) possuem baixa estabilidade e se dissolvem de forma espontanea, quase imediata.
Esta situacdo é devido a tensdo superficial da interface entre gas e liquido. A tenséo superficial
(y) ocorre entre duas fases imisciveis, produzindo uma interface entre elas. A diferenca de pres-
sdo entre as fases resulta em uma curvatura, onde a pressao mais elevada esta no lado concavo
e a menor pressao esta no lado convexo. A queda de pressao através da interface da microbolha
é dada pela equacdo de Young e Laplace (BORDEN; QIN; FERRARA, 2009), como mostra a
equacdo (2.1).

AP=R P, =27/ 2.1)
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Onde: Pa é a pressdo ambiente, Py a pressédo interna da microbolha, y a tenséo superficial
e R o raio da microbolha. E necessério que haja uma barreira entre a interface gas - liquido
para impedir a perfusdo do gas.

O processo da estabilidade da microbolha é descrito pelo modelo proposto por Epstein-
Plesset, o qual pressupGe uma geometria da bolha perfeitamente esférica durante a dissolu-
¢do, no entanto, fornece informacdes Uteis para mostrar o efeito da estabilizacdo da microbo-
Iha, mostrado pela equacéao (2.2) (EPSTEIN; PLESSET, 1950).

ﬂ:K(C‘_Cs)BT[i+ L } (2.2)
W e LR
3R,

Onde: dr/dt representa a taxa de varia¢éo do raio da microbolha em relagao ao tempo,
é o coeficiente de difusividade do gés no liquido, ci a concentragdo inicial do gas numa solucao
gaés e liquido, cs a concentracdo do gas dissolvido na solugdo saturada para uma determinada
temperatura e pressdo, B € a constante universal dos gases perfeitos, T a temperatura, M a massa
molar do gas, Pa a pressao ambiente, ya tenséo superficial, Ro 0 raio inicial da bolha e t o tempo.

Conforme a equacdo (2.2), a taxa de variacdo do raio da microbolha (dr/dt) é direta-
mente proporcional a relacdo da diferenca da concentragdo de ci e ¢s (Ci— Cs), quanto menor for

a diferenca entre ci e Cs, menor sera a taxa de variacdo do raio. Outro fator que afeta a

estabilidade da microbolha é a difusividade efetiva da interface (k). As constantes k e y
dependem do gés e do liquido sob investigacdo e qualquer outro material presente no reves-
timento na superficie da microbolha, o que pode reduzir a tenséo superficial e diminuir signi-
ficativamente a perfusdo gas (BORDEN; LONGO, 2002). A taxa de variacdo do raio também
sera afetada pela temperatura e pressao na superficie.

Borden, Qin e Ferrara (2009) mostraram que o efeito da resisténcia de permeacéo
gasosa no involucro da microbolha € tanto maior quanto maior for a massa molar (M) da
fase gasosa, logo, conforme a equacdo (2.2), quanto maior for a massa molar, menor sera a
variacdo do raio da microbolha.

O aumento da estabilidade da microbolha pode ser feito utilizando gases com massa
molar maior, como por exemplo, o perfluorobutano (PFB) que possui uma resisténcia de per-
meacdo em relacé@o a agua de 100 vezes maior do que a resisténcia de permeacao do ar em um
mesmo meio (BORDEN; QIN; FERRARA, 2009).
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Outra maneira de aumentar a estabilidade é pela diminuicdo da perfusdo do gas com o
meio. Um encapsulamento adequado da microbolha por meio de revestimento polimérico ou
lipidico propicia a diminuicdo da perfusao do gas, melhorando a estabilidade das microbolhas
(UNGER et al., 2004). Nos encapsulamentos por matriz lipidica, os agentes emulsivos, respon-
saveis pela diminuicdo da tensdo interfacial entre dleo e &gua possuem um papel importante na
estabilidade das emulsdes, dependendo do agente emulsionante utilizado e das caracteristicas
fisicas da pelicula interfacial formada, a estabilidade da microbolha pode ser aumentada. Estu-
dos realizados por Shen et al. (2008) comprovam o aumento da estabilidade de microbolhas
revestidas com um emulsionante alimentar monostearina em combinagdo com estearato de po-
lietilenoglicol 40 (PEG40). Neste mesmo estudo, foram observados outros emulsionantes, que
ndo possibilitaram a formacdo de uma camada de revestimento adequada (SHEN; POWELL;
LONGO, 2008).

Para que a microbolha tenha uma estabilidade adequada para a entrega de farmaco, sem
que haja a sua eclosdo antecipada, a camada de revestimento deve possuir uma resisténcia es-
pecifica que minimize a tensdo superficial e simultaneamente resistir a permeacdo do gas, au-
mentando a estabilidade (BORDEN; QIN; FERRARA, 2009).

2.4 MICROFLUIDICA APLICADA NA GERACAO DE MICROBOLHAS

A Microfluidica surgiu no final da década de 1970, sendo parte da tecnologia de siste-
mas microeletromecénicos (Micro Electro Mechanical Systems - MEMS), e se apresenta como
uma grande ferramenta em areas como analises quimicas, biotecnologia e processos quimicos.
A microfluidica utiliza dispositivos capazes de processar pequenas quantidades de fluidos, per-
mitindo operac¢Bes continuas em uma Unica fase ou na formacéo de gotas (duas fases imisciveis)
(NGUYEN; WERELEY, 2006; WHITESIDES, 2006).

2.4.1 Sistemas microfluidicos

Os sistemas microfluidicos sdo constituidos de canais que podem variar de dezenas a
centenas de micrdometros, com geometrias diversas e podem ser microfabricados em substratos
como polimeros, silicio, metais, ceramicas e vidros (WHITESIDES, 2006; SACKMANN;
FULTON; BEEBE, 2014). Para obtenc&o de estruturas com dimensdes micrométricas, técnicas
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como fotolitografia, de corrosdo e de deposicdo de filmes sdo amplamente utilizadas
(WHITESIDES, 2006).

Nos sistemas microfluidicos, a producdo de emulsdes é o primeiro exemplo da aplicacéo
dos dispositivos para obtencao de particulas na microescala. As emulsfes sdo constituidas de
uma fase dispersas (gotas) em outra fase liquida imiscivel e sdo importantes na producéo de
cremes, encapsulacdo de reagentes e farmacos, entre outras aplicacfes (ENGL; BACKOQV;
PANIZZA, 2008). As emulsdes podem ser de camada simples ou dupla, e sua obtencdo nos
sistemas microfluidicos pode envolver processos passivos ou ativos. Nos processos ditos pas-
sivos, as gotas séo obtidas em funcédo da geometria dos microcanais e do controle dos fluxos da
fase continua e da fase dispersa. Por conta das caracteristicas dos fluidos e das condi¢des de
taxa de vazdo escolhidas, o fluxo disperso sofre constri¢do, quebrando em gotas por conta da
instabilidade na interface entre os dois fluidos. Nos processos ativos, a quebra da gota resulta
da atuacdo pneumatica, com uso de piezoelétricos ou ainda pelo uso de eletrodos, podendo gerar
gotas na escala micrométrica (ZHAO; MIDDELBERG, 2011).

Os fluidos, nesta escala micrométrica assumem um comportamento diferente do obser-
vado na escala macrométrica. Na microescala os fluidos podem ser estudados como fluxo mo-

lecular ou meio continuo.

Para 0 modo como fluxo molecular, o fluido pode ser considerado como um conjunto
de moléculas, podendo ser trabalhado de forma deterministica (mecénica newtoniana) ou pro-
babilistica (mecénica estatistica) (LIN; LEE, 2010).

No caso do fluido modelado como um meio continuo, ele pode ser caracterizado pelas
equacOes de Navier-Stokes (equacdes diferenciais que descrevem o escoamento de fluidos new-
tonianos) ignorando a sua natureza molecular, sendo descrito pelas variacBes espaciais e tem-
porais de densidade, velocidade, pressdo e temperatura. Nesta escala, os efeitos da gravidade e
da inércia sdo muito inferiores que aqueles causados pela superficie de contato e viscosidade,
0 que ndo ocorre na macroescala (BEEBE; MENSING; WALKER, 2002).

A viscosidade é a propriedade fisica que descreve o escoamento de um fluido, ou seja,
é a resisténcia que o fluido oferece a deformacéo por cisalhamento. Assim, fluidos mais visco-
sos necessitam de maior forga para se mover do que aqueles menos viscosos (STEFFE, 1996)
e dependem de alguns fatores de natureza fisico-quimica, tais como a temperatura (0 aumento
da temperatura diminui a viscosidade); a pressao (a viscosidade apresenta um aumento direta-

mente proporcional ao aumento da pressao); a taxa de cisalhamento (dependendo do material,
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a viscosidade pode aumentar ou diminuir conforme o aumento da taxa de cisalhamento) e o
tempo (a viscosidade varia com o tempo de atuacdo na deformacao em fluidos, cuja viscosidade
depende tanto do valor instantaneo como dos valores anteriores de tensdo de cisalhamento
(SCHRAMM, 1994).

O comportamento do escoamento de um liquido (descrito por Isaac Newton) apresenta
a tensdo de cisalhamento (forca aplicada) como uma relacdo direta da constante intrinseca de
proporcionalidade do gradiente de deformacéo (taxa de cisalhamento) e a resisténcia do fluido
(viscosidade). A Equacdo (2.3), mostra a relacdo deste comportamento de escoamento
(SCHRAMM, 1994).

T:nx;./ (2.3)

Onde: 7= tensdo de cisalnamento (Pa), y = taxa de cisalhamento (s) e n = viscosidade

(Pa.s).

Os fluidos podem ser classificados como newtonianos e ndo newtonianos. Para um flu-
ido newtoniano, a tensdo de cisalhamento é uma funcgdo linear da taxa de cisalhamento e a
constante de proporcionalidade para esta relacdo, # é chamada de viscosidade newtoniana
(SCHRAMM, 1994). Muitos fluidos sé@o newtonianos, como por exemplo, a agua, solventes,

Oleos vegetais e solugdes muito diluidas (STEFFE, 1996).

2.4.2 Comportamento dinamico de fluidos em microcanais

O regime de fluxo na escala micrométrica é caracteristicamente laminar e apresenta bai-
xos valores do nimero de Reynolds. O numero de Reynolds pode ser definido em trés regimes
de fluxo, sendo: laminar para o nimero de Reynolds com valor muito menor que 2000 (Re <<
2000), transitorio para valores de Reynolds entre 2000 e 4000 (2000 < Re < 4000) e turbulento
para valores de Reynolds maior que 4000 (Re > 4000) (TABELING, 2005). O numero de Rey-
nolds é definido pela equacdo (2.4).

_ VD,
n
Onde, p representa a densidade, V ¢ a velocidade média do fluxo no canal, Dn é o dia-

Re (2.4)

metro hidraulico do canal e # é a viscosidade dinamica do fluido.
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O diametro hidraulico (Dn) do canal é dado pela equagéo (2.5):

D, =4R, (2.5)
Onde, RH € o raio hidraulico, sendo para se¢es circulares R4 = Dc/4, onde Dc € o dia-
metro da secéo circular e para se¢des quadradas Rx = I/4, onde | € o comprimento de um lado

do quadrado.

Para numero de Reynolds menores que 1 (Re < 1) a dindmica do fluido em microcanais
é dominado pela forcga viscosa e pelo gradiente de pressédo, desse modo, os efeitos das forgas
inerciais sdo despreziveis (PARHIZKAR; STRIDE; EDIRISINGHE, 2014).

Outro parametro de grande importancia no estudo do comportamento dindmico de flui-
dos em microcanais é o nimero de capilaridade ou nimero capilar (Ca), que relaciona as forgas
viscosas (viscosidade) e a tensdo superficial que atua na interface entre dois liquidos imisciveis

ou entre um gas e um liquido. O namero capilar é definido pela equacdo (2.6).

ca=2 (2.6)
4

Onde, p representa a densidade da fase liquida, Ui a velocidade da fase liquida e y a

tensdo superficial entre as duas fases (liquida e gasosa).

Para numeros capilares muito menores que o valor unitario (Ca << 1), a interface da
bolha gerada mantém a sua forma, minimizando a sua area superficial de modo independente
do namero capilar (Ca), entretanto, a geometria do dispositivo desempenha um papel impor-
tante na dinamica de formacéo das microbolhas (GARSTECKI et al., 2006). Para valores de Ca
<< 1 o mecanismo de ruptura para a formagdo de microbolhas é conhecido como regime de

compresséao.

Guo e Chen (2009) desenvolveram um método de volume de fluidos (Volume of Fluid
Method - VOF) que simula os fluxos de géas e liquido em microcanais do dispositivo T-junction
e opera baseado no principio de que dois ou mais fluidos ndo sdo interpenetraveis (GUO;
CHEN, 2009).

Em 2006, Garstecki et al. demonstraram que a formacéo de microbolhas na regido de
entroncamento dos fluxos, em um sistema T-junction pode ser descrita utilizando uma equacéo
experimental. Neste regime, a dimensdo da microbolha (Db) € determinada através da equacao
(2.7) (GARSTECKI et al., 2006).
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&:1+a& (2.7)
W, Q.

Onde, W4 € a largura do canal da fase gasosa, Qc € a vaz&o da fase gasosa, QL € a vazéo

da fase liquida e & uma constante de proporcionalidade.

A constante de proporcionalidade («) depende das caracteristicas geométricas do dispo-
sitivo (o formato geométrico e comprimento dos canais), mas é quase independente das propri-
edades do fluido. Neste caso especifico, ao qual a largura do canal do gas é semelhante a largura
do canal do liquido, a assume valores na ordem das unidades (isto €, o varia de valores entre 1
a9) (GARSTECKI et al., 2006).

Diversos estudos sdo realizados para uma maior compreensdo dos principais mecanis-
mos que influenciam a dindmica de escoamentos bifésicos e das caracteristicas de transferéncia
de calor em microcanais, sendo que estes mecanismos dependem principalmente dos efeitos da
tensdo superficial e da viscosidade, diferentemente das forcas inerciais que preponderam nos
sistemas de escoamento em macroescala (GARSTECKI et al., 2004, 2006; XIONG; BAlI,
CHUNG, 2007; GUO; CHEN, 2009).

O estudo do comportamento dindmico de fluidos imisciveis em microcanais, para o re-
gime bifasico (gas e liquido), pode ser realizado por meio da caracterizacdo dos padrdes de
fluxo no &mbito qualitativo a partir de imagens e, no &mbito quantitativo, através da elaboragédo

dos mapas de regime de fluxo, a partir das velocidades superficiais da fase liquida (JL) e gasosa
(Ja).

