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Resumen

En el agua potable se pueden encontrar diferentes tipos de patdgenos, entre ellos
los Cryptosporidium Parvum. Este patégeno obtiene mayor relevancia frente a los
otros debido a su inmunidad frente al tratamiento de cloracién que se desarrolla en

las plantas potabilizadoras para la eliminacion de los patdgenos.

Por ello, es preciso desarrollar técnicas de deteccion de este tipo de patogenos, para

un control y tratamiento de éste.

Actualmente, las técnicas utilizadas requieren de una cantidad de tiempo muy ele-
vada para su realizacion y ademas, son técnicas muy costosas debido a que practi-
camente todo el proceso de detecciéon se realiza manualmente, por lo que se requiere

de operarios cualificados, y con la utilizacion de equipos de deteccion caros.

Por ello, la principal motivacion de la realizacién de este proyecto ha sido realizar
una nueva técnica basada en la integracion de dicho proceso de deteccién en un
Lab-on-a-Chip, para asi conseguir una total automatizaciéon de dicho proceso de
deteccion, consiguiendo a su vez la reduccion de tiempo de elaboracion y de costos

debido a que los equipos utilizados serian de bajo coste y no haria falta operarios.
Los principales puntos desarrollados en este proyecto son:
» Capitulo 1:

Que es el Cryptosporidium Parvum, el riesgo que conlleva su ingesta y la
normativa correspondiente al tratamiento de dicho patégeno. Métodos de de-

teccién para el Cryptosporidium Parvum.
» Capitulo 2:

Conceptos bésicos de microfluidica. Que es el inmunomagnetismo y la inmu-

nofluorescencia.

» Capitulo 3:



Proceso de concentracion y deteccion de Cryptosporidium Parvum. Diseno de
un concentrador de particulas segin su tamafio. Disefio de un separador de
particulas por IMS segun su tipologia. Diseno de un analizador de particulas

por inmunofluorescencia para la deteccion de éstas.



1. Introduccion

1.1. Riesgo de la presencia de Cryptosporidium en el

agua potable

Hoy en dia, los paises desarrollados cuentan con diferentes técnicas de tratamiento
del agua potable (floculacién, decantacion, filtracién...), de manera que ésta sea apta
para el consumo humano. Pero estas técnicas no son suficientes para la eliminacion

de algunos patogenos que producen graves infecciones.

En el agua potable podemos encontrar diferentes tipos de patégenos, los cuales po-
demos clasificarlos en tres categorias: bacterias, virus y protozoos parasitos. Dentro

de ésta ultima categoria, protozoos parasitos, se encuentran los Cryptosporidium.
1]
Segun [2], “Los Cryptosporidium son pequenos parasitos que infectan el tracto di-

gestivo y respiratorio de los vertebrados, y aunque se ha descrito muchas especies

del género Cryptosporidium, parecen ser especificos para cada clase de vertebrados:
s C. Parvum, C. Muris, C. Felis y C. Wrairi, para mamiferos.
s C. Caileyi y C. Meleagridis, para aves.
= C. Serpentis, para reptiles.
= C. Nasorum, para peces.”

En el caso de los humanos, las infecciones son producidas por los Cryptosporidium
Parvum. Su transmision se produce por via fecal-oral y la infecciéon es obtenida

mediante diversas vias:
» Agua contaminada.
= Contacto entre personas, sobre todo en lugares publicos.

» Contacto directo con heces de animales infectados.
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= Contaminacion por alimentos crudos, tales como la carne o la leche mal pas-

teurizada. [2]

La mayoria de infecciones provocadas por Cryptos, se deben a la contaminacién del
agua potable con dicho patdgeno, lo cual conlleva un grave riesgo para la salud de
los humanos. Esta enfermedad es llamada Criptosporidiosis. Dependiendo del estado

de salud de cada persona puede provocar en ella diferentes tipos de infecciones.

Normalmente, en una persona cuyo estado sea saludable, una pequena ingesta de es-
tos patégenos le provocaria gastroenteritis. El periodo sintomatico es mas duradero
que en otras infecciones bacterianas gastrointestinales. Los sintomas mas habituales
son diarrea, dolor abdominal, nauseas, vomitos y incluso fiebre. El tiempo de recu-
peracién en este tipo de personas es entre 2 y 3 semanas, aunque puede durar hasta

6 semanas.

En otros casos, pueden llegar a aparecer sintomas de debilidad fisica, dolores de
cabeza y anorexia. Por ello, es particularmente peligroso dicha infeccién en ninos,
personas mayores o personas adultas con el sistema inmunoldgico deprimido. El
riesgo es especialmente alto en personas con VIH, pues no hay vacuna para curar la

infeccion por Cryptos en este caso y podria provocar incluso la muerte. [2, 3, 4]

El estudio y tratamiento de dichos patdgenos es muy importante, debido a que el
riesgo de infeccion es muy elevado, pues solo haria falta la ingesta de 10 de estos
patogenos para que exista una posible infeccién. La probabilidad de infeccion esta
proporcionalmente relacionada con la cantidad ingerida, siendo 0.5 % la probabilidad

de ser infectado al tomar un ooquiste’.

El tamano de los Cryptosporidium Parvum es muy pequeno, del orden de micréme-
tros, por ello hay que tener controlada la concentracion de dichos patégenos en el

agua potable. [2, 4]

Los tratamientos usados en las plantas potabilizadoras para la eliminacién de todo
tipo de patdgenos, siendo uno de los tratamientos mas importantes la cloracion, no
afecta a los Cryptosporidium Parvum. Por ello, para limitar el riesgo de infeccion
por dichos patogenos es importante llevar a cabo diariamente exhaustivos métodos

de deteccién de éstos en el agua potable, dado que hoy en dia no se conoce ninguna

LOoquiste: Quiste que forma el cigoto de un esporozoo.
Esporozoo: Es una clase de protozoos parasitarios que tienen habitualmente un ciclo en que
alterna una generacién sexual con otra no sexual y que precisan mas de un huésped para
completar su ciclo.



