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Resumo. A preservagdo e o armazenamento de células e tecidos tém sido largamente utilizados em pesquisa cientifica e aplicagoes
clinicas. A compreensdo do processo de solidificacdo de solu¢des salinas é fundamental para o desenvolvimento de novos
protocolos de criopreservagdo. No presente estudo, o congelamento de uma solugdo de cloreto de sédio a 1% em massa é simulado.
As equagoes de conservagdo de massa, quantidade de movimento, energia, e espécies quimicas foram discretizadas e resolvidas
numericamente utilizando-se o Método dos Volumes Finitos para um dominio bidimensional que contém a parede da bolsa plastica
e a solugdo salina. A perda de dgua da célula foi calculada a partir da historia de temperatura e concentragdo durante o processo
de solidificagdo e verificou-se que, dependendo da posig¢do inicial da célula na bolsa, a célula tem probabilidades de sobrevivéncia
diferentes durante o processo.
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1. Introducao

Processos de solidificacdo sdo bastante estudados nas mais variadas areas de pesquisa. Estes processos podem
acontecer tanto artificialmente como naturalmente, e possuem uma grande variedade de aplicacdes. Na industria
siderurgica, por exemplo, o processo de solidificacdo de metais ¢ de fundamental importancia, pois controla a qualidade
e as caracteristicas dos produtos. Além disso, uma série de processos naturais incluem solidificacdo, tais como a
formacao de icebergs, rochas vulcanicas, granizo entre outros.

A preservagdo e o armazenamento de células biologicas (hemaceas e espermatozoides, por exemplo) vém sendo
muito usados em pesquisa cientifica e clinica. No entanto ha uma contradigdo entre o conceito de preservagdo ¢ as
conclusdes de resultados experimentais, que mostram que materiais criopreservados podem ser danificados durante o
proprio processo de preservacdo. Quando as células sdo resfriadas a aproximadamente —5 °C, tanto a célula quanto o
material extracelular permanecem liquidos e super resfriados. Entre —5 °C e —15 °C gelo se forma fora da célula, mas
seu interior permanece super resfriado, provavelmente porque a membrana da célula bloqueia o crescimento de cristais
de gelo no citoplasma (Lunardini, 1981). A 4gua super resfriada no interior da célula tem, por defini¢do, um potencial
quimico maior do que o da dgua na solugdo extracelular parcialmente congelada: assim a agua que difunde da célula
osmoticamente congela externamente a mesma. O que acontece depois depende da taxa de resfriamento da célula. Se a
célula ¢ resfriada muito rapidamente, a dgua intracelular nao difunde tdo rapidamente para o meio externo de forma a
manter o equilibrio; a célula se torna cada vez mais super resfriada e, eventualmente, gelo intracelular se forma
ocasionando a morte da célula. Se por outro lado a célula é resfriada muito lentamente, a contragdo (devida a
desidratacdo) e a exposi¢do da célula por longo periodo de tempo a altas concentragdes de eletrdlitos (devidas a
precipitacdo de gelo externo) antes que a concentracdo eutética seja atingida também pode danificar a célula (Mazur,
1984).

A maioria dos trabalhos disponiveis em processos de solidificacdo aplicados em criopreservacdo de tecidos,
assumem a existéncia de uma taxa de resfriamento constante incidindo sobre as células, ndo resolvendo o processo de
solidificacdo da solug@o, de modo que a validagdo da modelagem proposta para este trabalho se torna dificil. Entretanto,
a validagdo para a fluido dindmica e de transferéncia de calor do processo foi realizada através da simulagdo de casos
bem conhecidos na literatura, obtendo-se bons resultados. A validagdo da modelagem de solidificagdo foi feita através
da simulagdo de um caso semelhante ao resolvido por Bianchi e Viskanta (1994), também obtendo boa concordancia.
Viskanta et al. (1997) mostraram que mesmo considerando uma taxa de resfriamento constante externa a bolsa, a taxa
de resfriamento local ndo é a mesma para todo o dominio, ¢ que células em diferentes posi¢cdes na bolsa sofrem
diferentes variagdes de volume celular. Os autores apresentaram uma simulagdo de processos de solidificagdo de uma
solug@o de cloreto de sodio em agua a 1 % em massa, colocados em uma bolsa plastica de parede plana. Com a
obtencdo dos resultados de temperatura e concentragdo de sal, utilizam o modelo desenvolvido por Mazur (1963) para
calcular a cinética de transporte de agua predizendo o comportamento do volume celular. A resolugdo deste problema
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foi feita sobre um dominio unidirecional, incluindo a bolsa, desprezando efeitos de convecg@o natural para diferentes
taxas de resfriamento.