Os principais padroes de fluxo no contexto qualitativo de escoamento bifasico (liquido
e gas) em processos adiabaticos para dutos horizontais sdo mostrados na Figura 8, sendo clas-
sificados em quatro regimes: estratificado, intermitente, anular e disperso (COLEMAN,;
GARIMELLA, 1999).
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ﬁ Regime o onete

Regime Intermitente Bolhas alongadas

Regime Intermitente Golfadas

Regime Anular Ondulado

Regime Anular

Regime Disperso Bolhas Padrao

i Regime Disperso o dispersas

Figura 8 - Padrdes de escoamento bifasico em dutos horizontais.
Fonte: Adaptado de Coleman e Garimella, 1999.

O regime estratificado pode ser liso ou ondulado, onde o estratificado apresenta peque-
nas flutuacdes na interface inferior do canal de conducdo. Este regime ocorre para vazdes do
gas mais elevado e baixa vazdo do fluxo de liquido.

O regime de fluxo intermitente apresenta um padrdo de bolhas alongadas (slugs) e gol-
fadas, ocorrendo geralmente para uma vazao do gés relativamente baixa no canal de conducéo,

para uma determinada vazao da fase liquida que mantém o canal preenchido.

O regime de fluxo anular é caracterizado por uma camada de liquido escoando de
forma continua nas paredes do canal de conducdo (pelicula de liquido escoando nas paredes do
canal), possuindo um nucleo continuo de vazdo do gés. Este regime ocorre quando a vazdo da
fase gasosa é elevada para uma determinada vazao da fase liquida.

O regime de fluxo disperso possui dois padrdes de fluxo distintos: o fluxo de bolha
padrdo e o fluxo de bolhas dispersas. O primeiro ocorre quando o fluxo de gas é laminar,
gerando bolhas sem um formato consistente, devido ao comportamento turbulento do liquido
no canal. Estas bolhas possuem dimens6es menores comparadas as bolhas de formato alongado
(slugs) gerados no regime de fluxo intermitente. Para um determinado equilibrio da vazéo da
fase liquida e da fase gasosa, as bolhas comegam a ter formatos mais consistentes e dispersos no
meio liquido, esta caracteristica é chamada de padrdo de fluxo de bolhas dispersas
(COLEMAN; GARIMELLA, 1999).
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Os mapas de regime de fluxo representam os padrdes de fluxos diferentes, delimitados
por regides de fronteiras entre os padrdes por meio de gréafico, a partir das velocidades superfi-
ciais da fase liquida (JL) e gasosa (Jc). Estes mapas determinam as regides de fronteira dos
padroes de fluxo (regimes), fornecendo um panorama abrangente das variagdes destes pa-
drdes, possibilitando a escolha do padréo de fluxo que se deseja trabalhar de acordo com as
varidveis controladas. A Figura 9 apresenta um mapa de regime de fluxo para um sistema
bifasico ar e agua com canal de conducéo de 2,5 cm de didmetro, temperatura ambiente de 25°C
e pressao de 1 bar, onde as regides de fronteira entre os padrées de fluxos séo definidos para
velocidades superficiais de liquido (Ju) e gés (J) (TAITEL; DUKLER, 1976).

50 Y p— T v

10 Bolhas Dispersas

Golfadas

Anular

Estra.tlflcadc Estratificado
Liso

0,01 g=- Ondulado
1 . [ a2 2
0,1 1 10 100 500
Jo (m/s)

Figura 9 - Mapa de fluxo para escoamento horizontal de uma mistura ar-a4gua em um tubo de 2,5
cm de didmetro a 25°C e 1 bar.
Fonte: Adaptado de Taitel e Dukler, 1976.

As velocidades superficiais do liquido (JL) e do gas (Jc) sdo definidas como a razdo
entre a vazao volumétrica (Q) da fase correspondente e a area da secdao transversal do tubo (Ar),

como mostrado na equacao (2.8) e equacao (2.9).

Q

J ==t 2.8
! (2.8)
Qs

Jo==2 2.9
! (2.9)

Dessa forma, a velocidade superficial representa a velocidade media que a fase teria
caso escoasse sozinha na tubulacdo. A soma das velocidades superficiais € definida como sendo

a velocidade da mistura (J), apresentada na equagao (2.10).

J=J,+3, (2.10)
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2.5 DISPOSITIVOS DE GERACAO DE MICROBOLHAS

Muitas técnicas tém sido propostas para a criagdo de microbolhas. Dentre elas incluem-
se a técnica da insonacdo, da atomizagdo coaxial eletro hidrodindmica (CEHDA) e dos disposi-
tivos microfluidicos de entroncamento (coflow, T-junction e flow focusing) (UNGER et al.,
2004; HETTIARACHCHI etal., 2007; PANCHOLI; STRIDE; EDIRISINGHE, 2008; STRIDE,
2009; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2015).

Nos experimentos realizados por Stride e Edirisinghe (2008), a técnica T-junction pode
gerar microbolhas em uma Unica etapa e indice de polidispersidade em torno de 1%, (taxa de
dispersdo) e menores custos operacionais comparadas as técnicas de insonagdo e CEHDA, uma
vez gque ndo necessita de condicdes criticas de controle ambiental e de limpeza, além da
facilidade de fabricacdo, quando comparado com a microlitografia suave (FIORINI; CHIU,
2005; STRIDE; EDIRISINGHE, 2008). Aliado a isso, um Unico dispositivo pode ser usado
para produzir microbolhas de diferentes tamanhos, baseado no controle da vazdo da fase
liquida, da fase gasosa, pressdo e viscosidade da fase liquida (PANCHOLI; STRIDE;
EDIRISINGHE, 2008).

2.5.1 Técnica de insonagao

A técnica de insonagdo € a mais utilizada na producdo das microbolhas. Esta compre-
ende a preparacgao das microbolhas por meio da utilizagéo de ultrassom de alta intensidade para
produzir microbolhas de gas numa suspensdo em meio liquido. A suspensdo pode ser composta
por polimero ou surfactante adequado que permitira a adesao sobre as superficies das microbo-
Ihas e formarem um revestimento estavel (UNGER et al., 2004; ZHAO et al.. 2005).

A producéo das microbolhas geradas depende da frequéncia, da intensidade e do regime
de pulso do ultrassom. Os protocolos de fabricacdo sao realizados de forma empirica, devido a
ndo existéncia de uma teoria simples que relacione estas variaveis (SUSLICK; GRINSTAFF,

1990). A Figura 10 mostra a técnica de insonagé&o.
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Ultrassom

Figura 10 - Técnica de insonacao.
Fonte: Autoria prépria.

Este método € o mais simples na producédo das microbolhas, possui 0 maior indice de
polidispersidade do tamanho das microbolhas geradas (PDI acima de 150%), sendo necessarios
processos de filtragem, separacéo, ou da relagéo destas, para remover quaisquer bolhas de di-
mensdes acima do limiar de utilizagdo por via intravenosa (evitando a embolia gasosa) e ex-
cesso de surfactante (STRIDE; EDIRISINGHE, 2008, 2009).

2.5.2 Técnica de atomizacao coaxial eletrohidrodinamica (CEHDA)

A atomizacéo coaxial eletrohidrodinamica (CEHDA) é uma das técnicas utilizadas na
geracdo de microbolhas. Possui a maior complexibilidade nos parametros de controle para a
producdo de microbolhas, comparada a técnica de insonacdo e os de entroncamento. Esta téc-
nica possibilita a fabricacdo de bicamadas ou policamadas de revestimento mais simples com-
paradas ao sistema de entroncamento (AHMAD et al., 2008; PANCHOLI et al., 2008; KIM;
KIM, 2011; LEE; BAI; CHEN, 2011). A atomizacédo coaxial eletrohidrodindmica (CEHDA) é
uma técnica que evoluiu da atomizacao eletrohidrodindmica (EHDA). A Figura 11 apresenta a
técnica de geracdo CEHDA e a sua antecessora EDHA.

Bomba de Seringa n2 01 Bomba de Seringa
N2eO01l NeO2

Fonte de Alta Tensao Fonte de Alta Tens3o

[ @ [+) (&)

Base Coletora Base Coletora
(@) (b)
Figura 11 - Representacéo da producéo de microbolhas. Onde: (a) EDHA e (b) CEHDA.
Fonte: Autoria prépria.
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A CEHDA é um método no qual existem dois canais dispostos, alinhados coaxialmente,
sendo que o canal interno é percorrido por géas e o canal externo por liquido. O fluxo do liquido
e do gas é fornecido com preciséo e de forma distinta (controle individual), e um campo elétrico
é aplicado entre o canal externo (tubo metalico) e uma base coletora aterrada. Quando o campo
elétrico de intensidade suficiente é aplicado (diferenca de potencial entre 6 a 21 kV) e excede
o limiar da tenséo superficial do liquido, forma-se um cone (cone de Taylor) a partir do bocal
do canal, de onde emerge um jato muito fino. Esse jato rompe-se formando gotas com micro-
bolhas (STRIDE; EDIRISINGHE, 2008; PARHIZKAR; STRIDE; EDIRISINGHE, 2014). O
controle para gerar as microbolhas de forma continua e uniforme depende da combinagdo do
ajuste dos parametros da taxa de fluxo do gas, da taxa de fluxo do liquido, campo elétrico apli-
cado, viscosidade e tensdo superficial do liquido (FAROOK et al., 2007; PANCHOLI et al.,
2008; KIM; KIM, 2011). A Figura 12 mostra a alteracdo do formato no escoamento do liquido
pela aplicacdo de campo elétrico intenso, onde: (a) escoamento do liquido pelo bocal sem apli-
cacdo de campo elétrico; (b) inicio do afunilamento do jato na saida do bocal pela aplicacédo de
campo elétrico de intensidade média e (c) maior afunilamento do jato na saida do bocal pela

aplicacdo de campo elétrico intenso (cone de Taylor).

Tubo Capilar
Acoinox

a) b) c)

Figura 12 - Formato do escoamento do liquido pela aplicacdo do campo elétrico na CEDHA. Onde:
(a) sem a aplicagdo de campo elétrico, (b) campo elétrico com intensidade média, (c) campo elétrico com
intensidade elevada.

Fonte: Autoria prépria

Este método ndo necessita de filtragem, mas possui um indice de polidispersidade ele-
vado das microbolhas (PDI > 30%) e maior complexidade na producéo, devido aos diversos
parametros de ajustes de campo elétrico, fluxo da fase liquida, fluxo da fase gasosa, distancia
entre a base coletora e o canal gerador de microbolha, viscosidade e tensao superficial do fluido.
Devido a necessidade da utilizacdo de campos elétricos de alta intensidade, necessita certo grau
de seguranca para a geracgao das microbolhas (STRIDE; EDIRISINGHE, 2009; PARHIZKAR,;
STRIDE; EDIRISINGHE, 2014).
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2.5.3 Técnica de entroncamento de canal

O procedimento dindmico para producdo de microbolhas nesta técnica é fundamen-
tado na microfluidica. Os dispositivos sdo comumente produzidos a partir da litografia suave
em moldes elastbmeros de polidimetilsiloxano (PDMS). Para a fabricacdo destes dispositivos
s80 necessarios equipamentos de alto custo e alta tecnologia para a constru¢ao dos microcanais.
A construcdo do dispositivo demanda diferentes etapas de preparacdo e de adaptacdes das in-
terfaces dos microcanais para a escala macroscopica. Além disso, necessita de um ambiente
limpo e controlado para evitar a contaminagdo por particulas presentes no ar (BRESLAUER,;
LEE; LEE, 2006; BECKER; GARTNER, 2012).

Os dispositivos de entroncamento utilizados na geracdo de microbolha séo o sistema de
entroncamento em forma de cofluxo (coflow), fluxo focado (flow focusing) axiométrico e planar
e os entroncamentos de fluxo cruzados (cross flow) T-junction e Y-junction.

No sistema cofluxo (coflow), os canais da fase liquida e gasosa sdo alinhados paralela-
mente, onde o fluxo do liquido é conduzido no canal externo e o fluxo de gas conduzido no
canal interno. A maior velocidade do fluxo do liquido realiza a constricdo do fluxo do géas for-
mando as microbolhas. Sob essas condicdes, a inércia liquida domina as forgas de tensdo su-
perficial e viscosa (Re > 1) (SMITH, 1949; OGUZ; PROSPERETTI, 1993). A Figura 13 mostra

a representacdo do sistema cofluxo.

Fase
Gasosa
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Liquida Liquida
)
®
®

Figura 13 - Representacéo dos dispositivos de cofluxo.
Fonte: Autoria prépria

Nos dispositivos de fluxo focado (flow focusing) axiométrico e planar, mostrado pela
Figura 14, os canais da fase liquida séo dispostos perpendicularmente a saida da fase gasosa,
ambas as correntes de liquido e gas sdo forcadas a fluir através de uma estreita constricdo de

canal, localizado a jusante do canal de gas.
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Figura 14 - Representacdo dos dispositivos de fluxo focado. Onde: (a) representa ao fluxo focado
axiométrico e (b) o fluxo focado planar.
Fonte: Autoria prépria

A presenca da constri¢do, conhecida como canal de focalizagdo, propicia a formacéo e
consequentemente a reducgédo do diametro da bolha pelo aumento do gradiente de pressdo axial
Garnan-Calvo & Gordillo (2001). Em sua implementacdo, um tubo cilindrico de injecéo de gas
de didametro D € colocado a montante do canal de constricdao de didmetro d (formato retangular),
onde D > d, e as bolhas monodispersas sao produzidas simplesmente controlando a taxa de
vazdo gas-liquido para um determinado didmetro de constricdo d (GANAN-CALVO;
GORDILLO, 2001).

No entanto, o alinhamento do tubo cilindrico e do canal retangular de saida ndo € sim-
ples. Esta limitacdo foi contornada por Anna et al. (2003) e Garstecki et al. (2004), que imple-
mentaram 0 mesmo tipo de geometria, mas em dispositivos planares. Possivelmente, a versao
mais difundida de dispositivos de focalizac&o de fluxo planar é aquela usada pela primeira vez
por Anna et al. (2003) para gerar microemulsdes, que posteriormente foi adaptada por Garstecki
et al. (2004) para a geracdo de microbolhas (ANNA; BONTOUX; STONE, 2003;
GARSTECKI et al., 2004). Neste arranjo geométrico retangular, o canal de focalizagdo tem
comprimento Lf maior que a largura do canal de constricdo Wf, e menor que o comprimento L
do canal de saida, a largura do canal de saida Ws é maior que a largura do canal de constricdo
Wf e a altura do canal de constri¢ao e do canal de saida sdo iguais. Devido a esses parametros,
as microbolhas séo geradas e quase bloqueiam toda a secdo transversal do canal de focalizagéo.
O aumento do gradiente de pressao axial no canal de focalizacdo associada ao fluxo do liquido,
forma peliculas extremamente finas de liquido entre a interface da bolha e as paredes do canal,
aumentando a compressdo do gas de forma a produzir um jato na saida do canal de focalizacéo,
de forma semelhante ao produzido pela técnica CEHDA (ANNA; BONTOUX; STONE, 2003;
GARSTECKI et al., 2004).
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Os entroncamentos de fluxo cruzados (cross flow) possuem uma das geometrias mais
populares para gerar microbolhas usando um fluxo cruzado em T-junction (THORSEN et al.,
2001). Nesta configuracdo, o gas €é injetado perpendicularmente ao canal que transporta o li-

quido. A Figura 15 mostra os entroncamentos de fluxo cruzados.