1.2 Legislacion sobre el control de Cryptosporidium en aguas potables

técnica de eliminacion de estos patdgenos a gran escala que sea adecuada para una

planta potabilizadora. [4]

1.2. Legislacion sobre el control de Cryptosporidium

en aguas potables

Referente a la normativa espanola, el Real Decreto 140/2003 recoge aspectos sobre
la calidad que debe tener el agua para el consumo humano. La norma europea
equivalente es la Directiva 98/83/CE. Segun [5]:

“El Real Decreto 140/2003 tiene por objeto establecer los criterios
sanitarios que deben cumplir las aguas de consumo humano y las insta-
laciones que permiten su suministro desde la captacion hasta el grifo del
consumidor y el control de éstas, garantizando su salubridad, calidad y
limpieza, con el fin de proteger la salud de las personas de los efectos

adversos derivados de cualquier tipo de contaminacion de las aguas.”
El Articulo 5 de dicho decreto dice que,

“se considera el agua de consumo humano salubre y limpia cuando
no contenga ningin tipo de microorganismo, parasito o sustancia, en
una cantidad o concentracion que pueda suponer un riesgo para la salud

humana’.

En el anexo I apartado A de dicha norma, viene adjunta una tabla con los parame-

tros microbiolégicos(Tabla 1.1): [5]

Parametro Valor paramétrico Motas
1. Escherichia coli 0 UFC en 100 ml
2. Enterococo 0 UFC en 100 ml

3. Clostridium perfringens (incluidas las esporas) 0 UFC en 100 ml 1y 2

Notas:

(1) Cuando la determinacién sea positiva y exista una turbidez mayor de 5 UNF se determinardn, en la salida
de ETAP o depésito, si la autoridad sanitaria lo considera oportuno, Cryptosporidium u otros microorganismos
parésitos.

(2) Hasta el 1 de enero de 2004 se podra determinar Clostridium sulfito reductor en vez de Clostridium perfringens.
Las condiciones descritas en la nota 1 y el valor paramétrico serdn los mismos para ambos.

Tabla 1.1.: Parametros microbiologicos en las aguas potables segiin Real Decreto
140/2003.
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La Directiva 2003/99/CE [6], sobre vigilancia de las zoonosis y los agentes zoo-
noticos, incluye la criptosporidiosis y los agentes que la causan entre las zoonosis
parasitarias, debiendo ser como objeto de vigilancia en funcién de la situacién epi-

demiolégica (Anexo I, Lista B).

Aunque en Espana, no es obligatorio controles diarios de la cantidad de Cryptos-
poridium Parvum en el agua potable, si que lo es en otros paises como es el caso
de Reino Unido. Donde el cual, para que el agua muestreada se califique como apta

para consumo humano, debe haber menos de 1 ooquiste por 10 litros de agua.

Por ello, es importante la deteccién de C.Parvum, dado que aunque la ley espanola

no lo registre como tarea obligatoria, puede prever muchas infecciones importantes.

Y en el caso de otros paises, no sélo por lo que se acaba de citar, sino porque ademas

lo registra la ley de obligatorio cumplimiento.

1.3. Objetivos

Los principales objetivos de este proyecto son:
= Recopilaciéon de las técnicas utilizadas para la deteccion de Cryptosporidium.

= Disefio de un separador de particulas segin su tamaiio, integrado en un Lab-

on-a-Chip.

= Disefio de un separador de Cryptosporidium por IMS, integrado en un Lab-

on-a-Chip.
= Disenio de un analizador de Cryptosporidium, integrado en un Lab-on-a-Chip.

= Disefio de las correspondientes mascaras fotolitograficas asociadas a los dos

separadores y al analizador disefiado.
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2.1. Introduccidn

Debido a las consecuencias de la ingesta de este patogeno, es importante llevar a

cabo métodos de detecciéon, para evitar infecciones.

En este apartado, se han clasificado dos grandes grupos de deteccién; deteccion
estandar, la cual es la que actualmente se lleva a cabo en muchas de las plantas
potabilizadoras, y deteccion automatica, la cudl se estd desarrollando con la inten-
cion de poder sustituir a la estandar dado que ello ahorraria tiempo y seria menos

compleja.

En la actualidad, ya hay algunos métodos de detecciéon automatica, que ahorra
tiempo en algunos de los procesos aunque no en todos, ya que la automatizacién
es de forma parcial. También hay investigaciones del uso de Lab-on-a-Chip en este
campo, aunque ain no muy desarrollado. Este proyecto se centrara sobretodo en

éste ultimo, dado que supondria una automatizacion completa y a bajo coste.

2.2. Metodologia de deteccion estandar de los

Cryptosporidium Parvum

Existe una técnica de deteccién que consiste en la concentraciéon de dichos patogenos
en una pequena cantidad de agua, para después con ella poder detectar y determinar
un numero aproximado de patégenos en el total de agua tratada. Asi si la concen-
tracion de C.Parvum es elevada, ese agua no se podra suministrar a los hogares. Si
por el contrario, el agua tiene una concentracion adecuada, el agua serd apta para el
consumo humano. Aunque este método no es un procedimiento universal, si que es
bastante utilizado mundialmente con unas cantidades parecidas de aguas a tratar.
[7]
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Segun [8], el método consistiria en coger una muestra de 1000 litros. Para que la
muestra no sea en un tiempo exacto, sino que refleje bien la realidad y la posible
varianza con el tiempo, se cogen muestras de forma continua con una duracién de
24h y con un caudal de 40Y/n. De dichas muestras se cogen muestras mas pequenas

para ser examinadas en el laboratorio, y el resto del agua es filtrada in-situ.

Una vez en el laboratorio, las muestras se someten a un filtrado (las particulas se
encuentran atrapadas en unos discos porosos, los cuales se someten a un lavado pa-
ra la extraccién de los microorganismos), més tarde a un tratamiento de IMS! de
ooquistes atrapados en el filtro. La IMS, “emplea particulas magnéticas recubiertas
de anticuerpos especificos para concentrar el antigeno”[9]. Por tltimo, una vez con-
centrados, se utiliza para su deteccion la técnica de inmunofluorescencia, para asi

hacerlos mas visibles y que facilite su cuenta con el microscopio.

Este proceso se encuentra legislado en el protocolo de EPA 1623.1 [8] para el tratado
del agua (los valores de los litros de muestras pueden variar, pero lo que indica este
protocolo son los tres pasos fundamentales que se han mencionado anteriormente,
filtrado, IMS e inmunofluorescencia). Pero como se acaba de poner en manifiesto, éste
no es un método universal, sino que en cada pais sufre alguna variacién, sobretodo
en las cantidades de litros de las muestras que se toman para ser procesadas en el

laboratorio.