Diversos trabalhos desenvolveram modelos de perda de agua das células a baixas temperaturas (Mazur, 1963;
Mazur, 1990; Toner et al., 1990; Karlsson ¢ Toner, 1996). Mazur and Koshimoto (2002) apresentam um estudo
numérico sobre a cinética da perda de agua em espermatozoides de ratos quando estes sofrem um processo de
resfriamento com taxas de 250°C/min a 2000°C/mim. Neste estudo eles obtiveram curvas de varia¢do de volume celular
de uma célula isolada, e submetida a variagdes de concentragdo e temperatura prescritas, ndo resolvendo o processo de
solidifica¢do da solucdo salina. Estas curvas, juntamente com dados experimentais, estimam a temperatura na qual
ocorre o inicio da nucleagdo de cristais de gelo no interior de células super resfriadas, que por sua vez fornecem dados
estatisticos para o inicio da formagdo destes cristais como uma func¢ao das taxas de resfriamento. Estes dados foram
comparados com dados experimentais obtidos a partir de taxas de resfriamento onde sabidamente ocorre a formagao de
gelo intracelular e apresentaram boa concordancia.

Low et al. (2003) realizaram a simulagdo numérica do processo de resfriamento de uma liga terndria contendo agua,
cloreto de sodio, agente crioprotetor e células em suspensio, no interior de uma bolsa plastica. O modelo “continuum”
foi considerado. A histéria de temperaturas durante a mudanga de fase, a perda de agua intracelular e a variagfo
volumétrica das células em diferentes posi¢des sdo calculadas. Os resultados deste trabalho mostram que mesmo com
taxas constantes de resfriamento impostas sobre a parede da bolsa, os células no interior da bolsa em diferentes posi¢des
sofrem diferentes taxas de resfriamento, confirmando o que foi dito por Viskanta et al. (1997). As maiores taxas de
resfriamento ocorrem em regides mais internas da bolsa, de modo que a variacdo do volume celular ¢ dependente da
posicao na bolsa. Neste trabalho ndo foi resolvido o campo de concentragdes no interior da bolsa.

Em outro trabalho, Mazur et al. (2005-a) realizaram um estudo experimental sobre as causas da formagdo de gelo
intracelular em 6vulos de ratos e de sapos, quando estes sdo submetidos a processos de criopreservagao, relacionados a
temperatura na qual este gelo comeca a se formar. Dando continuacdo a este trabalho, Mazur et al. (2005-b)
apresentaram um estudo experimental sobre o processo de criopreservacdo de 6vulos de ratos em suspensdo numa
solugdo salina contendo 1 %e 1,5 % em massa de crioprotetor (etileno glicol). A solugdo é submetida a uma taxa de
resfriamento de -50°C/min até atingir a temperatura de —70°C no final do processo. Eles verificaram que a temperatura
na qual ocorre a formacdo de cristais de gelo extratracelular, quando a solucdo é submetida a estas taxas de
resfriamento, é dependente da concentra¢do do crioprotetor. Além disso eles também verificaram que o inicio e fim da
formacao destes cristais ocorre em diferentes intervalos de tempo quando diferentes concentra¢des de crioprotetor sdo
usadas. Nestes trabalhos ndo foram resolvidos os campos de temperaturas e de concentragdes. Uma célula isolada foi
analisada, ndo sendo resolvido o processo de solidificagdo da solugcdo. Também foi considerado que a taxa de
resfriamento imposta na parede da bolsa ¢ a mesma que incide sobre as células dentro da solugao.

O presente trabalho tem o objetivo de simular processos de solidificagdo de solugdes salinas para um dominio
bidimensional resolvendo as equagdes de energia, espécies quimicas e quantidade de movimento. Os resultados obtidos
sdo aplicados em processos de criopreservagdo de células, enfocando o problema que surge devido ao fluxo de soluto
que ocorre através da membrana celular durante o resfriamento. Nao € considerada a formacdo de gelo intracelular.