4 ™ ~ ™)
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Figura 15 - Representacéo dos dispositivos de fluxo cruzado. Onde: (a) representa o sistema T-
junction e (b) o sistema Y-junction.
Fonte: Autoria prépria

O sistema T-junction, apresentado na Figura 15(a), é o sistema de entroncamento mais
utilizado na producdo das microbolhas; ele consiste numa juncdo em forma de T, onde a fase
liquida é submetida em um canal perpendicular ao canal da fase gasosa, formando um angulo
de 90°. As microbolhas sdo geradas neste entroncamento e conduzidas para o canal de saida do

dispositivo.

O sistema Y-junction é outro sistema, derivado do T-junction, apresentado na Figura 15
(b). No sistema Y-junction, a alimentagdo da fase liquida é feita a partir do canal superior e a
alimentacdo da fase gasosa pelo canal inferior. Assim como no sistema T-junction, nesse sis-

tema, o tamanho das microbolhas € determinado pelas varidveis da fase liquida e da fase gasosa.

Para uma determinada dindmica (controle dos fluxos) sdo produzidas microbolhas mo-
nodispersas de tamanho uniforme (baixo indice de polidispersidade). O processo de estrangu-
lamento para gerar as microbolhas depende diretamente da composi¢éo da fase liquida (respon-
savel pela formacao do revestimento da microbolha), da composi¢do do gés, pressdo, viscosi-
dade da fase liquida e largura do canal de entrada da fase gasosa (FU et al., 2009). Nos entron-
camentos de fluxo cruzados, as microbolhas podem ser produzidas em diversos tamanhos, de-
pendendo da dindmica do estrangulamento, processo pelo qual pode ser realizado alterando-se
a velocidade do fluxo da fase liquida e do fluxo da fase gasosa (PANCHOLI et al., 2008;
PANCHOLI; STRIDE; EDIRISINGHE, 2008).
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A técnica de entroncamento de canal possui a menor variancia de dispersdo do tamanho
das microbolhas geradas. Comparada as técnicas de Insonacdo e CEHDA, apresenta 0 processo
de fabricacdo mais simples em comparacdo a CEHDA e ndo requer processo de filtragem, ne-
cessario para a técnica de insonagdo (STRIDE; EDIRISINGHE, 2008).

De acordo com Stride e Edirisinghe (2008, 2009), a técnica T-junction pode gerar mi-
crobolhas em uma Unica etapa, com indice de polidispersidade em torno de 1%, e menores
custos operacionais. A Figura 16 apresenta as curvas de distribuicdo do didmetro das microbo-
Ihas em relacdo a frequéncia para as trés técnicas de geragdo mencionadas (insona¢do, CEHDA
e entroncamento de canal do tipo T-junction). Pode ser observado que o menor indice de poli-
dispersidade ocorre para a técnica de entroncamento de canal T-junction (STRIDE;
EDIRISINGHE, 2008; STRIDE, 2009).

0.8 l
1]
'g = |HSONAGAO = CEHDA = T- JUNCTION
I}
% 0'6 PDI > 150% PDI > 30% PDI = 1%
E
| -
o]
€ 04
2
(o]
c
<@
2 0.2
:Lj A
0 _ \

0 5 10 15 20 25 30 35
Diametro da microbolha (um)

Figura 16 - Curvas de distribuicdo do diametro das microbolhas em relacédo a frequéncia para as
técnicas de geracdo (insonagdo, CEHDA e T-junction).
Fonte: Adaptado de Stride e Edirisingher, 2009.

2.5.4 Técnicas de geracdo combinada

Em 2014 Parhizkar et al. desenvolveram um sistema de geracdo de microbolhas utili-
zando a combinacao da técnica de entroncamento de canal T-junction e a técnica de atomizacgao
coaxial eletrohidrodindmica (CEHDA), mostrada na Figura 17 (PARHIZKAR; STRIDE;
EDIRISINGHE, 2014).
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Figura 17 — Técnica de geragdo combinada, T-junction associado a CEHDA.
Fonte: Autoria prépria

Este método apresenta inicialmente a geracao das microbolhas pela técnica de entron-
camento de canal T-Junction, onde sdo geradas as microbolhas monodispersas e conduzidas por
um canal de escoamento até a saida. O canal de escoamento é envolvido por um cilindro meté-
lico, alinhado coaxialmente de forma concéntrica, de forma analoga a técnica CEHDA. Na sa-
ida do canal € aplicado um campo elétrico entre o tubo externo (cilindro metélico) e uma base
coletora aterrada. Quando o campo elétrico de intensidade suficiente é aplicado (diferencga de
potencial entre 6 a 21 kV) e exceder o limiar da tensao superficial do liquido, forma-se um cone
(cone de Taylor) a partir do bocal do canal, de onde emerge um jato muito fino. Esse jato rompe-
se formando microbolhas com dimensdes menores que as geradas apenas pela técnica T-junc-
tion. O controle para gerar as microbolhas de forma continua e uniforme depende da combina-
cao do ajuste dos parametros da taxa de fluxo do géas, da taxa de fluxo do liquido, campo elétrico
aplicado, viscosidade e tensao superficial do liquido (PARHIZKAR; STRIDE; EDIRISINGHE,
2014).

Nessa técnica combinada, a diferenca de potencial elétrico aplicado foi entre 0 a 12 kV.
A dimens&o das microbolhas geradas sem a aplicacdo de potencial elétrico foi de 170 um, ge-
radas apenas pela técnica T-junction, e para a aplicacdo de diferenca de potencial de 12 kV as
dimensdes das microbolhas foram reduzidas para 30 um com indice de polidispersidade de

3,2% e taxa de producédo de 1000 bolhas por segundoo.

Jiang et al. (2016) desenvolveram um sistema de geragdo de microbolhas utilizando a
combinacéo da técnica de entroncamento de canal T-junction associada a outro entroncamento
de canal T-junction, alinhados em série e diametro do canal de 200 um. A Figura 18 mostra a

representacdo da técnica combinada (JIANG et al., 2016).
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Figura 18 - Técnica de geragdo combinada duplo T-Junction.
Fonte: Autoria prépria

Nesse método com dois T-junction associados em serie, as microbolhas sdo geradas no
primeiro entroncamento de canal T-junction e no segundo canal T-junction, as microbolhas so-
frem uma alteracdo em suas dimensdes de acordo com o fluxo de liquido constante, reduzindo
a dimensdo das microbolhas geradas pelo primeiro canal, além de proporcionar um aumento na
taxa de geracdo das microbolhas. A taxa de producdo das microbolhas geradas para um Unico
T-junction foram de 282 microbolhas por segundo e com duplo T-junction foram de 464 micro-
bolhas por segundo, para um fluxo constante de 100 pl/min do liquido e fluxo de gés de 140
pl/min. Para um fluxo constante de 100 pl/min do liquido e fluxo de gas de 200 pl/min, a taxa
de producdo para um anico T-junction foi de 373 microbolhas por segundo e com duplo T-
junction foi de 625 microbolhas por segundo. O aumento da taxa de producdo utilizando o
dispositivo de duplo T-junction foi de 64% e 40% respectivamente. Conforme o modelo pro-
posto por Jiang et al. (2016), a inclusdo de novos entroncamentos de canal T-junction dispostos
em serie, possibilita a reducdo das microbolhas geradas para dimensdes de uso clinico, por
exemplo, microbolhas com dimensdes de 480 um podem ser reduzidas para dimensdes menores

que 10 um, utilizando 8 canais de entroncamento T-junction (JIANG et al., 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo apresentam-se na Secdo 3.1 a infraestrutura e instrumentacdo utilizada,
que sdo: o dispositivo microfluidico de entroncamento, as micropipetas e o aparato experimental
utilizado na geracdo das microbolhas. Na Secdo 3.2 é mostrado o procedimento realizado para
a obtencdo da emulséo, a determinacéo do tamanho da microbolha e o estudo da estabilidade da

microbolha na formacdo de microbolhas monodispersas.

3.1 INFRAESTRUTURA E INSTRUMENTACAO

Para a realizacdo desse trabalho foram utilizadas a Infraestrutura da Universidade Tec-
noldgica Federal do Parand — UTFPR Campus Curitiba e a Infraestrutura do Instituto Federal de
Santa Catarina — IFSC Campus Joinville.

No Campus Curitiba, Sede Centro, o Laboratorio de Sensores Biomédicos e Dispositivos
Semicondutores (LSBDS - UTFPR) foi o local utilizado inicialmente para a realizacdo dos ex-
perimentos. Os equipamentos utilizados desse laboratério foram a cdmera digital Hispec 5 (Fas-
tec Imaging, San Diego, CA, EUA), a bomba de infuséo para seringa modelo Mindray SK-500I
(Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics, Shenzen, China), o cilindro de gas com capaci-
dade de 3,6 L e os registros de pressdo e vazdo de precisdo da Festo (Festo, Esslingen, Alema-
nha).

No Campus Curitiba, Sede Ecoville, o laboratdrio do Ndcleo de Escoamento Multifasico
(NUEM - UTFPR) foi utilizado para realizagdo dos ensaios de viscosidade das emulsdes com o
equipamento viscosimetro rotativo Brookfield DV-E, e o laboratério do Nucleo de Manufatura
Aditiva e Ferramental (NUFER — UTFPR) para o desenvolvimento do projeto dos prototipos
microfluidicos em software SolidWorks (Dassault Systemes, Vélizy, Franca) e impressdo do
dispositivo microfluidico na maquina de prototipagem rapida Objet Eden 250 (Stratasys, Eden
Prairie, MN, EUA).

No IFSC, Campus Joinville, o laboratério multidisciplinar foi utilizado para a continui-
dade da realizacdo dos experimentos. Nesse laboratério, foi desenvolvido um sistema de ilumi-
nacdo a LED para a realizacdo dos experimentos em alta taxa de producéo e a utilizagdo do
microscopio modelo XJS-900T-PH (Nanjing Kozo Optical and Eletronical Instruments, Nan-

jing, China).
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3.1.1 Dispositivo microfluidico de entroncamento de canal T-junction

Como método alternativo para reduzir a complexidade nos processos da microlitografia
(litografia suave), neste trabalho utilizou-se a técnica de impressdo 3D na fabricagdo dos dis-
positivos de microfluidica. A impresdo 3D proporciona fabricar dispositivos microfluidicos em
uma Unica etapa, reduzindo as etapas de construcao realizadas na microlitografia; possibilita a
construcdo de canais de secdes circulares e ndo necessita de adaptactes das interfaces dos mi-
crocanais para escala macroscopica, que sdo necessarios na microlitografia. Devido a isto, reduz
0 custo operacional e a necessidade de diversos equipamentos.

Os dispositivos de entroncamento de canal T-junction desenvolvidos foram fabrica-
dos em uma maquina de prototipagem rapida Objet Eden 250 (Stratasys, Eden Prairie, MN,
EUA), usando a resina Fullcure 720, (Stratasys, Eden Prairie, MN, EUA). Esta resina é utili-
zada em especial para a fabricacdo de uma ampla variedade de prot6tipos rigidos, onde é neces-
saria a visualizacdo interna no protétipo. A Figura 19 (a) apresenta o projeto do dispositivo mi-
crofluidico desenvolvido com as especifica¢fes técnicas das dimensdes externas do dispositivo,
didmetro interno (ID) e externo dos canais de entrada do gas, do liquido e do canal de saida. A
Figura 19 (b) mostra em detalhe a representagdo do entroncamento do canal com a ponta da
micropipeta inserida no dispositivo. E a Figura 19 (c) mostra o protétipo final do dispositivo

microfluidico desenvolvido com a micropipeta incorporada (dispositivo hibrido).

— Entrada do Liquido

Micropipeta 1D.0.5imem Canal de saida

Entrada do Gas Entroncamento

amn do canal

le
fe

5
>

{ «—Fluxo do liquido

Fluxo do gas

(b) (©
Figura 19 - Representacdo do dispositivo de microfluidica (a) projeto do dispositivo de entronca-
mento desenvolvido em impressora 3D, (b) representacdo do entroncamento do canal do dispositivo e (c) o
protétipo do dispositivo microfluidico desenvolvido.
Fonte: Autoria propria.
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O dispositivo hibrido de microfluidica (dispositivo com a micropipeta inserida) apresenta
um didmetro hidraulico de 0,5 mm (ID) para o canal de conducdo de saida (canal a direita do
entroncamento T invertido), sendo esta a mesma medida para o canal de alimentacdo da fase
liquida (canal superior). Na extremidade a esquerda, observa-se o canal de alimentacdo da
fase gasosa, com didmetro hidraulico inicial de 1,2 mm (ID) e aproximando do entroncamento
T, seu diametro é reduzido para 0,5 mm. Os diametros externos dos canais de conducao da fase
liquida, gasosa e saida do dispositivo de 5,0 mm foram especificados para o acoplamento de

mangueiras hidraulicas com didmetro interno equivalente.

A micropipeta € inserida neste dispositivo e fixada inicialmente com adesivo a base de
éster de cianoacrilato flexivel e posteriormente selado com adesivo bicomponente a base de

resina de epdxi. As mangueiras de poliuretano também sédo fixadas com este mesmo adesivo.

Este prototipo foi 0 modelo que apresentou os melhores resultados em relacéo a robustez
e adaptacéo aos diversos modelos de micropipetas, utilizadas para a geragdo das microbolhas.
A Figura 20 apresenta outros protétipos desenvolvidos e testados, onde: (a) apresenta o proto-
tipo do dispositivo microfluidico modular com micropipeta inserida em ponteira para pipeta, (b)
mostra o protétipo do dispositivo microfluidico em formato Y- junction e (c) mostra o disposi-

tivo microfluidico em formato T- junction de dimensdes reduzidas.