Por ejemplo, en USA las muestras tomadas para ser examinadas en el laboratorio es
de 10/ sometiéndolas a un centrifugado y un tratamiento de IMS; mientras que, en
el caso de Alemania, las muestras serian de 20 o 2/ concentradas mediante centrifu-
gacion, reduciendo la muestra a examinar a 0,2 — 2ml que posteriormente es lavada
dos veces con agua para después aplicarle IMS. Estos datos se encuentran recogidos

en [7].

En la Figura 2.1, podemos observar el método usado en UK para el tratamiento de
aguas potables, este método se basa en el protocolo de EPA 1623.1 [8] usando filtros
IDEXX Filta-Max.

Donde el proceso descrito es:

1. Toma de muestras 1000/24h. Acto seguido se hace un filtrado.

!Separacién Inmunomagnética: Técnica de separacién celular en la que microesferas o cuentas
magnetizables son primero revestidas con anticuerpo monoclonal, permitiéndole buscar y en-
lazar células dianas, y entonces eliminadas selectivamente cuando pasan a través de un campo
magnético.
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4. Elution (2) | = 6. Enrichment L
2. Transport | Concentrate IMS to separate
Filter sent elutate using u oocysts from 2
e back to central membraneto | other particulaie | aw ‘
% laboratory ~50mL matter to ~50pL
- Up to 1 day < AVERAGE . &.
< AVERAGE oooRoeee® RECOVERY: .
o RECOVERY: 90% 7. Detection
w 3. Elution (1) 50% Staining and microscopic
1. Sampling Remove 233;“",‘."‘";" observation
1000L/24hrs oocysts from ~5mL ug AVERAGE RECOVERY: 95%
Filtration filter into Single oocysts can be observed
~G600mL
a
| | | | f { : |
24 hours <24 hours 15min 10-30 min ~1hour <5 hours 30 min - 3 hours
1000 L 600 mL 50mL 5mL 50 pL

Figura 2.1.: Protocolo EPA para Cryptosporidium usando filtros IDEXX Filta-
Max [4]

2.
3.

Dichos filtros son trasladados al laboratorio en un tiempo menor a 24h.

Se hace un proceso de elucién?, para eliminar los patégenos del filtro y tener
finalmente una muestra de aproximadamente 600ml. Este paso dura unos

15 min.

Se vuelve a someter a dicha muestra a otro proceso de lavado, reduciendo
asi la muestra a 50ml. El tiempo en realizar dicho lavado es de 10-30min y

obtenemos una tasa de recuperacién del 50 % de los patdgenos.

A dicha muestra, se le somete a un proceso de centrifugacion durante 1 h para

conseguir concentrar la muestra a 5ml.

Acto seguido, se le somete al tratamiento IMS, para separar los ooquistes del
resto de particulas que hay en la muestra. Con este tratamiento conseguimos
una tasa de recuperacién del 90 % de los Cryptos. Tras este paso, el cual tarda
algo menos de 5 h, los Cryptos se encuentran concentrados en una muestra de

50 microlitros.

El dltimo paso es el uso de la inmunofluorescencia, donde los ooquistes de la
muestra (50 ul) son tefiidos para més tarde ser observados en un microscopio
de fluorescencia y asi poder contar el nimero de patégenos en dicha muestra
de agua, pudiendo obtener una estimacion de la concentracion de éstos en el

total de agua tratada. Este paso puede durar entre 30 min y 3 h, siendo la

2Elucién: Lavado progresivo con un liquido apropiado
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tasa de recuperacion de éstos del 95 % (muy buena en comparacién con la que

obteniamos en el paso 4).

A este método estandar se le han hecho algunos cambios para mejorar la concentra-
ci6én y deteccién de los patégenos, como es el lavado megasénico (Megasonic-elution)
[10]. Con este método conseguimos una considerable reduccién de tiempo en el pro-
ceso y una mejor concentracion de los patogenos. En la Figura 2.2 se muestra los

pasos a realizar con este método y las principales diferencias con el método estandar:

Tiempo

Método tradicional

Lavado Megasodnico

Colocacion y
preparacion del filtro
para el comienzo del

proceso

Lava la muestra con
1200ml de PBST
durante 20-30min

Concentra la muestra
haciendola pasar a

Quitar el filtro, poner
las esponjas en una
bolsa de plastico y
|someterlas a un bafo
megasbnico junto
con 600m| de PBST

Concentra la muestra
haciéndola pasar a
través de una

través de una membrana
membrana
Frota las membranas
obteniendo asi una Poner las

muestra de la cual se
pondra 50ml en un
tubo para ser
centrifugado. Afiade
5-10ml PBST.
2 minutos

Centrifugacion de la
muestra de 50ml
durante
30 minutos

membranas en una
bolsa de plastico y
|someterlas a un bano
megasonico junto
con 5-10ml de PBST
20 minutos

Aplicacion de IMS a
un volumen maximo

Aplicacion de IMS a de 10ml
un volumen maximo
de 10ml I Deteccion
Deteccién

Figura 2.2.: Esquema que refleja el ahorro de tiempo con la utilizacién de mega-
sonidos frente al método tradicional.[10]

2.3.

Técnicas de deteccion no convencionales.

Hasta ahora, se han hecho numerosas investigaciones de como detectar los Cryptos-

poridium usando diversas técnicas, entre ellas dispositivos de deteccién integrados

10
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en un Lab-on-a-Chip. Algunas de estas técnicas, se citan a continuacion. [4]

= Técnicas de deteccion Opticas

o Captura hidrodinamica combinada con deteccion por inmunofluorescencia

20mm ,“
—-

'=ﬂ|1mI

La captura viene realizada mediante el uso de tamices o algtin tipo de
orificio de tamano menor a la particula, siendo normalmente el orificio
de geometria conica para mejorar la captura y permitir una posterior
inyeccion de otro liquido. Un ejemplo, es el desarrollado en este proyecto
para la deteccion por inmunofluorescencia de Cryptosporidium mediante
el uso de una rejilla compuesta de agujeros céonicos. Dicho dispositivo,

disenado por [11] y que viene mostrado en la Figura 2.3.