2. Formulacio do modelo

Assumindo coordenadas cartesianas, as equacdes do modelo “continuum” de mistura compostas pelas equacdes de
conservacao de massa, de quantidade de movimento nas dire¢des horizontal (x ) e vertical ( y ), conservagdo de energia

e de espécies quimicas para um sistema de mudanga de fase foram previamente desenvolvidas por Bennon e Incropera
(1987) e, nestas coordenadas podem ser expressas da seguinte forma:

2.1. Conservacao de massa

D
—(p)=0 M

onde p, ¢ a densidade da fase liquida, ¢ ¢ o tempo e D ¢ a derivada material da densidade.

2.2. Conservacio da quantidade de movimento

Para a direc@o horizontal,
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onde y, ¢ a viscosidade da fase liquida, K ¢ a permeabilidade na regido bifasica (“mushy region”) na sua respectiva

diregdo, P ¢é a pressdo, V € o operador vetorial, x é a coordenada espacial na dire¢do horizontal e u ¢é a velocidade
nesta diregdo.
Para a direcdo vertical

DV = =\ 4 oP
PzE—V'(#;VV)—K—y(V)—g—Pg[ﬂr (T-T,)+Bs(C,~C,)] (€)
onde 7, e C, sdo a temperatura e concentracdo inicial, V & o vetor velocidade, T é a propria temperatura, C, ¢ a

concentragdo de sal no liquido e C a concentragdo de mistura. S, e f¢ sdo os coeficientes de expansdo térmica e de

concentrag@o de soluto, respectivamente. Aqui a permeabilidade da “mushy region” na dire¢do vertical é definida por
K,, y €acoordenada espacial na direcdo vertical e v € a velocidade nesta direcdo.

2.3. Conservacio de energia

p,ca%zv(,cﬁr)_v[g,p,(c, e VT -9 [eup (e~ VT |- [0, (h—1,) (V7))

o¢, o
— oAb L oAb e
pl 1—>a a[ pl e—a 8t

5 5 4)
5[5‘1,01 (cl _Ca)TJ_E[gepl (Ce _ca)T]

onde ¢ ¢ o calor especifico, & ¢ a fragdo volumétrica, & ¢ a entalpia, Ak, ,, ¢ a variagdo de entalpia do liquido para o

solido primario @ e Ah, ,, ¢ a variagdo de entalpia do sélido eutético para o solido primario (« ). A condutividade

a

térmica da mistura € definida como x, . Os subindices /,a e e representam as fases liquida, e sdlidas alpha-a ¢

K

eutética.

2.4. Conservacao de espécies quimicas

%%:ﬁ(g,ppﬁc)_v[g,p,p, (6,-C)]-V[2.n(C,-C)(V-7.)] 5)

onde D, ¢ a difusividade do sal no liquido.
A permeabilidade da “mushy region” que aparece nas equagdes de momento em x e y sdo baseadas na equagio de

Kozeny-Carman (Asai e Muchi, 1978).

Consideragdes inerentes ao modelo de equagdes apresentado acima: (i) propriedades termofisicas de cada fase
constantes, (ii) escoamento laminar, (iii) comportamento newtoniano da fase liquida, (iv) escoamento na regido bifésica
seguindo a lei de Darcy, (v) permeabilidade isotropica, (vi) aproximagdo de Boussinesq para o termo de empuxo, (vii)
equilibrio termodinamico local, (viii) condutividade térmica efetiva calculada pelo modelo de resisténcias em paralelo,
(ix) difusdo de espécies desprezivel na fase solida, (x) coeficiente de particdo da mistura igual a zero, (xi) densidade
constante e igual a do liquido para evitar problemas de dilatagdo e contragdo durante o processo de solidificacdo. A
condi¢do de equilibrio termodinamico local permite o uso do diagrama de fase para fornecer a mistura e composi¢des
das fases, enquanto que a consideracdo de densidade constante durante o congelamento implica em desprezar efeitos de
deformag@o das fases.