(b) (©
Figura 20 - Modelos de dispositivos desenvolvidos e testados: (a) dispositivo mével com micropipeta
inserida em ponteira de pipeta, (b) dispositivo em Y-junction e (c) dispositivo em T-junction de dimensdes
reduzidas.
Fonte: Autoria propria.
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3.1.2 Micropipetas

O projeto e a fabricacao dos dispositivos microfluidicos de entroncamento foram defi-
nidos conforme o formato e as dimensdes de cada micropipeta. A Figura 21 (a) mostra uma
representacdo de uma micropipeta de uso clinico com comprimento, didmetro externo da base
e didmetro interno da ponta da micropipeta. A Figura 21 (b) mostra em detalhe o angulo de
inclinacdo da ponta da micropipeta em relacdo ao eixo longitudinal, o comprimento da ponta e

o0 diametro interno da micropipeta em detalhe.

Diametro externo da micropipeta (OD) Didmetro interno da ponta da micropipeta (QEL
il T ,
f |
Comprimento da micropipeta ( C)
(@)
Diametro interno da ponta da micropipeta em detalhe (Dp)
\
L
o]
(b)

Figura 21 - Representacao de uma micropipeta de uso clinico, onde: (a) mostra a micropipeta com
0 comprimento, didmetro externo da base e didmetro interno da ponta e (b) mostra o angulo de inclinacao,
comprimento da ponta e didmetro interno da micropipeta em detalhe.

Fonte: Autoria prépria.

Onde, OD é o diametro externo da base da micropipeta, Dp é 0 diametro interno da
ponta, ® é o angulo formado pela ponta e o eixo longitudinal, L € o comprimento da ponta e C

0 comprimento total da micropipeta.

A Tabela 1 mostra os modelos de micropipetas utilizados nos testes de geracdo das

microbolhas, suas dimensdes e fabricante.

Tabela 1 - Micropipetas utilizadas na geracio de microbolhas.

Modelo C(mm) L (mm) OD(mm) Dpym) @(°) Fabricante
MIC-SLM-30 * 55 0,5 1,0 11e4,6 30 Origio
MIC-50-30 * 55 0,5 1,0 9e5,6 30 Origio
MSC-20-30 57 0,5 1,0 20 30 Origio
MAH-SM-30 57 0,5 1,0 9 30 Origio
MBB-BP-L-30 57 0,5 1,0 40 30 Origio

*Ponta com formato bisel
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Os modelos das micropipetas do fabricante Origio apresentam ponta em formato cilin-
drico e angulo de inclinacéo de 30°, sendo que nos modelos MIC-SLM-30 e MIC-50-30 apre-

sentam a ponta em formato tipo bisel, como mostra a Figura 22.

= S
a , C ) Q

Figura 22 - Micropipeta com ponta no formato bisel.
Fonte: Autoria propria.

Onde a é o diametro interno menor e A € o diametro interno maior da micropipeta.

3.1.3 Composicdo da emulséo

As emulsdes sdo dispersdes de duas fases liquidas imisciveis entre si, neste caso, 6leo e
agua (O/A), sendo estabilizadas pela presenca de agentes emulsivos, localizados na interface
6leo-agua. A fase dispersa da emulsdo é composta pelo 6leo de girassol e emulsificante e a fase
continua pela agua deionizada. Os emulsificantes (tensoativo) biocompativeis utilizados na
emulsdo foram o polissorbato 80, lecitina de soja e 0 mono e diglicerideos.

O 6leo de girassol (Helianthus annuus L. Asteraceae) foi escolhido como uma alterna-
tiva viavel para revestir as microbolhas visando futuras aplicacdes clinicas, utilizado como ma-
triz lipidica, 100% pura e natural, extraido mediante a prensagem a frio das sementes, filtrada
e refinada. Formado por &cidos graxos insaturados (oleico e principalmente o linolénico) possui
a caracteristica de dissolver e eliminar excesso de colesterol do organismo, assegurando as ca-
racteristicas das propriedades reguladoras nas doencas cardiovasculares, além de auxiliar na
cicatrizagdo de ferimentos (NIKOLAEVSKII; FILIPPENKO; SERGOVSKAYA, 1980). Pos-
sui uma coloragio amarela clara e quase inodora. Apresenta uma densidade (p) de 0,945 g/cm?®,
viscosidade dindmica (n) de 0,314 mPa.s, e ponto de congelamento de -17 °C. O uso de matrizes
lipidicas para o revestimento das microbolhas foi atestado pelos estudos de (BORDEN;
LONGO, 2002; UNGER et al., 2004).

O polissorbato 80 é um agente tensoativo derivado do sorbitol, ndo i6nico, emulsio-
nante, estabilizante, solubilizante e umectante (LIANG et al., 2010). De forma liquida oleosa e

coloracdo ambar, suas moléculas possuem um carécter anfifilico, que alteram as propriedades
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interfaciais e superficiais de um liquido diminuindo a tenséo superficial entre eles, desempe-
nhando a capacidade de se acumularem na interface entre dois liquidos ou na superficie de um
liquido. Possuem uma estrutura composta por uma parte polar (hidrofilica) e uma parte apolar
(hidrofdbica) e interage com as moléculas da dgua e as moléculas insollveis em agua (por
exemplo, 6leos vegetais). Devido a estas caracteristicas, a parte ndo polar das moléculas é agre-
gada a camada lipidica externa da microbolha formando uma estrutura de duas camadas, mos-

trado na Figura 23.

Molécula Anfnfl(mﬂggw
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Figura 23 - Estrutura de duas camadas da Microbolha (matriz lipidica + tensoativo)
Fonte: Autoria propria.

A lecitina é um emulsificante composto por um grupo de fosfatideos, extraidos da gema
de ovo, da soja e do gérmen de trigo. Apresenta-se, em geral, sob o estado pastoso e de cor
castanha clara ou escura. Possui caracteristicas que auxiliam no tratamento para distdrbios de
memodria e doenca de Alzheimer. A lecitina tambeém possui acéo redutora do colesterol e trigli-
cerideos, diminuindo o risco de doencas cardiovasculares (SHEN; POWELL; LONGO, 2008;
EH SUK; MISRAN, 2017).

Mono e diglicerideos sdo produtos resultantes da esterificacdo de &cidos graxos destila-
dos, composto por éster de glicerol e &cidos graxos. Também possuem as propriedades de emul-
sdo, suspensdo, homogeneizacéo e estabilidade. No Sistema Internacional de Numeracdo de
Aditivos Alimentares encontra-se inserido com o codigo INS 471. Apresenta-se como po de
cor clara, ndo incorpora odores desfavoraveis em emulsbes alimenticias (ZONG;
RAMANATHAN; CHEN, 2010; AMARA et al., 2014; VALLDEPERAS et al., 2016).

A utilizacdo de um agente tensoativo (emulsificante) propicia o aumento da estabilidade
das microbolha pela diminuicao da perfusdo do gas com o ambiente externo. Moléculas fosfo-
lipidicas e de acidos graxos podem ser usadas para realizar a mesma fungdo do polissorbato 80,
uma vez que possuem caracteristicas anfifilicas semelhantes. Emulsdes com baixas concentra-
cdes (menor que 15%) da fase dispersa (0leo associado a emulsificantes dispersos em agua)
podem ser consideradas como fluidos newtonianos (URDAHL; FREDHEIM; LOKEN, 1997).
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3.1.4 Aparato experimental

O diagrama do aparato experimental utilizado, na geracdo de microbolhas para os expe-
rimentos para avaliar a eficacia de cada modelo de micropipeta na geragdo das microbolhas e
menor indice de polidispersidade é mostrado na Figura 24 (a) e a imagem real do aparato expe-
rimental na Figura 24 (b). A fase gasosa foi fornecida por um cilindro de gas com capacidade
de 3,6 L com manémetro mecénico acoplado em sua saida, pressdao maxima de 15 bar. O cilin-
dro foi preenchido com um gas em uma composicao aproximada de 30% de oxigénio e 70 %
de nitrogénio. O controle da fase gasosa é por meio da valvula reguladora de pressao de precisao
modelo LRP % - 0,7 da Festo (Festo, Esslingen, Alemanha), com pressdo de entrada maxima
de 12 bar e pressdo maxima de saida de 0,7 bar acoplado a um manémetro mecanico, possibi-
litando assim realizar uma leitura simplificada, durante os ajustes necessarios de corre¢do do
fluxo gasoso e de uma vélvula reguladora de fluxo de precisdo modelo GRPO-10-PK-3DD
Festo, sendo os dois reguladores de ajuste manual por manopla giratoria com escala. Por fim,
estes reguladores sdo conectados ao dispositivo de entroncamento microfluidico.

O controle da vazdo da fase liquida (conectado também ao dispositivo) foi realizado por
meio de uma bomba de infus&o para seringa modelo Mindray SK-5001 (Shenzhen Mindray Bio-
Medical Electronics, Shenzen, China). O fluxo € ajustado digitalmente de 0,1 mL/h até 500
mL/h, utilizando seringas de 10 mL, 20 mL e 50 mL.
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Figura 24 — Aparato experimental utilizado na geracdo de microbolhas, onde: (a) Diagrama do
aparato experimental e (b) Imagem real do aparato experimental.
Fonte: Autoria propria.

As imagens das microbolhas geradas no dispositivo hibrido de microfluidica sdo captu-
radas utilizando um microscopio modelo XJS-900T-PH (Nanjing Kozo Optical and Eletronical
Instruments, Nanjing, China), acoplado a uma camera digital Hispec 5 (Fastec Imaging, San
Diego, CA, EUA) com resolucdo maxima de 1696x1710 pixels em 523 frames por segundos.
As imagens sdo armazenadas inicialmente na camera e posteriormente enviadas a um compu-
tador para o processamento.

A realizacdo dos experimentos para determinar a geracdo das microbolhas em alta taxa
de producéo, foi utilizada o aparato experimental da Figura 24, com a inclusdo do manémetro
digital de pressdo modelo BX-DPG606 (Shangai Benxu Eletronics Technology, Shangai,
China) de faixa de medicdo de 0 a 16 bar e precisdo de 0,25% FE (fundo de escala) entre o
regulador de vazdo e o dispositivo microfluidico e a substitui¢do da valvula reguladora de pres-
sdo para 0 modelo LRP ¥ - 4 da Festo, com entrada maxima de 12 bar e pressao maxima de
saida de 4 bar.

Para a interligacdo dos equipamentos foram utilizadas conexfes e mangueiras de poliu-
retano (mangueira pneumatica). Apos a geracao, as microbolhas foram coletadas em um reci-

piente contendo &gua deionizada.
3.1.5 Determinagéo do tamanho das microbolhas
Para avaliar o didmetro das microbolhas geradas pelo dispositivo microfluidico hibrido,

foram realizados dois processos de analise. O primeiro compreende 0s experimentos para ava-

liar a eficacia de cada modelo de micropipeta na geracdo e menor indice de polidispersidade
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das microbolhas geradas e, 0 segundo processo, para a analise da geracdo em elevada taxa de
fluxos de liquidos e gas.

Nos experimentos para avaliar a eficacia de geracdo e menor indice de polidispersidade
das microbolhas, para cada modelo de micropipeta, foi desenvolvida no Nucleo de Escoamento
Multifasico (NUEM — UTFPR) uma ferramenta de processamento de imagem para automatizar
medicdes do diametro das microbolhas a partir de um video de alta velocidade, utilizando o
programa computacional Matlab. O software desenvolvido analisa as imagens capturadas pela
camera digital, e a determinagdo do didametro das microbolhas é realizada através da segmenta-
cao das imagens com o uso de técnicas subtrativas (uma imagem de referéncia sem microbolha
é subtraida de uma imagem em analise). A imagem segmentada apresenta a regido da microbo-
Iha com pixels brancos em fundo escuro. O nimero de pixels é contado automaticamente para
cada regido fechada de modo a definir a &rea por meio da contagem de pixels, e consequente-
mente, o didmetro da microbolha em pixel pela area definida. Apds determinado o didametro da
microbolha em pixel, é realizada a conversao do diametro da microbolha para micrometro, atra-
vés da utilizacdo da régua micrométrica. A Figura 25 mostra a régua com escala micrométrica

utilizada para determinar o didmetro da microbolha.

Figura 25 — Imagem da régua com escala micrométrica.
Fonte: Autoria propria.

A definicdo dos parametros de pixel por unidade de micrometro foi necesséria para de-
terminar o didmetro da microbolha a partir da relagdo micrometro/pixel. A Tabela 2 mostra a
relagdo pixel por micrometro para as objetivas de 4,3X e 10X, utilizadas para a anélise da esta-
bilidade das microbolhas, e a objetiva de 20X, para a determinacao do diametro na geracao das

microbolhas.
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Tabela 2 - Parametrizagédo do diametro das microbolhas pelo nimero pixel correspondente para
cada micrometro.

Objetiva N° de pixel Total de um Relacdo pum/pixel
4,3X 1696 3500 2,08
10X 1696 1372 0,81
20X 1696 670 0,40

Ap0s o processamento das imagens, o software gera um gréafico da distribuicao do dia-
metro em relacdo ao nimero de eventos (microbolhas isoladas) e a estatistica dos resultados do
tamanho médio da microbolha, desvio padrdo, PDI e nimero total de bolhas geradas.

Além do processamento da imagem no programa desenvolvido, o diametro da microbo-
Iha monodispersa gerada pode ser observado a partir do uso da camera digital acoplada ao mi-
croscopio e da régua micrométrica na escala de 1 DIV/10 um. Foi desenvolvido um aparato de
silicone para conduzir a microbolha do dispositivo de microfluidica até a régua micrométrica.
A Figura 26 mostra o aparato desenvolvido para visualizar o diametro da microbolha utilizando
a régua micrométrica. O microscopio com a camera digital acoplada esta posicionado acima da

placa de petri contendo a régua micrométrica.

(a) (b)
Figura 26 - Aparato desenvolvido para visualizar o didmetro da microbolha. Onde (a) é a imagem

do aparato sobre a placa de petri contendo a régua micrométrica e (b) a imagem ampliada do aparato e
escala de 1 DIV/10 pm da régua micrométrica.

Para os experimentos de geracdo das microbolhas no dispositivo microfluidico hibrido
em elevada taxa de fluxos de liquidos e gas, foi desenvolvida no Laboratorio de Sensores Bio-
médicos e Dispositivos Semicondutores (LSBDS - UTFPR) uma ferramenta de processamento
de imagem para automatizar medi¢Ges do didmetro das microbolhas a partir de video de alta
velocidade, utilizando o programa computacional Matlab. O software desenvolvido analisa as
imagens capturadas pela camera digital durante a coleta das microbolhas geradas e a determi-

nacao do didmetro das microbolhas é realizada por meio de um sistema de deteccdo de objetos
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circulares por meio da transformada de Hough. A Figura 27, mostra o procedimento de aquisi-
cdo das microbolhas durante a coleta em placa de petri, onde a rea em destaque (quadrado

vermelho) é a regido de anélise utilizada na detec¢do dos objetos circulares.