’
.

T S

AWARRWAR

30pm

Figura 2.3.: Método de captura hidrodinamica

o Técnicas de microscopia hologrifica

Este tipo de técnica se basan en el uso de una fuente de luz incoherente
y su captaciéon mediante un array de fotosensores CMOS para adquirir
la imagen holografica de las muestra. Este método de deteccion es capaz
de detectar hasta un minimo de 380 ooquistes por mililitro. Aunque se
podria mejorar simplemente concentrando previamente la muestra por
métodos de concentracion tradicionales. Esta técnica permite analizar
muestras de tamano medio de unos 60u L. Los mayores inconvenientes de
dicha técnica es que no permite la especiacion de los patogenos o analizar

su viabilidad.
Técnicas de espectroscopia Raman

Es una técnica basada en la dispersion de la luz. Se utiliza una luz mo-

nocromatica incidente para excitar moléculas, que entran en un estado

11
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12

vibracional, éstas a su vez emiten una radiacién de una longitud de onda
diferente, este proceso es conocido como “Dispersiéon de Raman”. Como
las senales de Raman son relativamente débiles, la superficie donde las
moléculas son desplazadas es generalmente recubierta con un metal no-
ble, dando resultado a un incremento de la senal medida. Esta técnica
se llama Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) o en espaiiol,

Espectroscopia Raman. Ver Figura 2.4.

Esta técnica permite no solo la deteccion y recuento de una pequena mues-
tra (< 10ul) de los patégenos depositada en una superficie, sino la precisa
especiacion de la muestra. Actualmente se ha demostrado su utilidad a
la hora de diferenciar entre C.Parvum, C.Hominis and C.Meleagridis. Sin
embargo, esta técnica necesita fijar los patégenos a la superficie durante
el tiempo de escaneo el cual puede ser bastante largo, de hasta media

hora dependiendo del area de la muestra.

Detector
ccb

Excitacién con

Espectrémetro
Laser fibra 6ptica

I

Sonda
filtrada

Ordenador

1

g,

Lente

l

Muestra

Figura 2.4.: Espectroscopia Raman

e Sensor basado en fibra optica

Esta técnica se basa en utilizar la fibra 6ptica como medio de deteccion
y transmitir senales épticas. Para ello, se fijan anticuerpos selectivos al
C.Parvum en la punta de un cable de fibra éptica, el cual se sumerge en
la muestra. Tras el tiempo de incubacion los patdgenos quedan adheridos
a la punta del cable y son excitados por una senal laser el cual se envia a
través del cable. Este laser excita los ooquistes y los vuelve fluorescentes.

La senal luminosa producida vuelve por el cable de fibra éptica hasta un
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sensor donde se analiza la traza recibida. Al igual que la mayoria de las
técnicas basadas en inmunofluorescencia, no permite las especiacion de la

muestra. Esta técnica tiene un fondo de escala de 10%ooquistes por mi.

» Técnicas basadas en la deteccion de masa

“Un biosensor es un dispositivo analitico, que integra un elemento de recono-

cimiento bioldgico con un transductor fisico para generar una senal medible

proporcional a la concentracién de los analitos®.”[4]

Deteccion con microbalanza de cristal de cuarzo

“Dentro de los sistemas utilizados para construir biosensores podemos
mencionar los que se basan en la piezoelectricidad, que componen los
piezoinmunosensores. Para la anterior finalidad se utilizan cristales pie-
zoeléctricos dentro de los cuales es muy comun encontrar cristales de
cuarzo, gracias a su estabilidad en la frecuencia de resonancia, a los cam-
bios de temperatura y algunas otras que no mencionaremos. Este género
de sensores se caracterizan porque vibran a una frecuencia determinada
y cuando sobre ellos se deposita alguna masa, la frecuencia de resonancia
disminuye en proporcion a la masa depositada sobre él. Al medir estos
cambios de frecuencia se puede determinar una relacién que revele la

cantidad de masa depositada.”[13]

Esta técnica ha sido sobretodo usada para deteccién de proteinas, lisozima
y BSA, secuencias de ADN de patégenos como Bacillus anthracis (B.
anthracis) y Escherichia coli (E. coli), y deteccién de patégenos como B.

anthracis y C. parvum.[4]
Deteccion basada en “Cantilevers”

Este biosensor es comtunmente llamado Piezoelectric-excited millimeter-
sized cantilever (PEMC).

Los biosensores PEMC son sensores formados por dos capas, cada una de
ellas con una funcién distinta. La capa piezoeléctrica, generalmente hecha
de titanato zirconato de plomo (PZT), actia como actuador y sensor al
mismo tiempo. Se hace pasar una corriente alterna por la capa PZT y

este vibra segiin el modo de resonancia n-ésimo cuya frecuencia F;, se

3 Analito: Es un componente (elemento, compuesto o ion) de interés analitico de una muestra[12].

13
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obtiene de acuerdo con la relacion:

F, = kp\/EX/Mm.

donde k,, corresponde a los valores propios de la ecuacion caracteristica
de un ’cantilever’ de seccion rectangular, K constante efectiva del muelle
que viene dada por el tipo de material y estructura del 'cantilever’, M,

masa efectiva del 'cantilever’.

La otra capa, que se hace por lo general de silice o vidrio, funciona con ele-
mentos de reconocimiento, los cuales son sustancias quimicas que se unen
a los microorganismos que se desean detectar llamados 'target’. Como en
el sensor QCM, la masa unida a el ’cantilever’ decrementa la frecuencia

de resonancia, siendo detectado por el sensor.[4]

Este tipo de sensores piezoeléctricos han sido usado para la deteccion de
toxinas, proteinas similares a la inmuglobina G de conejos, biomarcado-
res y microorganismos patogenos tales como B. anthracis, E. coli y C.

Parvum.[4]

= Resonancia por plasmones superficiales

Este sensor es llamado Surface Plasmon Resonance (SPR) o en espanol, Re-

sonancia por Plasmones* Superficiales.