A equacdo da cinética da perda de agua sofrida pelas células no resfriamento foi derivada em fungdo da
temperatura e da concentracdo do meio, e esta defina da seguinte forma (Mazur, 1990):

dv =

e LART[(1-C,,)-(1-C,,)] (6)
onde a concentragdo de soluto intracelular C,; pode ser considerada constante para cada tipo de celula, € a
concentragdo de soluto extracelular C,; ¢é conseqiiéncia dos fenomenos fisicos que ocorrem no meio externo. No
presente trabalho esta concentragdo é determinada pelo processo de solidificagdo. Na equagdo acima a variavel A

representa a area superficial de uma célula esférica, R ¢ a constante molar dos gases ideais, V ¢ o volume de agua
intracelular, e L, a permeabilidade hidraulica da membrana celular que € definida como:
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onde L7 € o coeficiente de permeabilidade hidrdulica na temperatura de referéncia 7, , ¢ E " ¢ a energia de ativacio da

penetracdo de agua.

As equagdes diferenciais referentes ao modelo de mistura sdo discretizadas através do Método dos Volumes Finitos
(Patankar, 1980). Deste modo as equagdes de conservacdo de espécies e de energia sdo acopladas com o modelo de
mudanga de fase (Bianchi, 1997), e a equagdo de energia acoplada também com as equagdes de quantidade de
movimento, através dos termos de empuxo. A resolug@o do algoritmo para os valores nodais das fragdes volumétricas
também necessita ser desenvolvida. Os valores dos fatores de relaxagdes usados na resolugdo das equagdes de energia,
espécies ¢ quantidade de movimento foram de 0,5, 0,7, ¢ 0,5 respectivamente. Foi utilizado um coeficiente de
subrelaxacdo para a corre¢do da pressdo de 0,8. O sistema de equagdes algébricas em volumes finitos obtido pelo
procedimento de discretizagdo foi resolvido usando o TDMA — “Tri-Diagonal Matrix Algorithm”, linha por linha,
fazendo ainda uso da técnica de correcdo em bloco (Patankar, 1980; Maliska, 2003). O acoplamento pressdo-velocidade
foi resolvido pelo algoritmo SIMPLE — “Semi-Implicit Metod for Pressure Linked Equations” também apresentado por
Patankar (1980). A discretizacdo dos termos de fonte da equacao de conservacao de espécies quimicas foi baseada no
trabalho de Prakash e Voller (1989). Ja para as equagdes de energia e quantidade de movimento os termos de fonte
foram discretizados em diferencas finitas, segundo Patankar (1980).

Para a resolugdo deste problema, apos realizados testes de independéncia de malha, utilizou-se uma malha 100
volumes na diregdo horizontal por 90 volumes na dire¢do vertical. O problema ¢ resolvido de forma transiente, e os
resultados de temperatura, velocidade, e concentracdo de espécies quimicas sdo usados para o calculo da cinética da
perda de agua das células através da Eq. (6). Esta equagdo foi resolvida através de integracao utilizando-se a Regra do
Trapézio (Hoffman, 1992).

Considera-se uma bolsa plastica retangular, na qual se encontra uma solugo de cloreto de s6dio em agua, contendo
células em suspensdo. A fim de preservar as células presentes na solucdo, a bolsa ¢ resfriada externamente com uma
taxa de resfriamento controlada. O processo de solidificacdo se inicia, desprezando-se efeitos de ndo-equilibrio, e
eventualmente toda a solu¢do j& completamente solidificada, incluindo as células presentes na bolsa, atingem
temperaturas baixas o suficiente para que virtualmente nao haja reagdes quimicas.

O foco do presente trabalho é o processo de solidificagdo e as conseqiiéncias deste na sobrevivéncia das células. O
problema entdo €, dada a geometria da bolsa, calcular a distribuicdo de temperaturas e de concentragdes, e também
campo de velocidades para se saber a posigdo das células a cada instante, para poder determinar a taxa de perda de
agua das células, e com isso o nivel de sobrevivéncia das mesmas dentro da bolsa. Entdo idealiza-se a bolsa plastica,
onde estdo depositadas as células, como sendo uma cavidade bidimensional simétrica na diregdo horizontal, de largura
2X, ealtura Y, ,como estd mostrado na Fig. 1. e, ¢ a espessura da bolsa plastica.