PAS ‘e % Del.** & v .
® °% -3 LA 8
435 AR et

& %xn% ﬂsno

Figura 27 - Aquisicao das microbolhas durante a coleta das microbolhas geradas pelo dispositivo
microfluidico em alta taxa de producao.
Fonte: Autoria prépria.

O software desenvolvido verifica a imagem capturada e realiza a deteccdo de objetos
circulares, contornando as microbolhas conforme o ajuste dos parametros adotados. O ajuste é
realizado para capturar a maior quantidade de microbolhas na regido de analise, sendo limitadas
pela ndo ocorréncia de sobreposicdo de imagens circulares e a sensibilidade da deteccdo da
borda devido ao foco da imagem. A Figura 28 mostra uma imagem apds o processamento pelo

software de deteccdo de objetos circulares através da transformada de Hough.

Figura 28 — Imagem da regido de anélise ap6s o processamento do sistema de deteccédo de objetos
circulares através da transformada de Hough.
Fonte: Autoria propria.

Ap0s o processamento das imagens, o software gera um grafico da distribuicdo do dia-

metro em relacdo ao nimero de eventos (microbolhas isoladas) e a estatistica dos resultados do
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tamanho médio das microbolhas, desvio padrao, PDI e numero total de bolhas de cada imagem.
A definicdo dos parametros de pixel por unidade de micrometro para este experimento foi uti-

lizando a objetiva de 20X.

3.1.6 Estudo da estabilidade da microbolha

Para a analise da estabilidade das microbolhas foi utilizado o dispositivo de microflui-
dica hibrido com a micropipeta MIC-SLM-30. Os experimentos foram divididos em trés secdes,
sendo a primeira com a emulsdo composta pela fase dispersa de 6leo de girassol (Orc) e emul-
sificante polissorbato 80 (Ttso), a segunda composta por oleo de girassol e emulsificante polis-
sorbato 80 associado ao emulsificante lecitina de soja (Tvis) e a terceira com a fase dispersa
composta por 6leo de girassol e emulsificante polissorbato 80 associado ao emulsificante mono
e diglicerideos (Twmp). Para todas as emulsdes, a fase continua utilizada foi a 4gua deionizada
(H20pe&i) e proporgdo de massa (Ppm) de 97:3, ou seja, 3 g de fase dispersa (6leo e emulsificante)
para 97 g de fase continua (agua deionizada), totalizando 100 g de emulséo, mantendo a con-
centracdo massica para todos os experimentos. Os experimentos de estabilidade foram orienta-
dos para que a fase dispersa mantivesse a relacdo de proporgdo de massa constante em referén-
cia a fase continua, mantendo assim, a relacdo proporcional para uma analise de revestimento
sem a alteracdo do percentual de fase dispersa em relacao a fase continua.

Os ajustes da vazdo da fase liquida (QL) e vazédo da fase gasosa (Qc), para 0s experi-
mentos realizados nestas trés se¢des, foram ajustados conforme a necessidade de se manter um
determinado tamanho de microbolha (diametro equivalente) proximo de 25 um, para que a
posterior fosse possivel realizar um comparativo da estabilidade devido a alteracdo da compo-
sicdo do revestimento da microbolha.

As amostras das microbolhas geradas foram recolhidas num aparato de acrilico com
formato de paralelepipedo de 25 mm de comprimento, 5 mm de largura e 3 mm de altura con-
tendo uma cavidade cilindrica de diametro de 1,2 mm, dentro de uma placa de vidro plano
(placa de petri) com didmetro de 55 mm e altura de 10 mm contendo &gua deionizada. Foram
obtidas imagens das amostras no intervalo de tempo de 1 segundo (1 frame por segundo) utili-
zando a camera digital Hispec 5 acoplada a um microscépio modelo XJS-900T-PH com lentes
objetivas de 4,3X e 10X de ampliacdo. As imagens sdo armazenadas na camera e posterior-

mente enviadas para um computador para o processamento. A Figura 29 mostra uma sequéncia
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das imagens do procedimento realizado para determinar a curva de estabilidade da populacéo
das microbolhas.

(a) (b) (c) (d)

Figura 29 — Sequéncia de imagens para determinar a curva de estabilidade da populagdo de micro-
bolhas.
Fonte: Autoria propria.

Nesta sequéncia de imagens temos a imagem real captada (parte superior) e a imagem
da microbolha ampliada para visualizacdo (parte inferior), sendo: (a) a microbolha monodis-
persa captada pelo aparato desenvolvido em seu tamanho inicial, (b) o tamanho da microbolha
depois de 5 segundos, (c) o tamanho da microbolha ap6s 10 s e em (d) o aparato ap6s a disso-

lugdo da microbolha.

As microbolhas sdo analisadas individualmente através de uma ferramenta de processa-
mento de imagem utilizando o programa computacional Matlab. A Figura 30 mostra o proce-
dimento de mensurar o diametro da microbolha monodispersa para levantamento da curva de

estabilidade.

v
g 23.059
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Figura 30 - Captacdo e processamento do didmetro da microbolha monodispersa para a curva de
Estabilidade.
Fonte: Autoria propria.
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Neste procedimento, a curva de estabilidade das microbolhas monodispersas € mensu-
rada individualmente, onde: (a) imagem da cavidade de captura da microbolha monodispersa
mostrando seu diametro, (b) imagem ampliada da microbolha para visualizacdo e (c) imagem
da microbolha com o diametro em pixel. O processamento é realizado e cada didmetro mensu-
rado de acordo com a relagdo de micrometro por pixel, definido pela utilizagdo da régua micro-

métrica, conforme a Tabela 2.

Depois de realizados a captura das microbolhas para cada etapa de emulsdo, as imagens

séo processadas para a elaboracédo das curvas de estabilidade das microbolhas.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental foi dividido em subsecdes, onde apresentamos a compo-
sicdo e preparo da emulséo utilizada; a geracdo de microbolhas em baixo fluxo, a geracdo de

microbolhas em elevada taxa de producéo e os testes de estabilidade das microbolhas.

3.2.1 Emulséo de matriz lipidica

A composi¢do da emulsdo para os experimentos de geracdo foi de 98 g de agua deio-
nizada, 1 g de Oleo de girassol e 1 g de emulsificante Polissorbato 80, estabelecendo
uma proporcao de massa de 98: 1: 1, densidade (p) de 1 g/cm?®, viscosidade (n) igual a 1,17
mPa.s, valor obtido utilizando um viscosimetro rotativo Brookfield DV-E a 21°C e pressao
atmosferica local aproximada de 91 kPa. A tensdo superficial do fluido (y) foi de 0,063 N/m,
mensurada através da lei de Tate. Para determinar a tensdo superficial pela lei de Tate, foram
realizados 10 experimentos com 50 gotas em cada experimento, utilizando agulha 30G 1/2 aco-
plada a seringa de vidro.

O processo de preparo da emulsdo consistiu na pesagem de cada material e inseridos
em tubo erlenmeyer de 100 ml, para a realizacdo da mistura, onde a emulsdo foi aquecida até
atingir a temperatura de 40 °C e agitada com um homogeneizador comum com rotacgao de apro-
ximadamente 5.000 RPM. Apos atingir a temperatura de 40°C, a homogeneizacdo permaneceu
por mais 5 minutos e deixada em repouso por 24 horas para a reducao da espuma formada. Os
testes experimentais com a emulsdo foram realizados em um intervalo de 24 a 72 horas ap6s o

preparo da emulsao.
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3.2.2 Experimentos de geragdo de microbolhas com baixo indice de polidispersi-
dade e didmetro das microbolhas com dispositivo microfluidico hibrido

Foram realizados testes de geracdo com as micropipetas da Tabela 1, considerando a
geracdo continua das microbolhas e indice de polidispersidade (PDI) em diferentes fluxos de
liquido e gas. O controle dos fluxos da fase liquida e da fase gasosa foi ajustado de modo
a obter microbolhas de menor didmetro e menor taxa de dispersdo para cada modelo de
micropipeta utilizada.

Alguns modelos de micropipetas da Origio apresentaram instabilidade na geragdo, como
por exemplo, a descontinuidade na producdo das microbolhas em fluxo continuo e alto indice
de polidispersidade (valores acima de 10%). As micropipetas que apresentaram melhores resul-
tados na geracdo de microbolhas com baixo indice de polidispersidade (PDI) sdo mostradas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Tabela das micropipetas com melhores resultados.

Modelo Dy (um) Fabricante
MIC-SLM-30 * 11e4,6 Origio
MSC-20-30 20 Origio
MBB-BP-L-30 40 Origio

Os experimentos de geracdo foram realizados utilizando as micropipetas MIC SLM-30,
MSC-20-30 e MBB-BP-L-30. A Figura 31 mostra a geracdo de microbolhas monodispersas

utilizando micropipeta inserida em dispositivo microfluidico (dispositivo hibrido).

Figura 31 — Imagem da geracéo de microbolhas monodispersas utilizando uma micropipeta inse-
rida em dispositivo microfluidico (dispositivo hibrido).
Fonte: Autoria propria.

O controle do fluxo da fase liquida e do fluxo da fase gasosa foi ajustado de modo
a obter microbolhas de menor didmetro e menor taxa de dispersdo para cada modelo de

micropipeta utilizada.
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Nos experimentos de geracdo com a micropipeta MBB-BP-L-30, foi ajustada uma
vazdo da fase liquida (QL) de 0,13 ml/min e um fluxo da fase gasosa (Qg) de 10,88 nl/min.
O namero de Reynolds (Re) encontrado foi de 0,047, o nimero capilar (Ca) de 0,002 e veloci-
dade do liquido (Ur) de 1,103 cm/s. As imagens foram capturadas ao longo de um periodo de
59 s, a uma taxa de 150 frames por segundo (fps), obtendo um total de 107 microbolhas geradas
com tamanho médio de 57,70 um.

Para os experimentos com a micropipeta MSC-20-30, o ajuste da vazao da fase liquida
(Qu) foi de 0,16 ml/min e para a vazdo da fase gasosa (Qg) de 3,28 nl/min. O nimero de
Reynolds (Re) encontrado foi de 0,058, o numero capilar (Ca) de 0,002 e velocidade do liquido
(Ur) de 1,358 cm/s. As imagens foram capturadas ao longo de um periodo de 66 s, a uma

taxa de 100 fps, para um total de 104 microbolhas geradas com tamanho médio de 57,70 pm.

Por fim, para a micropipeta MIC SLM-30, com ajuste da vazdo da fase liquida (Q.) de
0,130 ml/min e uma vazao da fase gasosa (Qg) de 0,165 nl/min. O nimero de Reynolds (Re)
encontrado foi de 0,047, o nimero capilar (Ca) de 0,002 e velocidade do liquido (Ui) de 1,103
cm/s. As imagens foram capturadas ao longo de um periodo de tempo de 100 s, a uma taxa de

150 fps, e um total de 117 microbolhas geradas com tamanho médio de 16,55 pum.

O desvio da técnica para mensurar o diametro médio das microbolhas, realizada através
da segmentacdo das imagens com o0 uso de imagens subtrativas, foi realizado através da me-
dicdo do tamanho médio por processo visual, utilizando a régua micrométrica em comparagéo
com o tamanho médio medido pelo software desenvolvido, o valor encontrado foi de 0,82%

para 20 microbolhas medidas.

As imagens das microbolhas geradas nestes experimentos foram capturadas utili-
zando a camera digital Hispec 5 acoplada ao microscopio XJS-900T-PH com lentes ob-
jetivas de 20X de ampliacdo. As imagens capturadas sdo armazenadas na memdria interna

da camera e posteriormente enviadas ao computador para o0 processamento.

3.2.3 Experimentos de geracdo de microbolhas em elevada taxa de fluxo de liqui-

dos e fluxo de gas com dispositivo microfluidico hibrido

Para realizar os experimentos de producdo das microbolhas com o dispositivo microflu-
idico hibrido em elevada taxa de fluxo de liquido e gas, foram realizados dois experimentos

utilizando a micropipeta MIC-SLM-30. A vazéo do liquido foi ajustada para QL= 1,55 ml/min
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e a pressdo do g&s em Pc= 1,04 bar. A Figura 32 mostra o canal de saida do dispositivo micro-
fluidico hibrido em alta taxa de producdo de microbolhas monodispersas. Neste processo, foi
capturado um total de 5774 imagens a uma taxa de 2000 fps. A estimativa da producdo de
microbolhas foi realizada através da média de 10 amostras com 100 frames, o nimero de mi-
crobolhas foi mensurado frame a frame em determinada percurso do canal de saida, ou seja, a
cada 100 frames um total aproximado de 90 bolhas mensuradas em cada amostragem. A pro-
ducéo total estimada foi de 1800 bolhas por segundo. O nimero de Reynolds (Re) encontrado
foi de 0,562, o numero capilar (Ca) de 0,021 e velocidade do liquido (Ui) de 1,316 cm/s.

&
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| ir 32 Geadicrolh c dispoéivo microfluidico hibri 0, podz"rox:@
madamente 1800 bolhas por segundo, com pressao do gas em 1,04 bar e vazao do liquido em 1,55 ml/min.
Fonte: Autoria propria.

Apbés a geracdo, as microbolhas foram coletadas em uma placa de petri, como
mostrado na Figura 27, onde cada experimento foi realizado durante 4 segundos a uma taxa
de 400 fps, com producdo aproximada de 7200 microbolhas. A Figura 33 mostra uma parte das

imagens das microbolhas para cada experimento realizado.

Exp2_imagem 1 Exp2_imagem 2 Exp2_imagem 3 Exp2_imagem 4 Exp2_imagem 5
Figura 33 — Imagens das microbolhas para cada experimento realizado.
Fonte: Autoria prépria.
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Nos experimentos, foi capturado um total de 2941 microbolhas para realizar a analise
estatistica do didmetro médio e indice de polidispersidade pelo software de detecgédo de objetos
circulares. O desvio da técnica para mensurar o diametro médio das microbolhas foi realizado
através da medicdo do tamanho médio por processo manual utilizando a régua micrométrica
em comparagdo com o tamanho médio medido pelo software desenvolvido. O valor encontrado

foi de 1,45% para 20 microbolhas medidas.

As imagens das microbolhas geradas nestes experimentos foram capturadas utili-
zando a camera digital Hispec 5 acoplada ao microscépio XJS-900T-PH com lentes ob-
jetivas de 20X de ampliacdo. As imagens capturadas sdo armazenadas na memoria interna

da camera e posteriormente enviadas ao computador para 0 processamento.