Dicho sensor mide los cambios del indice de refracciéon en la interfaz entre una
superficie plana de metal y un material dieléctrico. Las uniones de analitos se
detectan mediante el acoplamiento de los fotones desde una fuente de luz a la
superficie de los plasmones, ésto permite medir un cambio de las propiedades
de la luz reflejada. Estos detectores han sido disenados para medir la inten-
sidad, angulo de incidencia, la longitud de onda o la fase de la luz reflejada.
Dichos sensores, se han utilizado para detectar una variedad de analitos ta-
les como antibidticos, vitaminas, hormonas, plaguicidas, asi como bacterias y

protozoos. [4]

En la Figura 2.5 se muestra el funcionamiento de un sensor SPR, cuyo funcio-

namiento se explica a continuacion:

“Se hace que una lamina metdlica de oro (con un espesor de unas decenas de

nanémetros) crezca sobre un sustrato de vidrio. Por la superficie del metal ex-

4Plasmén: En fisica, es un cuanto de oscilacién del plasma.[14]

14
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puesta al aire se hace circular un fluido compuesto por moléculas, en principio
desconocidas. Se manda luz, que pasa por un prisma e incide sobre la super-
ficie del metal, que se halla en contacto con el vidrio. Este haz de luz genera
un plasmén superficial, que corre por la superficie de arriba (dentro de ciertas
condiciones de dngulo y longitud de onda). Las propiedades de este plasmoén
superficial vienen determinadas por el tipo de moléculas adsorbidas por el me-
tal en la superficie. Analizando la razén de dependencia de la intensidad de
la luz reflejada respecto del angulo de incidencia y de la longitud de onda

utilizada, podemos determinar qué tipo de moléculas fluye por el canal.”[15]

, PLASMON SUPERFICIAL
e

CANAL DE FLUIO
(MOLECULAS)

LAMINA DE ORO

VIDRIO

PRISMA

LUZ REFLEJADA

LUZ INCIDENTE

Figura 2.5.: Esquema simplificado del funcionamiento de un dispositivo de reso-
nancia de plasmones superficiales[15]

= Sistemas de diagndstico molecular y anilisis de existencia total

Las técnicas de deteccion molecular incluyen preamplificacién del material
genético del parasito, contenido dentro de los esporozoitos en el interior de
los ooquistes, seguido por la deteccién, ya sea a través de fluorescencia o por
medios electroquimicos. Estas técnicas de deteccién, debido a que todas estan
asociadas con una etapa de amplificacién de dcidos nucleicos, no seran tratados
por separados. La extraccion del acido nucleico a partir de esporozoitos es muy

dificil debido a que la pared de los ooquistes es robusta.

El desarrollo de un método fiable y rapido es requerido para obtener el material
genémico de un sélo ooquiste. El método mas ampliamente utilizado para la
amplificacion de material genémico, es “la reacciéon en cadena de polimerasa”
(PCR). Esta técnica muestra la especiacién, pero no da ninguna indicacién

sobre la viabilidad de los parasitos. La cuantificaciéon del mRNA puede revelar

15
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la expresion del nivel de genes. Como todas las especies de ooquistes de Cry-
ptosporidium responden a un choque de calor produciendo la proteina Hsp70,
el gen que codifica ARNm para Hsp70, por tanto, puede ser usado por los
cientificos como un marcador de viabilidad. A pesar de ello, este método no es
usado por las empresas en el estudio de la deteccion de Cryptosporidium en el

agua por estar poco estudiado hasta la fecha.

Una de las técnicas para amplificar ARNm es la Nucleic-Acid-Sequence-Based
Amplification (NASBA) o Amplificacién Basada en Secuencia de Acido Nu-
cleico, una técnica de amplificacion isotérmica que depende de la accién de tres
enzimas diferentes para amplificar segmentos de ARNm especificas. Aunque
tiene un factor de amplificacién mas grande y menos necesidad de potencia
eléctrica que la PCR, el NASBA esta limitado por el tiempo de accién de las
enzimas, en lugar de las dimensiones de los vasos de reaccién como ocurria en
la PCR. Ademas, los reactivos de ensayo NASBA son 50-130 % mads caros que
los reactivos de RT-PCR. [4]

Métodos eléctricos

Los métodos eléctricos estan basados en el uso de técnicas de medicién eléc-
tricas para detectar y cuantificar la presencia de Cryptosporidium en una
muestra. Mientras la técnica de bioimpedancia se basa en la medicién de la
impedancia biolégica del material (sélido o liquido), la dielectroforesis se ba-
sa en la concentracion selectiva y la posterior deteccion de la totalidad de

parasitos en la muestra de agua.
o Método de bioimpedancia

Es una técnica que permite detectar y cuantificar analitos en liquidos. El
pequeno tamano de estos sensores es lo que le hace importante, lo cual
hace posible su integracion en sistemas mas grandes. Ademas de ésto,
también es atractivo debido a su funcionamiento, dado que a menudo

permite una deteccién con alto rendimiento. 4]
o Dielectroforesis

“La dielectroforesis es un proceso de transporte de particulas, gracias a
la cual es posible lograr la manipulacion de particulas mediante el em-
pleo de campos eléctricos no uniformes. Cuando una particula (neutra

o cargada eléctricamente) estd suspendida en un liquido y se aplica un
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campo eléctrico no uniforme experimenta un desequilibrio en sus fuer-
zas electrostaticas internas; se genera una fuerza neta que producira su
movimiento. La dielectroforesis puede presentarse en dos tipos: sera po-
sitiva cuando la particula se polarice en mayor medida que el liquido de
suspension, siendo atraida a las regiones de mayor intensidad de campo

eléctrico; en caso contrario, serd negativa y la particula serd repelida.”[16]

17






3. Conceptos previos

3.1. Conceptos basicos de microfluidica

En este apartado se expone que es la microfluidica, conceptos mas importantes de

microfluidica y orden de magnitud de las fuerzas mas importantes en dicho sector.

3.1.1. Conceptos importantes de teoria de fluidos

» Hidrostatica:

Una de las propiedades mas importantes de los fluidos es la densidad, la cual

depende de la temperatura, y la denotaremos como:

masa kg

volumen — m3

Existen dos principios muy importantes en la teoria de fluidos, uno es el prin-

cipio de Pascal y otro el de Arquimedes.