Plano de Simetria

(dT/d),

z €L
X
+— x

Figure 1. Bolsa plastica utilizada no processo de resfriamento (Meio dominio, contendo parede da bolsa).
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As simulagdes foram desenvolvidas para dois casos, em ambos considerando-se a simetria do problema. Para estes
dois casos a concentragdo de sal da solugdo ¢ de 1% em massa. Para o caso I utiliza-se uma taxa de resfriamento
constante de —10°C/min aplicada sobre a parede externa da bolsa, sendo a temperatura da solugéo salina igual a 2°C.
Para o caso II utiliza-se a mesma taxa de resfriamento constante de -10°C/min aplicada sobre a bolsa, sendo a
temperatura da solugdo salina alterada para 20°C.

As propriedades termofisicas de solugdes salinas, ¢ demais grandezas usadas na resolu¢do do problema foram
retiradas de varias fontes (Bianchi e Viskanta, 1994; Mazur, 1963; Gebhart at al., 1988; Zaytsev e Aseyev, 1992), e
estdo compiladas nas Tabs. 1 e 2.

Tabela 1. Propriedades termofisicas das fases solida, liquida e eutética.

Propriedades Fase liquida (/) Fase Soélida () Fase Solida (Eutética - e)
¢ [kJ/kgK] 3911 1945 1690
p [kg/m’] 1007 1530 1530
k [W/mK] 0,562 2,285 1,910
D [m’/s] 1,611x10” 3 -
u [Pa/s] 1,814x107 - -
Tabela 2. Propriedades termofisicas e grandezas usadas na resolug@o do problema.
Propriedades Magnitude Propriedades Magnitude
X, [m] 9,5x10° A, [Vke] 333,7x10°
Y, [m] 0,1 Ah,_,, [T/kg] 333,4x10°
e, [m] 5x10™ ky [WmK] 62,9
B [1K] 1,968x107 R [um® Pa/mol K] 83,144x107
Bs -] 7,968x10” A [pm’] 3,04
K, [m?] 5x107™" E" [J/mol] 58,61
g [m/s?] 9,81 V [um’] 2,775
T, [°C] 21,1 £ [wm/s Pal 1,095x107
T, [°C] 20u20 T, [K] 273,15
Ceut [%] 23’3 Cin [%] 1
3. Resultados

Para todos os casos ¢ de fundamental importancia verificar o posicionamento das células a cada instante de tempo,
pois uma determinada célula pode percorrer um determinado caminho dentro da bolsa, e outra célula um caminho
diferente, e com isso passar por historias de temperaturas e concentracdes também diferentes e terem logicamente,
niveis de desidratacdo diferenciados.

A Fig. 2 mostra qualitativamente a situa¢do para o tempo de solidificagdo de 250 segundos. Note que neste
momento ja existe fase eutética precipitada, uma vez que a linha “solidus” ja percorreu parte do dominio, como pode
ser visto na Fig. 2-d. Como a fase liquida, fora da regido bifasica, tem uma espessura muito reduzida, as velocidades
comegam a ficar menores devido a presenca da “mushy region”. E possivel verificar que a recirculagio envolve a
“mushy region”, que tem uma permeabilidade menor, de forma a também diminuir a magnitude das velocidades. Como
seria de esperar, o problema ¢é unidirecional, ou seja, as linhas “liquidus” e “solidus” s@o planas. Embora a temperatura
da parede —23°C ja seja inferior a temperatura do eutético -21,1°C, a espessura de plastico funciona como um isolante
térmico, causando um forte gradiente de temperatura no polietileno. E possivel notar que na maior parte do dominio as
velocidades sdo verticais, de forma que a linha “liquidus” se mantém plana, como pode ser visto na Fig. 2-d. Apenas
proximo as paredes horizontais hd componentes ndo verticais da velocidade. As isotermas e as isoconcentragdes sdo
verticais e acopladas entre si, uma vez que a difusividade de espécies quimicas é pequena se comparada a difusividade
térmica.
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Figura 2 - Comportamento do processo de solidificagdo em ¢ =250 s para o caso I: (a) Vetores velocidade,
(b) Func@o de corrente, (c) Isotermas, (d) Posi¢o da regido bifasica, (e) Isoconcentragdes.