3.2.4 Testes de estabilidade com alteracéo na concentracéo de fase dispersa

Neste estudo, foram realizadas trés etapas de experimentos alterando a composicao da
concentracdo da fase dispersa (6leo de girassol e tensoativo), para verificar a estabilidade das
microbolhas geradas em diferentes concentrac@es de 6leo de girassol e emulsificante. Na pri-
meira etapa, os testes foram realizados usando a composicdo do 6leo de girassol e apenas o
tensoativo polissorbato 80 (Trso), em etapa seguinte, os testes realizados, utilizaram a mistura
dos emulsificantes polissorbato 80 (T+so) e lecitina de soja (Tws) e por fim, a terceira etapa de
testes utilizando a composicao dos emulsificantes polissorbato 80 (Ttso) e mono e diglicerideos
(Tmp). Todas as emulsGes testadas foram elaboradas com propor¢do em massa de 100 g de
solug@o com concentracdes em 3%, solugdes consideradas muito diluidas e classificadas como
fluido newtoniano.

A viscosidade da emulséo foi obtida utilizando um viscosimetro rotativo Brookfield
DV-E a 21 °C e pressdo atmosférica local aproximada de 91 kPa.

Nos experimentos da primeira etapa, a fase liquida da emulsdo foi composta de agua
deionizada (H20pbe1), 6leo de girassol (O.c) e emulsificante polissorbato 80 (Trs0), Na proporcao

de massa e viscosidade (n) apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Tabela de proporcdo de massa da fase liquida e viscosidade para a primeira etapa de

testes.
H20pe! (g) Owc (9) Treo (9) Ppm n (Pa.s)
97 2 1 97:2:1 1,16
97 1,5 1,5 97:15:15 1,20
97 1 2 97:1:2 1,17

Para os testes da segunda e terceira etapa, a fase liquida da emulsdo foi composta de
agua deionizada (H20pei), 6leo de girassol (0O.s), emulsificante polissorbato 80 (T+s) agregado
a outro emulsificante, sendo a lecitina de soja (T.s) € 0 mono diglicerideos (Two) respectiva-

mente, na propor¢do de massa e viscosidade (n) apresentada na Tabela 5 e Tabela 6.

Tabela 5 - Tabela de propor¢do de massa da fase liquida e viscosidade para a segunda etapa de

testes.
H20pei (g) O (9) Treo (9) Tis (9) Pewm n (Pa.s)
97 1 15 0,5 97:1.1,5:05 1,36
97 1 1 1 97:1:1:1 1,66
97 1 0,5 15 97:1:05:15 1,89
Tabela 6 - Tabela de proporcédo de massa da fase liquida e viscosidade para a terceira etapa de
testes.
H2Ope Owc (9) Trao (@)  Twmo (9) Pewm n (Pa.s)
97 1 15 0,5 97:1.1,5:05 141
97 1 1 1 97:1: 1:1 1,69
97 1 0,5 15 97:1:05:15 1,60

Todas as trés etapas foram realizadas com o dispositivo de entroncamento microfluidico
T-junction e micropipeta MIC-SLM-30.

Os ajustes da vazdo da fase liquida (QL) e vazdo da fase gasosa (Qg), para 0s experi-
mentos realizados nestas trés etapas, foram ajustados conforme a necessidade de manter um
determinado tamanho de microbolha (diametro equivalente entre as etapas), para que a posterior
fosse possivel realizar um comparativo da estabilidade, devido a alteragdo da composi¢do do
revestimento da microbolha e da associacdo de emulsificantes.

As imagens foram capturadas de acordo com os experimentos de estabilidade para cada
emulsdo, a uma taxa de 1 frame por segundo (fps) utilizando a cAmera digital Hispec 5 acoplada
ao microscopio XJS- 900T- PH com lentes objetivas de 4,3X e 10X de ampliacdo. As imagens
capturadas sdo armazenadas na memoria interna da cadmera e posteriormente enviadas ao

computador para 0 processamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados experimentais relativos ao
processo de geracdo das microbolhas. Na Secéo 4.1, serdo apresentados os resultados experi-
mentais associados a gera¢do das microbolhas com os dispositivos microfluidicos utilizando as
micropipetas MIC SLM-30, MSC-20-30 e MBB-BP-L-30, caracterizando a disperséo e a ho-
mogeneidade destas. Serdo levantadas e discutidas as curvas de distribuicdo do diametro das
microbolhas, além de um levantamento estatistico caracterizando todo o processo de geracao.
Na Secéo 4.2, sdo apresentados os testes de producédo das microbolhas com o dispositivo mi-
crofluidico hibrido utilizando as micropipetas MIC SLM-30 em elevada taxa de fluxo de liquido
e gas. Na secdo 4.3 serdo apresentados os testes de estabilidade das microbolhas, conforme a

composic¢do da concentragdo da fase dispersa (6leo de girassol e tensoativo).

4.1 CARACTERIZACAO DAS MICROBOLHAS GERADAS POR MODELO DE
MICROPIPETA

Para os experimentos de geracdo das microbolhas com as micropipetas MBB-BP-L-30,
MSC-20-30 e MIC-SLM-30, a emulsdo utilizada foi composta por 98 g de agua deionizada, 1

g de oleo de girassol e 1 g de emulsificante polissorbato 80 (propor¢do de massa de 98: 1: 1).

4.1.1 Microbolhas geradas com micropipeta MBB-BP-L-30

Usando a micropipeta MBB-BP-L-30 (Origio), com o didmetro interno de 40 um e
ajustando uma vazdo da fase liquida QL = 0,13ml/min e vazdo da fase gasosa Qc= 10,88
nl/min, foram capturadas no processo 8900 imagens a uma taxa de 150 fps, sendo detectado
um total de 107 microbolhas isoladas. O nimero de Reynolds (Re) encontrado foi de 0,047, o
numero capilar (Ca) de 0,002 e velocidade do liquido (Ur) de 1,103 cm/s. A Figura 34 apresenta
a curva de distribuicdo do didmetro das microbolhas em relagdo ao numero de eventos ocor-
ridos (microbolha isolada), com didmetro médio da microbolha (Dp) de 57,70 um, desvio padréo
(o) de 0,61 um e indice de polidispersidade (PDI) de 1,06%.
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Figura 34 - Curva de distribuicdo do diametro das microbolhas, utilizando a micropipeta MBB-
BP-L-30.
Fonte: Autoria propria.

Utilizando a camera digital acoplada ao microscopio e a régua micrométrica na escala
de 1 DIV/10 pum, foi possivel visualizar uma das microbolhas geradas pela micropipeta MBB-
BP-L-30 com diametro aproximado de 60 um, mostrada pela Figura 35.

Figura 35 - Imagem da microbolha gerada com micropipeta MBB-BP-L-30, (a) microbolha sobre
a régua micromeétrica e (b) imagem ampliada da microbolha com diametro aproximado de 60 pum.
Fonte: Autoria propria.

4.1.2 Microbolhas geradas com micropipeta MSC-20-30

Nos experimentos usando a micropipeta MSC-20-30 (Origio), com o diametro interno
de 20 um, foi ajustada a vazdo da fase liquida para QL = 0,16 ml/min e vazéo da fase gasosa Qe
= 3,28 nl/min, foram capturadas no processo 6652 imagens a uma taxa de 100 fps, sendo de-
tectado um total de 104 microbolhas isoladas. O nimero de Reynolds (Re) encontrado foi de
0,058, o nimero capilar (Ca) de 0,002 e velocidade do liquido (Ui) de 1,358 cm/s. A Figura 36
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apresenta a curva de distribuicdo do didmetro das microbolhas em relagdo ao numero de eventos
ocorridos (microbolha isolada) com diametro médio da microbolha (Db) de 40,60 um, desvio
padrdo (o) de 0,19 um e indice de polidispersidade (PDI) de 0,47%.
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Figura 36 - Curva de distribuicdo do didmetro das microbolhas, utilizando a micropipeta MSC-20-
30.
Fonte: Autoria prépria.

A Figura 37 mostra a imagem da microbolha obtida usando a micropipeta MSC-20-30,
com diametro aproximado de 40 um, utilizando a cadmera digital acoplada ao microscopio € a
régua micrométrica na escala de 1 DIV/10 pm.

a) b)

Figura 37 - Imagem da microbolha gerada com micropipeta MSC-20-30, (a) microbolha sobre a
régua micrométrica e (b) imagem ampliada da microbolha com diametro aproximado de 40 pum.
Fonte: Autoria prépria.

4.1.3 Microbolhas geradas com micropipeta MIC-SLM-30

Para a micropipeta MIC-SLM-30 (Origio), com o didmetro interno do canal em formato

bisel de 11 um e 4,6 um, o ajuste da vazdo da fase liquida foi de QL = 0,13 ml/min e da vazao
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da fase gasosa de Qg = 0,165 nl/min, foram capturadas no processo 15120 imagens a uma taxa
de 150 fps, sendo detectado um total de 117 microbolhas isoladas. O nimero de Reynolds (Re)
encontrado foi de 0,047, o numero capilar (Ca) de 0,002 e velocidade do liquido (U) de 1,103
cm/s. A Figura 38 apresenta a curva de distribuicdo do diametro das microbolhas no experi-
mento em relacdo ao nimero de eventos ocorridos (microbolha isolada) com didametro médio
da microbolha (Db) de 16,55 um, desvio padréo (c) de 0,15 pm e indice de polidispersidade
(PDI) de 0,90%.

2r

— Db 16,55 pm

18 o 0,15
Db PDI 0,90%

16 AT ] Ng 17

147

10T

Numero de Eventos
@

Sd

T,

16 161 162 163 164 165 166 167 168 16.9 17

Sd

2}

F 3

0

Diametro da microbolha (um)

Figura 38 - Curva de distribuicéo do didametro das microbolhas no experimento, utilizando a mi-
cropipeta MIC-SLM-30.
Fonte: Autoria prépria.

Utilizando novamente a camera digital acoplada ao microscopio e a régua micrométrica
na escala de 1 DIV/10 um, foi obtida a imagem da microbolha gerada pela micropipeta MIC-
SLM-30, com diametro aproximado de 15 um. A Figura 39, apresenta esta imagem.
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Figura 39 - Imagem da microbolha gerada com micropipeta MIC-SLM-30, (a) microbolha sob a
régua micrométrica e (b) imagem ampliada da microbolha com diametro aproximado de 15 pm.
Fonte: Autoria propria.
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A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos nos experimentos utilizando as micropipetas
MBB-BP-L-30, MSC-20-30 e MIC-SLM-30, com referéncia ao diametro médio da microbolha

(Du), desvio padréo (o) e indice de polidispersidade (PDI) de cada experimento.

Tabela 7 - Resultados obtidos utilizando as micropipetas MBB-BP-L-30, MSC-20-30 e MIC-SLM-

> Micropipeta MBB-BP-L-30 MSC-20-30 MIC-SLM-30
Dp (um) 57,70 40,60 16,55
6 (um) 0,61 0,19 0,15
PDI (%) 1,06 0,47 0,90

4.1.4 Linearidade da producédo de microbolhas com o dispositivo microfluidico

Para investigar a linearidade da produgdo das microbolhas com o dispositivo microflu-
idico hibrido, foram realizados experimentos utilizando a micropipeta MIC-SLM-30, onde o
diametro médio das microbolhas geradas é alterado conforme o ajuste realizado das vazdes da
fase gasosa e da fase liquida.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos nos experimentos da linearidade da producéo,
com referéncia ao didmetro médio da microbolha (Db), desvio padréo (o), indice de polidisper-

sidade (PDI), nimero de microbolhas geradas (Ng), vazdo da fase gasosa (QL) e vazdo da fase
liquida (Qg).

Tabela 8 - Alteracdo do diametro da microbolha para diferentes ajustes da vazéo da fase gasosa e
da fase liquida para a micropipeta MIC-SLM-30.

Experimento n° Dp(um) o (um) PDI (%) Ns QL (ml/min) Qg (nl/min)
Exp. 01 16,55 0,15 0,71 117 0,13 0,16
Exp. 02 18,48 0,23 1,09 169 0,07 0,11
Exp. 03 20,91 0,30 1,17 208 0,25 0,43
Exp. 04 23,08 0,37 1,28 163 0,22 0,49

A Figura 40 apresenta a curva de distribuicdo gaussiana do diametro das microbolhas

em funcdo do numero de eventos para os experimentos realizados da Tabela 8.
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Figura 40 - Curva de distribui¢do gaussiana para microbolhas de didametros diferentes devido a
alteracéo da vazao da fase liquida e fase gasosa.
Fonte: Autoria prépria.

Os diametros das microbolhas geradas apresentam uma linearidade correspondente a
medida que as vazdes sdo alteradas. A Figura 41 mostra o gréfico da relacdo linear na geracéo
das microbolhas (Du/Dp em fungéo de Qa/QL), com coeficiente de correlagdo de Pearson (R) de
0,9743 para a micropipeta MIC-SLM-30.
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Figura 41 — Grafico da relagédo linear da producdo de microbolhas referente a vazdo da fase gasosa
e vazdo da fase liquida, com coeficiente de correlacio de Pearson (R) de 0,9743. Onde, Dy é 0 diametro médio
da microbolha, Dp é 0 didmetro da micropipeta, Qc é a vazdo da fase gasosa e QL é a vazdo da fase liquida.
Fonte: Autoria prépria.

Conforme a Figura 41, o valor do coeficiente de correlagéo de Pearson encontrado foi
de 0,9743, mostrando elevado grau de correlacéo linear na producéo e capacidade do disposi-
tivo em gerar microbolhas de diferentes tamanhos com baixo indice de polidispersidade con-

forme o ajuste realizado das vaz0es da fase gasosa e da fase liquida.
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4.1.5 Curva de estimativa do diametro interno da micropipeta em funcéo ao dia-

metro da microbolha

Analisando os resultados obtidos com as micropipetas MIC-SLM-30, MSC-20-30 e
MBB-BP-L-30, pode-se verificar que o didmetro médio das microbolhas (Dv) geradas pelos
dispositivos de entroncamentos hibridos para cada modelo de micropipeta, resultam na forma-
cdo de microbolhas com uma determinada relacdo de proporcao ao diametro interno da micro-

pipeta (Dp) utilizada, conforme a Tabela 9.

Tabela 9 - Didmetro das microbolhas geradas em relacdo ao didmetro interno das micropipetas.