El principio de Pascal dice, la presion ejercida sobre un fluido poco compresible
y en equilibrio dentro de un recipiente de paredes indeformables se transmite

con igual intensidad en todas las direcciones y en todos los puntos del fluido.[17]

Partiendo de que los liquidos son incompresibles y que en este caso la densidad
es practicamente constante, obtenemos la siguiente ecuacion que refleja la ley

de Pascal:

P = po + pgh

donde, p es la densidad del fluido, g la aceleracion de la gravedad, py presion

sobre la superficie libre del fluido, p presion total en la profundidad h.
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“Si se aumenta la presion sobre la superficie libre, la presion total en el fondo ha
de aumentar en la misma medida, ya que el término pgh no varia al no hacerlo
la presién total (si el fluido fuera compresible, la densidad del fluido responderia

a los cambios de presion y el principio de Pascal no podria cumplirse)”[18]

Dicha ecuacion se llama ecuacion fundamental de la hidrostatica, pudiéndose

poner de manera general de la siguiente forma:

P(z)+pgz= P (H)+ pgH —

L

donde, z y H son dos alturas cualesquiera en el fluido.

En el caso de los gases, si son compresibles, y por lo tanto esta relaciéon no
se cumple. Teniendo que tener en cuenta el médulo de compresibilidad B,
definido como el cociente entre el cambio de presion y la disminucion relativa

al volumen:

AP
(4V/V)

donde, B dependerd del tipo de material.

B=-—

Por otro lado, tenemos el principio de Arquimedes, el cual dice que un cuerpo
total o parcialmente sumergido en un fluido en reposo, recibe un empuje de

abajo hacia arriba igual al peso del volumen del fluido que desaloja.

Esta fuerza recibe el nombre de empuje hidrostdtico, midiéndose en Newtons

N. Dicho principio es formulado de la siguiente forma:
E=—mg=—prgV

donde, E es el empuje, ps densidad del fluido, V' volumen de fluido desplazado,
g la aceleraciéon de la gravedad, m masa del cuerpo sumergido.

Tensién superficial

La tension superficial es la cantidad de energia necesaria para aumentar la

superficie de un liquido por unidad de area.

7T
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donde, W es el trabajo necesario a realizar, A area y 7 tension superficial

medida en N/m

Debido a la existencia de tension superficial, la presion dentro y fuera de una
gota de liquido, no son la misma. Dicha diferencia viene determinada por la
ley de Laplace. “La cudl relaciona el cambio de presiones en la superficie que
separa dos fluidos de distinta naturaleza con las fuerzas de linea debidas a

efectos moleculares.”[19]

1 1
AP =0 ( + >
Ry Ry
donde, AP es el salto de presién entre superficies (siempre mayor en el lado
céncavo), o tension superficial y ambas R son dos radios de curvatura perpen-

diculares.

Para el caso de esferas (gotas, bombas...), tenemos que la ecuaciéon queda:

%

AP
R

puesto que Ry = Rs.
Por otro lado, para el caso de cilindros (probetas, tuberias...), tenemos que:

g
AP=2
R

puesto que Ry = 0.

La tension superficial junto con las fuerzas que se dan debido al contacto entre

liquidos y superficies solidas, dan lugar a la capilaridad.

“La capilaridad es debido a que los liquidos presentan las propiedades de cohe-
sion y adhesion. La cohesion permite al liquido resistir esfuerzos de traccion,

mientras que la adhesion permite que se adhiera a otros cuerpos.

Si las moléculas liquidas tienen mayor adhesién que cohesién, entonces el liqui-
do se pega a las paredes del recipiente con el cual esta en contacto, resultando
en un aumento de la capilaridad de la superficie del liquido; un predominio de

la cohesién causa por el contrario una depresiéon de la capilaridad. “[20]

Debido a la adhesién y cohesién, podemos definir el concepto de dangulo de

contacto .. Siendo éste, el que forma la superficie del sélido y la tangente de
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la interfase liquido-gas en el punto de contacto de las tres fases. Si 6, < 90,
el liquido moja al sélido. Si por el contrario, 6. > 90°, el liquido no moja al

solido. Ver Figura 3.1.

Figura 3.1.: Angulo de contacto

Hidrodinadmica[20]

Para el estudio del movimiento de fluidos, suponemos fluidos incompresibles y

con la geometria del conjunto conocida. Teniendo como variables, la presién y
la velocidad del fluido.

Para definir el movimiento del fluido, necesitamos hacer uso de dos ecuaciones:
« Ecuacién de conservacién de la masa (Ecuacién de continuidad)

« Ecuacién de conservacién de la cantidad de energia (Ecuacién de Ber-

nouilli)

La ecuacion de continuidad expresa que, el caudal que entra en el conducto es

igual al caudal que sale de éste.

Qentra = Qsale = Q

dV
Q = % = Ajv = Ay

Siendo Ai, Ay el area de entrada y salida del conducto respectivamente y

v1, vola velocidad de entrada y salida del fluido.

Debido a que el caudal es el mismo a la entrada y la salida, si A aumenta, v

tiene que disminuir.

Por otro lado tenemos la ecuacion de Bernouilli, la cual solo es aplicable para

fluidos perfectos, es decir, fluidos sin viscosidad.

p?;z + p??? = —?P
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Esta ecuacion no tiene en cuenta la pérdida de presién debido a las fuerzas
de resistencia viscosa. El hecho de que un fluido disminuya su presién cuando

aumenta su velocidad, es llamado como efecto Venturi.
= Viscosidad. Turbulencia

Los fluidos newtonianos son aquellos que tienen una viscosidad constante a lo

largo del tiempo, siendo dicha fuerza viscosa (friccién interna del fluido):

F dv,,

A~ Ty

donde 7 es el coeficiente de viscosidad, el cual depende del fluido.

Por otro lado, existen los fluidos newtonianos, los cuales su viscosidad es de-

pendiente del gradiente de velocidad.

Con respecto al flujo de los fluidos, podemos clasificarlos en dos tipos: flujo en

régimen laminar o en régimen turbulento.

“Se llama flujo laminar o corriente laminar, al movimiento de un fluido cuando
éste es ordenado, estratificado, suave. En un flujo laminar el fluido se mueve
en laminas paralelas sin entremezclarse y cada particula de fluido sigue una

trayectoria suave, llamada linea de corriente.”[21]

“Se llama flujo turbulento o corriente turbulenta al movimiento de un fluido
que se da en forma cadtica, en que las particulas se mueven desordenadamente
y las trayectorias de las particulas se encuentran formando pequenos remolinos

periédicos (no coordinados).”[22]

Ambos flujos son caracterizados mediante un nimero adimensional llamado

nimero de Reynolds(Re).