A Fig. 3 mostra qualitativamente o comportamento do processo de solidificag@o para o tempo de 150 segundos.
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Figura 3 - Comportamento do processo de solidificagdo em ¢ = 150 s para o caso II: (a) Vetores velocidade, (b) Fungdo
de corrente, (c) Isotermas, (d) Posicdo da regido bifésica, (e) Isoconcentracdes.

Embora parecam verticais na maior parte do dominio, as velocidades junto ao polietileno tem um componente
horizontal na diregdo positiva de u . Observe também que os perfis de velocidade sdo diferentes dependendo da altura
no dominio (Fig. 3-a). Como a advecgao se torna importante devido a maior diferenca de temperatura, note que para
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este caso comecam a aparecer deformacdes nas isotermas e linha “liquidus” (Fig. 3-c, e Fig. 3-d). A inclina¢do que
aparece nestas figuras, ¢ resultado da acdo dos termos de empuxo. Devido a interacdo de liquido mais quente com a
regido bifasica no alto do dominio, a espessura desta regido ¢ menor naquela localidade do que seria se ndo houvesse
escoamento. Note que na Fig. 3-c as duas isotermas mais a direita estdo ainda na regido liquida, uma vez que a
temperatura “liquidus” ¢ de -0,63°C. E evidente, entdo, que ha um resfriamento local nesta regido devido ao escoamento
que vem da regio bifasica, que se encontra mais fria do que o liquido. E possivel verificar que este mesmo escoamento
altera o perfil de concentragdes na Fig. 3-d.

As Figs. 4-a e 4-b mostram as trajetorias de algumas células depositadas na bolsa para os casos I e II,
respectivamente, com referéncia a posi¢do vertical inicial % = 0,32. Pode-se observar que existe uma variagdo

L

consideravel da posi¢do das células na dire¢do y a partir da posigdo inicial. Ja na dire¢do x tem-se para a célula

(42,30) que eqiiivale as posi¢cdes adimensionais ( %( =0,18; % =0,31) um deslocamento quase despercebido com
L L

relagdo a variacdo de deslocamento na dire¢do y, enquanto que para as demais células analisadas nesta figura ndo

existe variagdo de posicionamento no sentido horizontal da bolsa. Note que as células (22,30), (42,30) ¢ (62,30) que
possuem posi¢des adimensionais (0,18;0,31), (0,38;0,31), e (0,59;0,31), respectivamente, possuem uma trajetoria
descendente, enquanto que a célula (82,30) que eqiiivale a (0,79;0,31) possui uma trajetoria inversa. As células mais
distantes da parede fria tém um movimento ascendente, enquanto as mais proximas tém um movimento descendente na
maior parte do tempo de solidificagdo. No caso II pode-se melhor verificar a influéncia da convecc¢do natural no
processo de resfriamento.
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Figura 4 - Trajetoria das células sobre o dominio durante o processo de resfriamento

referente a posigdo inicial % =0,32: (a) Caso I, (b) Caso II.
L

Como um resultado final do processo de criopreservagao de células pode-se observar nas Figs. 5-a e 5-b como foi o
comportamento geral das células em relagdo a variagdo do volume intracelular devido a perda de agua sofrida durante o
processo para os casos I e I, respectivamente. Esta figura apresenta o volume final das células com relagdo a posi¢ao
inicial destas células. Pode-se verificar na Fig. 5-a que a varia¢ao de volume celular ndo ¢ homogénea para as diferentes

posigdes iniciais das células. E possivel notar que para valores de % entre 0,2 e 0,7, as variagdes no perfil de
L