Modelo Dp (um) Dp (um)
MIC-SLM-30 11e4,6 16,55
MSC-20-30 20 40,59
MBB-BP-L-30 40 57,70

Com estes resultados e utilizando a ferramenta de simula¢do computacional Matlab, foi
possivel gerar o polindbmio caracteristico conforme a equacédo (4.1), possibilitando estimar o
valor do didmetro da micropipeta capaz de gerar as microbolhas, inclusive para uso clinico (<

10 pm).

D, =0,0128- D1?-0,0930- D, +2,6226 (4.1)

Utilizando este polinémio, foi gerada uma curva de estimativa do diametro interno da
micropipeta em funcdo ao didametro da microbolha a ser gerada, usando o ar como fase gasosa
e fase liquida composta pela emulsdo de 98 g agua deionizada, 1g de 6leo de girassol e 1g de
emulsificante polissorbato 80 (98: 1: 1), conforme o grafico apresentado na Figura 42.
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Figura 42 - Grafico da curva de estimativa do diametro da micropipeta em funcao do didametro da
microbolha, apresentando o erro percentual (%) entre o ponto real e o ponto interpolado pela equacao (1).
Fonte: Autoria prépria.

De acordo com a curva de estimativa apresentada pela Figura 42, para se obter micro-
bolhas menores que 10 um de tamanho, a micropipeta deve possuir um diametro interno inferior
a 3,0 pum.

Recentemente, a fabricante Word Precision Instruments (WPI) comegou a produzir e
comercializar micropipetas com didmetros de ponta interna de até 0,1 pm. O uso dessas micro-
pipetas nos dispositivos hibridos, certamente permitird a producao de microbolhas menores que
10 um. Além disso, segundo Jiang et al. (2016), o diametro das microbolhas pode ser reduzido
utilizando maultiplos T-junctions, além de aumentar a producéo de microbolhas geradas (JIANG
etal., 2016).

No experimento realizado por Araujo Filho et al. (2012) com microbolhas geradas com
ar encapsuladas por matriz lipidica e emulsionante polissorbato 80, o didmetro médio das mi-
crobolhas obtidas foi de 73,74 um para uma micropipeta com diametro interno de 70 pum. Uti-
lizando a equacdo (4.1), o valor do didametro da micropipeta seria de 65,36 um, um erro absoluto
de 4,64 um e erro percentual de 6,62% (ARAUJO, 2013).

Em outro experimento realizado por Duncan e Needham (2004), a microbolha com di-
ametro inicial de 15 pm foi produzida e mantida na ponta de uma micropipeta de 4 um, dentro
de uma microcamara utilizando revestimento por lipideo e ar como fase gasosa da microbolha.
Para este caso, utilizando a mesma equacéo (4.1), o valor do didmetro da micropipeta seria de
4,11 pm, um erro absoluto de 0,11 pm e erro percentual de 2,75% (DUNCAN; NEEDHAM,
2004).

Analisando os experimentos pode-se concluir que a curva de estimativa obtida pela

equacdo (4.1), possibilita uma boa aproximacéo para determinar o didmetro interno necessario
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da micropipeta para gerar um respectivo tamanho de microbolha (ou vice-versa), dentro destes
limites, utilizando o ar como componente gasoso e a matriz lipidica como revestimento. Obvi-
amente o ponto (0; 2,6226) matematicamente permitido na equacdo (4.1) ndo tem qualquer
significado real, uma vez que néo se pode reproduzir microbolhas com 0 um, tratando-se, por-
tanto, de um ponto proibido, assim como valores negativos para Dp também o sdo. Como a
equacdo (4.1) ¢ uma funcédo continua para qualquer valor de Db, e estamos interessados em
valores ndo apenas matematicamente viaveis, e sim reais do ponto de vista fisico, logo a solu¢édo
geral do polindmio caracteristico da equagéo (4.1) tem a seguinte forma: S = {para todo Db €
R/Db > 0}.

A curva de distribuicdo do didmetro das microbolhas nos experimentos utilizando as
micropipetas MIC SLM-30, MSC-20-30 e MBB-BP-L-30 em relagdo ao numero de eventos
ocorridos (microbolha isolada) apresentam a capacidade do dispositivo hibrido em gerar mi-
crobolhas monodispersas, tendo o 6leo de girassol e emulsificante polissorbato 80 como reves-
timento das microbolhas. Os resultados obtidos nos experimentos comprovam o elevado grau
de uniformidade das microbolhas geradas.

4.2 TESTES DE GERACAO DE MICROBOLHAS EM ELEVADA TAXA DE
FLUXO DE LIQUIDO E GAS

Para os testes de producao das microbolhas com o dispositivo microfluidico hibrido em
elevada taxa de fluxo de liquido e gas foram realizados dois experimentos utilizando a micro-
pipeta MIC-SLM-30. As condig¢des experimentais de ambos os testes sdo descritas a seguir: a
vazdo do liquido foi ajustada para QL= 1,55 ml/min e a pressdo do gas em Pc= 1,04 bar. O
numero de Reynolds (Re) encontrado foi de 0,56; o numero capilar (Ca) de 0,02 e velocidade
do liquido (Ui) de 13,16 cm/s. Os experimentos foram realizados durante 4 segundos, a uma
taxa de 400 fps e producéo total estimada em 7200 microbolhas, ou seja, uma producéo de 1800
microbolhas por segundo.

No primeiro experimento foi mensurado um total de 1260 microbolhas isoladas. A Fi-
gura 43 apresenta a curva de distribuicdo do diametro das microbolhas em relacdo ao nimero
de eventos ocorridos (microbolha isolada), com didametro médio da microbolha (Dp) de 42,70
um, desvio padréo (o) de 1,42 um, indice de polidispersidade (PDI) de 3,32% e nimero de mi-
crobolhas geradas (Ns).
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No segundo experimento foi mensurado um total de 1681 microbolhas isoladas. A

Figura 44 apresenta a curva de distribuicdo do diametro das microbolhas em relagdo ao nu-

mero de eventos ocorridos (microbolha isolada), com didmetro médio da microbolha (Dy) de
42,80 um, desvio padréo (o) de 1,29 um e indice de polidispersidade (PDI) de 3,03%.
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A Figura 45 mostra a curva de distribuicdo do somatorio dos experimentos em elevada
taxa de producdo, com um total de 2941 microbolhas isoladas, diametro médio (D») de 42,80

um, desvio padréo (o) de 1,34 um e indice de polidispersidade (PDI) de 3,13%.
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Figura 45 — Curva de distribui¢do do somatorio dos experimentos em elevada taxa de producao.
Fonte: Autoria prépria.

Considerando os resultados encontrados nos experimentos em elevada taxa de producao
de microbolhas, o didametro médio encontrado foi de 42,8 um para um total de 2941 microbolhas
geradas, onde pode ser constatado o aumento do PDI para 3,13%. Esse aumento de PDI para
vazdo de liquidos e gas mais elevados nos instiga a considerar que devido a proximidade da
ponta da micropipeta com a parede do canal de conducéo de saida, o fluxo de liquido se torna
mais instavel com o aumento da vaz&o.

De acordo com os resultados obtidos em taxa de producdo elevada, comparando os re-
sultados obtidos por Araujo Filho et al. (2012), onde a taxa de producao foi de 13 microbolhas
por segundo, o dispositivo desenvolvido neste trabalho apresentou uma producao proxima de
138 vezes maior (ARAUJO; SCHNEIDER; MORALES, 2012). Em Jiang et al. (2016), a taxa
de producdo de microbolhas para um Unico T-junction, foi entre 282 a 373 microbolhas por
segundo, comparando a esse resultado, o dispositivo hibrido desenvolvido foi capaz de produzir
cerca de 6 vezes acima (JIANG et al., 2016). De acordo com Rodriguez-Rodriguez et al. (2015),
a taxa de producdo para dispositivos T-junction, produzidos pela técnica de litografia suave é
aproximadamente de 1000 bolhas por segundo, nessa condi¢do, o dispositivo microfluidico hi-
brido apresentou uma taxa de producdo préxima de 2 vezes maior (RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2015).
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4.3 ANALISE DA ESTABILIDADE DAS MICROBOLHAS

Para a analise da estabilidade das microbolhas foi utilizado o dispositivo de microflui-
dica hibrido com a micropipeta MIC-SLM-30. Os experimentos foram divididos em trés secdes,
sendo a primeira com a emulsdo composta pela fase dispersa de éleo de girassol (Orc) e emul-
sificante polissorbato 80 (Ttso), a segunda composta por oleo de girassol e emulsificante polis-
sorbato 80 associado ao emulsificante lecitina de soja (Tvis) e a terceira com a fase dispersa
composta por 6leo de girassol e emulsificante polissorbato 80 associado ao emulsificante mono
e diglicerideos (Tmp). Para estas emulsGes, a fase continua utilizada foi a 4gua deionizada
(H20per) em proporgdo de massa (Pem) de 97:3, ou seja, 3 g de fase dispersa (6leo e emulsifi-
cante) para 97 g de fase continua (agua deionizada), totalizando 100 g de emulsdo, mantendo a
concentra¢do massica para todos os experimentos.

A vazdo da fase liquida (QL) e a vazdo da fase gasosa (Qz) nestes experimentos foram
ajustadas conforme a necessidade de se manter um determinado tamanho de microbolha pro-
ximo de 25 um, para que a posterior fosse possivel realizar um comparativo da estabilidade
devido a alteracdo da composicao do revestimento da microbolha.

Ap0s o processamento das imagens das microbolhas capturadas nos experimentos rea-
lizados nas trés se¢des, foi elaborada a curva de estabilidade para cada populacéo de microbo-
Ihas e apresentada em um grafico com as amostras de estabilidade individual e da curva de
estabilidade média para cada experimento. O tempo de estabilidade individual para cada mi-
crobolha nos experimentos foi mensurada até atingir o diametro aproximado de 5 um, devido a
falta de exatiddo no processo de mensurar o tamanho correto da microbolha para valores abaixo
desta medida, apds este valor, foi considerado o tempo no qual a microbolha se dissolve com-
pletamente. No final de cada etapa foram apresentadas as curvas comparativas em escala linear

e logaritmica dos experimentos realizados.
4.3.1 Estabilidade da emulséo 6leo de girassol e emulsificante polissorbato 80.
Os experimentos realizados nesta secdo utilizaram a fase liquida da emulsdo composta

de &gua deionizada (H20pei), 0leo de girassol (OLc) e emulsificante polissorbato 80 (Ttso), na

proporcao de massa conforme a Tabela 10.
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Tabela 10 - Tabela de proporcéo de massa e concentracdo da emulséo dgua, 6leo e polissorbato 80.

H20pEI (g) Owc (9) Trso (9) Ppm
97 2 1 97:2:1
97 15 15 97:15:15
97 1 2 97:1:2

As Figura 46, Figura 47 e Figura 48 apresentam as curvas de estabilidade da populagao
das microbolhas obtidas para a emulsdo contendo agua deionizada, 6leo de girassol e emulsifi-
cante polissorbato 80 em cada experimento. Onde: (a) é a curva de estabilidade individual das

microbolhas e (b) a curva de estabilidade média das microbolhas geradas.
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e polissorbato 80 (97: 2: 1).
Fonte: Autoria propria.
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Figura 48 - Curva de estabilidade da populacdo de microbolhas para emulsdo de dgua, dleo de

girassol e polissorbato 80 (97: 1: 2).
Fonte: Autoria propria.

A Figura 49 apresenta as curvas de estabilidade média da populagdo de microbolhas

para cada experimento realizado com a emulsao de agua deionizada, 6leo de girassol e emulsi-

ficante polissorbato 80. Onde: (a) é a curva de estabilidade média em escala linear do tempo e

(b) a curva apresentada em escala logaritmica do tempo.
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Figura 49 - Curva de estabilidade média dos experimentos com 6leo de girassol e emulsificante

polissorbato 80.
Fonte: Autoria prépria.

Com estes dados, a maior estabilidade encontrada foi aproximadamente de 16 segundos.

Pode ser observado que a curva de estabilidade que apresenta o melhor resultado com a emulséo
composta de dgua deionizada, 6leo de girassol e polissorbato 80, foi obtida com a emulsao de

proporcao de massa (Pem) de 97: 1: 2, conforme mostra a Figura 49.
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4.3.2 Estabilidade da emulsao 6leo de girassol e emulsificante polissorbato 80 as-

sociado ao emulsificante lecitina de soja.

Os experimentos realizados nesta secéo utilizaram a fase liquida da emulsdo composta
de &gua deionizada (H20per), 6leo de girassol (OLc) e emulsificante polissorbato 80 (Trso) as-
sociado ao emulsificante lecitina de soja (TLs), na proporcao de massa (Ppm), conforme a Tabela
11.

Tabela 11 - Tabela de proporcéo de massa e concentragdo da emulséo agua, 6leo, polissorbato 80 e
Lecitina de Soja.

H20pE! (g) Owc (9) Treo (9) Tis Pem
97 1 15 0,5 97:1:1,5:0,5
97 1 1 1 97:1:1: 1
97 1 0,5 15 97:1:0,5:1,5

As Figura 50, Figura 51 e Figura 52 apresentam as curvas de estabilidade da populacao
das microbolhas obtidas para a emulsdo contendo agua deionizada, 6leo de girassol e emulsifi-
cante polissorbato 80 associado ao emulsificante lecitina de soja em cada experimento. Onde:

(a) é a curva de estabilidade individual das microbolhas e (b) a curva de estabilidade média das

microbolhas geradas.
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Figura 50 - Curva de estabilidade da populagdo de microbolhas para emulsdo de agua, 6leo de
girassol, polissorbato 80 e lecitina de soja (97: 1: 1,5: 0,5).

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 51 - Curva de estabilidade da populacédo de microbolhas para emulsédo de agua, 6leo de

girassol, polissorbato 80 e lecitina de soja 97: 1: 1: 1).
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 52 - Curva de estabilidade da populacédo de microbolhas para emulsdo de agua, 6leo de
girassol, polissorbato 80 e lecitina de soja (97: 1: 0,5: 1,5).
Fonte: Autoria prépria.

A Figura 53 apresenta a curva media dos experimentos realizados com a emulsdo de
agua deionizada, 6leo de girassol e emulsificante polissorbato 80 associado ao emulsificante
lecitina de soja. Onde: (a) é a curva de estabilidade média em escala linear do tempo e (b) a

curva apresentada em escala logaritmica do tempo.
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Figura 53 - Curva de estabilidade média dos experimentos com 6leo de girassol e emulsificante
polissorbato 80 associado ao emulsificante lecitina de soja.
Fonte: Autoria propria.

Com estes dados, a maior estabilidade encontrada foi aproximadamente de 16,5 segun-
dos. Pode ser observado que a curva de estabilidade que apresenta o melhor resultado com a
emulsdo composta de agua deionizada, 6leo de girassol e polissorbato 80 associado ao emulsi-
ficante lecitina de soja, foi obtida com a emulsdo de propor¢do de massa (Pem) de 97: 1: 0,5:

1,5, conforme mostra a Figura 53.