_ pusD
L

Re

siendo p la densidad del fluido, p viscosidad dinamica del fluido, v, velocidad

caracteristica del fluido y D longitud caracteristica del conducto.
= Ecuaciones de Navier-Stokes

“Se trata de un conjunto de ecuaciones en derivadas parciales no lineales que

describen el movimiento de un fluido. Estas ecuaciones se obtienen aplicando

23



Capitulo 3 Conceptos previos

24

los principios de conservacion de la mecanica y la termodindmica a un volumen
fluido. Haciendo esto se obtiene la llamada formulacion integral de las ecuacio-
nes. No se dispone de una solucién general para este conjunto de ecuaciones,
y salvo ciertos tipos de flujo y situaciones muy concretas no es posible hallar
una solucion analitica; por lo que en muchas ocasiones es preciso recurrir al

andlisis numérico para determinar una solucién aproximada”[23]

Para poder definir las ecuaciones de Navier-Stokes, hace falta definir primero
la definicién de derivada sustancial, la cual permite calcular la variacion de

una magnitud del fluido ligada a una particula del fluido:

D _0(%)
AR

+v-V (%)
donde v es la velocidad del fluido, definida v = v, (z,y, 2, t) %+vy (z,y, 2, t)3'+
v, (z,y, 2, 1) k.

Por otra parte, la variaciéon de una magnitud fluida extensiva ligada a un volu-
men fluido, viene definida por el teorema del transporte de Reynolds, definido

de forma general:[23]

d d
/ odf) = — odf2 + ¢ (v —v.) ndo
dt J, dt [/, g
©) o(t) o(t)
donde ¢ es la magnitud fluida extensiva definida por unidad de volumen, V;
es un volumen fluido, V. es un volumen de control que coincide con V; en
el instante ¢, S, la superficie de dicho volumen de control, v la velocidad del

fluido y v, la velocidad de la superficie de control.

“El teorema del transporte de Reynolds viene a decir que la variaciéon de una
propiedad extensiva en un volumen fluido, es igual a la variacion de dicha
propiedad en el interior de ese volumen mas la cantidad de dicha propiedad

que atraviesa la superficie del volumen.”[23]

A la ecuacién anterior, le aplicamos el teorema de la divergencia, el cual bajo
ciertas hipétesis, podemos transformar integrales de superficie en integrales
de volimenes. Para ello, recordamos la definicién de divergencia (div (x)) y

rotacional (rot (%)) (poniendo como pardmetro * = F' para mayor claridad):

| A .
div (F) n al‘l * 6(132 * 8x3 —V ?
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. 0F3 8F2 6F1 8F3 8FQ 8F1 . ?
rot (?> -~ Oxy  Oxg Oxs  Oxy Oxy  Ory v

Para el caso de fluidos incompresibles, V- W = 0. Siendo U el vector velocidad
del fluido.

Aplicando el teorema de la divergencia a la ecuacion obtenida por el teorema

de transporte de Reynolds, obtenemos:

/// )av = /W? 7ds

Aplicando conservacion de la masa, incompresibilidad y conservacién del mo-

mento, obtenemos las ecuaciones de Navier-Stokes:
e Incompresibilidad: V - U =0
o Conservacion de la masa:

dp | Opu;

ot ox; =0=

siendo p la densidad y w; (i = 1,2,3) las componentes cartesianas de la

velocidad.

¢ Conservacién del momento:

(aﬁ 7 v 7) — znternas + Fe:r:ternas —

ou op i
—>p<at >——axi+VAui+femt

donde v = cte > 0 es la viscosidad y f...es la fuerza externa coni = 1, 2, 3.

Dependiendo del tipo de fluido y flujo que tengamos, podemos hacer algunas

simplificaciones en las ecuaciones anteriores:

Fluido incompresible: V - x=0

Fluido perfecto: v =0

Fluido viscoso: v # 0

Fluido homogéneo: p =1
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e Fluido ideal: V- ¥ = Ov=0;p=1

Por 1ltimo, se explica el concepto de vorticidad. La vorticidad es un término

que sirve para cuantificar la rotacién local de un fluido, y viene definida:

B ~ (Ouz  Ouy Ouy  Ouz Quy  Ouy
ﬁ (IL‘,t> =V 7 (ZE, t) N (0@ 82737 8113'3 81‘1’ 61'1 8372)

siendo @ la vorticidad y U 1a velocidad del fluido.
Movimiento de los sélidos en un fluido. Ley de Stokes[20]

Cuando un sélido se mueve en un fluido, se producen fuerzas entre el fluido y

el sélido que dependen de la velocidad.

A continuacién, se muestran dos casos, el movimiento de una esfera en un

fluido (Re < 1) y el movimiento de un objeto en un fluido con Re > 1.
o FEsfera en un fluido:

La ley de Stokes muestra la friccion que experimenta una esfera cuando
se mueve en el seno de un fluido viscoso a un Re < 1(flujo laminar).

Dicha fuerza es:
Fstokes - 67TR77U

donde v es la velocidad del fluido, R es el radio de la esfera, n es la
viscosidad del fluido, 67 es un factor valido s6lo para el caso de tener una

esfera como sélido.

Ademés de dicha fuerza, la esfera estard sometida a la fuerza peso Fies,

y a la fuerza de Arquimedes Firquimedes, siendo éstas:

4
Farquimedes = 77T7ﬂ3p.g
3
4
Fpeso = §7T7”3P09

siendo p la densidad del fluido y pg la densidad del objeto.