variagdo de volume sdo muito pequenas, como se mostrou na Fig. 5-a. Por outro lado, fora deste intervalo vertical, nas
partes inferiores e superiores a ele ha diferencas maiores. E para estas células que os efeitos de adveccao causada pela
conveccao natural sdo mais significativos. Na parte inferior, as células tendem a passar mais tempo por regides de baixa
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concentracdo de sal, uma vez que elas acompanham o escoamento, primeiramente mais horizontal até fazer o contorno
e subir ao longo do eixo de simetria. Esta regido demora mais a solidificar. Assim, as perdas de dgua sdo menores,
como pode ser visto pela maior regido de tonalidade vermelha. Na parte superior, por outro lado, acontece o oposto,
uma vez que as células que ali se encontram percorrem o dominio na direcdo da frente de solidificacdo. Como ali as
concentragdes sao maiores, ha uma maior perda de 4gua, ocasionando na maior diminui¢do de volume, como pode ser
constatado pela regido mais azulada no alto a esquerda.
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Figura 5 - Variaggo de volume celular dentro da bolsa, relacionadas as suas posigdes iniciais, ao final do
processo de resfriamento: (a) Para o caso I, (b) Para o caso II.

Na Figura 5-b esta ilustrada a variagdo do volume celular para o caso II na posi¢do inicial das células na bolsa.
Embora haja semelhangas com a figura correspondente do caso I (Fig. 5-a), ha diferencas evidentes. Note
primeiramente a regido vermelha completamente envolvida por regides onde a variagdo de volume foi maior, que se

estende entre 0< % <0,6. Este volume de liquido teve uma variacdo de concentragdes menor do que o restante do
L

dominio, de forma que as taxas de perda de agua foram consequentemente menores. Uma outra regido na parte superior
direita da bolsa também apresenta menores taxas de perda de agua.

4. Conclusoes

Baseado nas investigacdes do processo de solidificagdo, as seguintes conclusdes podem ser apresentadas:

1. Para uma temperatura inicial de 2°C e taxa de resfriamento considerada, -10°C/min, os efeitos das forgas de
empuxo sdo praticamente inexistentes e o problema pode ser considerado como unidirecional.

2. A distribuicdo de concentragdo também ¢ afetada pela taxa de resfriamento, pois esta é fortemente dependente
da temperatura. Quanto se tem um menor gradiente de temperatura, tem-se uma maior regido ocupada com
solugdo salina de concentragdo diferente e maior que a inicial.

3. As forcas de empuxo passam a ter alguma influéncia nas distribui¢des de temperatura e concentragdo quando a
temperatura inicial ¢ elevada para 20°C. Neste caso, as linhas “liquidus” e “solidus” deixam de ser verticais e
ha um actimulo de liquido frio com maior concentragdo de sal na parte inferior do dominio. Uma solucdo
considerando o dominio unidimensional levaria a resultados questionaveis.
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O problema de encolhimento por desidratacdo (crenagdo), que acontece devido ao fluxo de 4gua através da
membrana celular durante o processo de criopreservagao de células foi estudado neste trabalho para os dois casos
previamente descritos.

Baseado nos resultados obtidos pode-se escrever as seguintes conclusdes:

1- Mesmo quando a advecgdo é desprezivel, a variagdo do volume celular ndo ¢ a mesma para todas as
posicdes da bolsa. A taxa de resfriamento local varia para cada posicdo e ¢ diferente da taxa de resfriamento
imposta sobre a parede externa da bolsa seja constante.

2-  Quanto maior for a taxa de resfriamento menor é a variagdo do volume celular, e pode-se dizer que maior é
o nivel de sobrevivéncia das células na bolsa. Para ambos os casos as células mais ao centro da bolsa
obtiveram uma menor perda de agua.

3- Quando a adveccdo ¢ importante, o escoamento leva as células a regides com diferentes temperaturas e
concentragoes. Assim, a perda de agua da célula depende fortemente da posig¢do inicial da célula no
dominio.
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NUMERICAL SIMULATION OF THE SOLIDIFICATION OF BINARY SOLUTIONS APPLIED TO
CRYOPRESERVATION OF BIOLOGICAL MATERIAL
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Abstract. Cryopreservation and banking of biological cells and tissue have been widely utilized in scientific
research and clinical applications. Understanding of the solidification process of salt solutions is crucial to
develop successful cryopreservation protocols. In the present study, freezing of a sodium chloride solution (1%)
in a flat bag is simulated. Mass, momentum, energy, and species conservation equations were numerically solved
using the Control Volume Method in a two-dimensional domain. Then, using the temperature and salt
concentration data calculated, the kinetics of water loss from a model cell is predicted. The results show that,
depending on the initial position of the cell in the bag, the history of water loss varies, and so does the cell
preservation.
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