4.3.3 Estabilidade da emulséo 6leo de girassol e emulsificante polissorbato 80 as-

sociado ao emulsificante mono e diglicerideos.

Os experimentos realizados nesta secdo utilizaram a fase liquida da emulsdo composta
de agua deionizada (H20pei), 6leo de girassol (OLg) e emulsificante polissorbato 80 (Ttso) as-
sociado ao emulsificante mono diglicerideo (Tmb), na propor¢do de massa, conforme a Tabela
12.

Tabela 12 - Tabela de proporcéo de massa e concentracao da emulsdo agua, 6leo, polissorbato 80 e
mono e diglicerideos.

H20pE! (g) O (9) Trso (9) Two (9) Pem
97 1 15 0,5 97:1:1,5:0,5
97 1 1 1 97:1:1: 1
97 1 0,5 15 97:1:0,5:1,5

As Figura 54, Figura 55 e Figura 56 apresentam as curvas de estabilidade da populacao
das microbolhas obtidas para a emulsdo contendo agua deionizada, 6leo de girassol e emulsifi-

cante polissorbato 80 associado ao emulsificante mono e diglicerideos em cada experimento.
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Onde: (a) é a curva de estabilidade individual das microbolhas e (b) a curva de estabilidade
média das microbolhas geradas.

Emulsdo 1 g de Girassol 1,5 g Polisorbato 80 e 0,5 g Mono diglicerideos Emulsdo 1 g de Girassol 1,5 g Polisorbato 80 e 0,5 g Mono diglicerideos
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Figura 54 - Curva de estabilidade da populacédo de microbolhas para emulsédo de agua, 6leo de
girassol, polissorbato 80 e mono e diglicerideos (97: 1: 1,5: 0,5).
Fonte: Autoria propria.
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Figura 55 - Curva de estabilidade da populacédo de microbolhas para emulsdo de agua, 6leo de
girassol, polissorbato 80 e mono e diglicerideos (97: 1: 1: 1).
Fonte: Autoria propria.



86

Emulsdo 1

Emulsdo 1 g de Girassol 0,5 g Polisorbato 80 e 1,5 g Mono diglicerideos
- 30 T

g de Girassol 0,5 g Polisorbato 80 e 1,5 g Mono diglicerideos
30 - T T - - T T T

——bolha 1
bolha 2

bolha 3

- bolha 4

bolha 5

bolha 6
———bolha 7
-bolha 8

N bolha 9
NS balha 10

25K 25

[

(=]
T
LS
o

o

Tamanho(; m)
Tamanho{;: m)

o

']
400 1000 1200 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Tempo(s) Tempo(s)
b

(a)

Figura 56 - Curva de estabilidade da populacdo de microbolhas para emulsdo de dgua, dleo de
girassol, polissorbato 80 e mono e diglicerideos (97: 1: 0,5: 1,5).
Fonte: Autoria propria.

A Figura 57 apresenta a curva média dos experimentos realizados com a emulsao de
agua deionizada, 6leo de girassol e emulsificante polissorbato 80 associado ao emulsificante
mono e diglicerideos. Onde: (a) € a curva de estabilidade média em escala linear do tempo e (b)

a curva apresentada em escala logaritmica do tempo.
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Figura 57 - Curva de estabilidade média dos experimentos com 6leo de girassol e emulsificante
polissorbato 80 associado ao emulsificante mono e diglicerideos.
Fonte: Autoria prépria.

Com estes dados, a maior estabilidade encontrada foi aproximadamente de 900 segun-
dos. Pode ser observado que a curva de estabilidade que apresenta o melhor resultado com a
emulsdo composta de dgua deionizada, 6leo de girassol e polissorbato 80 associado ao emulsi-
ficante mono e diglicerideos, foi obtida com a emulséo de propor¢éo de massa (Ppm) de 97: 1:

0,5: 1,5, conforme mostra a Figura 57.
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4.3.4 Anélise comparativa da estabilidade das microbolhas entre as emulses.

Com base nas curvas de estabilidades da populacdo de microbolhas obtidas nas se¢fes
anteriores, pode ser elaborado um grafico com as curvas de melhor estabilidade média obtida
para cada composicdo de emulsdo, apresentado pela Figura 58. Onde: (a) é a curva de estabili-

dade média em escala linear do tempo e (b) a curva apresentada em escala logaritmica do tempo.
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Figura 58 - Curva caracteristica de estabilidade das emulsGes.
Fonte: Autoria prépria.

Na curva caracteristica de estabilidade das emulsbes pode ser observada que a emulsdo
composta de agua deionizada (H20pei), 6leo de girassol (OLc) e emulsificante polissorbato 80
(Ts0) associado ao emulsificante mono e diglicerideo (Tmp) na proporcao de massa (Ppv = 97:
1:0,5: 1,5), apresenta a melhor estabilidade da populacao de microbolhas em aproximadamente

900 segundos no estudo de estabilidade das emulsdes.

Takamura et al. (1979) realizaram estudos com emulséo de dleo em 4gua utilizando a
parafina liquida como fase dispersa misturada a emulsionantes da familia do polissorbato e do
span. Em seus estudos foi constatada a maior estabilidade, em emulsdes provenientes de asso-
ciacdo de emulsificantes, comparada a uma emulsdo com Unico emulsionante. Neste mesmo
estudo, foi constatado o ndo aumento da estabilidade da emulséo para determinadas composi¢édo
de emulsificantes utilizados na mistura, evidenciando a fundamental importancia na selecéo dos

emulsionantes para produzir emulsées mais estaveis (TAKAMURA et al., 1979).

Em outro estudo realizado por Shen, Powell e Longo (2008), a estabilidade de emulsdes

utilizando fosfolipidios e emulsificantes alimenticios associados ao emulsionante estearato de
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polietilenoglicol 40 (PEG40), verificou que a emulsdo contendo lecitina de soja e PEG40 nao
produziu um revestimento estavel, devido a baixa resisténcia a presséo e alta tensao superficial,
sendo incapaz de formar uma monocamada de fase compacta a temperatura ambiente. Verifi-
cou-se também que certas misturas de emulsionantes podem obter um revestimento mais com-
pacto em uma interface ar-4gua do que componentes individuais, relacionado a maior estabili-
dade de emulsdo com associa¢des de emulsificantes comparadas a emulsdo com emulsificante
Unico (SHEN; POWELL; LONGO, 2008).

Os resultados obtidos nestes estudos com o 6leo de girassol corroboram com os estudos
desenvolvidos por Takamura et al. (1979) e Shen, Powell e Longo (2008), que utilizaram outras
matrizes lipidicas. Nestes estudos a emulsdo com o 6leo de girassol e emulsificante polissorbato
80 (Gnico emulsificante) teve uma estabilidade inferior ao encontrado com a emulsdo de 6leo
de girassol, emulsificante polissorbato 80 associado ao emulsificante mono e diglicerideos.
Neste mesmo estudo, também apresenta o resultado com a emulsdo de 6leo de girassol e emul-
sificante polissorbato 80 associado ao emulsificante lecitina de soja, que ndo apresentou uma
estabilidade maior que o resultado obtido apenas com 6leo de girassol e emulsificante polissor-
bato 80, corroborando com o estudo realizado por Shen, Powell e Longo (2008) na produgéo

de um revestimento estavel.

A andlise da estabilidade de emulsdes ainda é objeto de grande estudo devido a diversi-
dade de substancias simples e compostos que pode formar a camada de revestimento das mi-
crobolhas, bem como a compreensdo da composigéo do revestimento na investigacdo da tensédo
superficial, do modulo de elasticidade interfacial, da perfusdo, dos efeitos relativo a temperatura
e pressdo, e das caracteristicas que envolvem os parametros de eclosdo da microbolha por pul-
sos ultrassonicos (poténcia do sinal e frequéncia de ressonancia) devido a composicéo da estru-

tura do revestimento.
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo da técnica de impressao 3D na fabricacdo possibilitou desenvolver um dis-
positivo de entroncamento microfluidico hibrido, capaz de gerar microbolhas monodispersas
revestidas por matriz lipidica associada a emulsificantes na ordem de 16,55 um de diametro,
proximo da dimensédo desejada para aplica¢Ges de uso clinico (didmetro menor que 10 um). O
dispositivo hibrido foi capaz de produzir microbolhas com elevado grau de uniformidade, para
uma populacdo de 117 microbolhas. O indice de polidispersidade de 0,91% representa um valor
muito préximo ao obtido por Stride (2009), isto €, em torno de 1%. Nos experimentos realizados
por Araujo et al. (2012), o didmetro médio das microbolhas produzidas foi de 73,74 um, com-
parado a este resultado, o tamanho da microbolha obtido neste trabalho, proporcionou uma re-
ducdo de 57,15 um, ou seja, aproximadamente 77% menor.

O experimento realizado com o dispositivo de entroncamento hibrido, utilizando dife-
rentes modelos de micropipetas, demonstrou a capacidade de produzir microbolhas pela utili-
zacdo de trés modelos especificos, com elevado grau de uniformidade e indice de polidispersi-
dade entre 0,47% e 1,06%, valores muito préximos a 1% obtido por Stride (2009). Com a de-
terminacéo da relacdo do didametro das microbolhas geradas a partir de um determinado diame-
tro interno da micropipeta, foi possivel obter uma curva caracteristica que relaciona estes para-
metros através do uso de um polinémio de 22 ordem. Os resultados encontrados foram compa-
rados a outros dois estudos realizados, utilizando a matriz lipidica como revestimento da mi-
crobolha e ar como fase gasosa. No experimento realizado por Araujo et al. (2012), o didmetro
médio das microbolhas foi de 73,74 um para uma micropipeta com diametro interno de 70 pum.
Comparando estes dados com a curva caracteristica gerada pelo polinémio, o diametro da mi-
cropipeta seria de 65,36 um, um erro absoluto de 4,64 um e erro percentual de 6,62%. No
experimento realizado por Duncan e Needham (2004), a microbolha com raio inicial de 15 um
foi produzida e mantida na ponta de uma micropipeta de 4 um. Para este caso, utilizando a
mesma curva, o valor do didmetro da micropipeta seria de 4,11 um, um erro absoluto de 0,11
um e erro percentual de 2,75%. Analisando os experimentos, pode-se concluir que a curva de
estimativa obtida através da equacdo (4.1), possibilita a geracdo de microbolhas, utilizando o ar
como componente gasoso e a matriz lipidica como revestimento, com dimensdes de uso clinico
(abaixo de 10 um), utilizando micropipetas com didmetro interno inferior a3 um. Com a recente
comercializacdo de micropipetas pela fabricante Word Precision Instruments (WPI) de diame-

tros de ponta interna de até 0,1 pm, certamente permitird a produgdo de microbolhas menores
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com o dispositivo hibrido. Além disso, de acordo com Jiang et al. (2016), o diametro das mi-
crobolhas pode ser reduzido até as dimensdes necessarias para o uso clinico, utilizando multi-
plos T-junction.

Nos testes em elevada taxa de produgdo de microbolhas, o dispositivo microfluidico
hibrido desenvolvido em impresséo 3D foi capaz de produzir cerca de 1800 bolhas por segundo,
taxa de producdo compativel com os dispositivos T-junction, produzidos pela técnica de lito-
grafia suave descrito em Rodriguez-Rodriguez et al. (2015), que é aproximadamente 1000 bo-
Ihas/s, nessa situacdo, o dispositivo microfluidico hibrido apresentou uma taxa de produgéo
préxima de 2 vezes maior.

Nos experimentos realizados para analisar a estabilidade das microbolhas pela alteracéo
da composicdo da fase dispersa da emulsdo (6leo de girassol e emulsificante), foi possivel de-
terminar o aumento da estabilidade das microbolhas utilizando a emulséo composta pelos emul-
sificantes polissorbato 80 e mono e diglicerideos com proporcdo de massa de 97: 1: 0,5: 1,5,
em relacdo a emulsdo contendo apenas o emulsificante polissorbato 80, corroborando com os
estudos desenvolvidos anteriormente por Takamura et al. (1979) que utilizou a associacdo
de emulsificantes da familia do polissorbato e span, e os estudos de Shen, Powell e Longo
(2008) com os emulsificantes alimenticios e PEG40. Neste mesmo experimento, a emulsdo de
oleo de girassol e emulsificante polissorbato 80 associado ao emulsificante lecitina de soja, ndo
apresentou uma estabilidade maior que o resultado obtido com a emulsdo com Unico emulsifi-
cante polissorbato 80, de acordo com os resultados encontrados por Shen, Powell e Longo
(2008) com a emulséo de lecitina de soja e emulsificante PEGA40.
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6 TRABALHOS FUTUROS

Na continuidade deste trabalho, algumas melhorias e testes serdo objetos de estudos para

a realizacao de trabalhos futuros. Dentre estas, podem ser mencionados:

e Estudo da melhoria no controle da regulagem do fluxo e da presséo do sistema
gasoso do aparato de geracdo de microbolhas por ajustes de maior preciséo que
0s utilizados nestes experimentos. Os atuais modelos séo por ajustes mecanicos
(uso de manopla), sendo possiveis controles de regulagem digitais e retroalimen-
tados.

e Realizar testes de estabilidade da microbolha alterando o ar (componente ga-
s0s0) pelo gas biocompativel hexafluoreto de enxofre, que possui massa molar
aproximadamente cinco vezes maior que o ar. Conforme a equagéo de Epstein-
Plesset, a substituicdo do componente gasoso por um de massa molar maior,
propicia uma diminuicdo da taxa de variacdo do raio em funcédo do tempo.

e Realizar testes com micropipetas de didmetros internos inferiores a 3 um com os
dispositivos microfluidicos, para produzir microbolhas com dimensdes para uso
clinico (inferior a 10 um).

e Desenvolver e realizar testes com dispositivos de multiplos T-junctions, anali-
sando o comportamento na geracao das microbolhas e a taxa de producéo.

e Realizar estudos de um modelo matematico para a geracdo de microbolhas pela
técnica T-junction em dispositivos hibridos.
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7 ARTIGOS PUBLICADOS

Artigo publicado no XXV Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica 2016,
Foz do Iguacu — PR, com o titulo: “Geracdo de microbolhas monodispersas uti-

lizando dispositivo de entroncamento microfluidico”.

Artigo publicado na Revista Micromachines em 04 de agosto de 2018, com o
titulo “Micropipette-Based Microfluidic Device for Monodisperse Microbub-
bles Generation”, https://doi.org/10.3390/mi9080387.
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