Si la esfera se encuentra cayendo verticalmente en un fluido viscoso debido

a su propio peso, su velocidad de sedimentacion o de caida puede ser
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calculada de la siguiente forma:
Fpeso = Fstokes T Farquimedes

4
6rnro = gm’g (po—p)g —

272
— Usedimentacién = 57 (pO - P) g
Si dicha esfera se encuentra sometida a un proceso de centrifugacién,
aparecera una aceleracion centrifuga dando lugar a una velocidad de se-
dimentacion de la siguiente forma:

27?2
Usedimentacién — §7 ()00 - p) W2R

donde el valor de w?R puede ser mucho mayor que el de g.

e Objeto en un fluido con Re > 1

A medida que aumenta el Reynolds, aparecen vortices y gran turbulencia
en la zona posterior del objeto. Asi, con una velocidad elevada, se tendra

una presion baja. Teniendo que,

1
AP ~ = pv?
P!

La fuerza generada debido a este fenémeno es,

1
F= ipszwa

donde A, es la proyeccion de area frontal, y C,, el coeficiente adimensional

de resistencia aerodinamica, el cual depende de la forma del objeto.
Cuanto menor sea dicho coeficiente, menor sera la fuerza de resistencia.

Una mayor complejidad la obtenemos en el caso de que el objeto sea
asimétrico, dado que entonces aparecera una fuerza perpendicular a la

velocidad llamada fuerza de sustentacion.

El ejemplo mas claro de ello es el ala de un avién, la cual es una superficie
curvada. Suponemos que v; es el flujo de aire que pasa por la zona de

arriba del ala, y vy la velocidad del flujo del aire que pasa por la parte
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de abajo del ala. La superficie de arriba del ala designada como 1, sera
mayor que la de abajo del ala 2, aunque el tiempo que tarda en recorrer

un espacio dado es el mismo. Con todo ello tenemos que,[20]
Loy,
v1>v2:>P1<P2:>AP~2p<vl U2)

AP-A=F

Con ello tenemos que, la fuerza de resistencia y la de sustentacion pueden

ser definidas de la siguiente forma,

1
Fresistencia = §pU2CxAx

1
Foustentacion = §PUZCyAy

donde C, y Cy son los coeficientes de resistencia y sustentacién respec-
tivamente que dependen de la forma del objeto. Y, A;, A, el drea de la

proyeccion vertical y horizontal del objeto. VerFigura 3.2.

Sustentacién
A

Y

Peso

Figura 3.2.: Fuerzas que acttian sobre un perfil aerodindmico(24]

3.1.2. Nudameros adimensionales

“Numero adimensional es un nimero que no tiene unidades fisicas que lo definan
y por lo tanto es un ntmero puro. Los nimeros adimensionales se definen como
productos o cocientes de cantidades que si tienen unidades de tal forma que todas

éstas se simplifican. ”[25]

En este apartado se recogen los niimeros adimensionales méas importantes desde el

punto de vista de la teoria de fluidos:

» Numero de Bond
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“Es aplicado en el caso de apariciéon de una fuerza capilar debido a la flotacion.
Puede ser usado para caracterizar la forma de una esfera de fluido. El niimero
de Bond es proporcional al cociente entre las fuerzas de flotaciéon y las fuerzas

debidas a la tensién superficial.”[26]

_ Apal?
Y

Bo

donde Bo es el nimero de Bond, Ap es la diferencia de densidades entre las
dos fases, a es la aceleracion asociada con fuerzas masicas, L es la longitud
caracteristica (el radio de la gota de fluido o el didmetro del capilar), v es la

tensiéon superficial del fluido.
= Numero de Dean

“El Ntimero de Dean (De) es un nimero adimensional utilizado en mecanica

de fluidos para el estudio de flujos en tuberias y canales curvados.“[27]

p— P (a)”z
i \2R

donde p es la densidad del fluido, u es la viscosidad del fluido, u es la velocidad
axial, a es la longitud caracteristica asociada con la secciéon transversal del

canal o tuberia, R es el radio de curvatura del canal o tuberia.
s Numero de Grashof

“El Nimero de Grashof (Gr) es un niimero adimensional en mecénica de fluidos
que es proporcional al cociente entre las fuerzas de flotacion y las fuerzas

viscosas que actian en un fluido.”[28]

BT -T) I

2

Gr

v

donde ¢ es la aceleracion de la gravedad, § es el coeficiente de expansion
volumétrica, T, es la temperatura de una superficie, T,, es la temperatura

ambiente, L es una longitud caracteristica, v es la viscosidad cinematica.
= Numero de Nusselt

“El Nimero de Nusselt (Nu) es un nimero adimensional que mide el aumento
de la transmisién de calor desde una superficie por la que un fluido discurre

(transferencia de calor por conveccién) comparada con la transferencia de calor
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30

si ésta ocurriera solamente por conduccién.”[29]

hL

NUL = —

K
donde L una longitud caracteristica (para formas complejas se define como el
volumen del cuerpo dividido entre su 4rea superficial), k¢ es la conductividad

térmica del fluido, A es el coeficiente de transferencia de calor.

El numerador expresa la transferencia de calor por conveccién, mientras que

el denominador refleja la transferencia de calor por conduccion.

“Existen muchas correlaciones empiricas expresadas en términos del nime-
ro de Nusselt que evalian generalmente el nimero de Nusselt medio en una

superficie. Estas correlaciones tienen la forma de Nu = f(Re, Pr).”[29]
Nimero de Reynolds

“El nimero de Reynolds (Re) es un nimero adimensional utilizado en mecanica
de fluidos, disefio de reactores y fendmenos de transporte para caracterizar el
movimiento de un fluido. El niimero de Reynolds relaciona la densidad, visco-
sidad, velocidad y dimensién tipica de un flujo en una expresion adimensional,

que interviene en numerosos problemas de dindmica de fluidos.”[30]

_ pvD
1

Re

donde p es la densidad del fluido, v velocidad caracteristica del fluido, D
longitud caracteristica del sistema(por ejemplo, en el caos de una tuberia,
el didmetro de la tuberia a través de la cual circula el fluido), u viscosidad

dindmica del fluido.

Utilizando v = ﬁ el cambio obtenemos otra expresiéon comun del Reynolds:

Re = —
v

donde v es la viscosidad cineméatica del fluido.

“Dicho niimero o combinacion adimensional aparece en muchos casos relacio-

nado con el hecho de que el flujo pueda considerarse laminar o turbulento.”[30]

Si Re > 1 = F o v? por lo que domina la turbulencia.



3.1 Conceptos basicos de microfluidica

Si Re < 1= F v por lo que domina la viscosidad.
s Numero de Prandtl

“El Numero de Prandtl (Pr) es un nimero adimensional proporcional al co-
ciente entre la difusividad de momento (viscosidad) y la difusividad térmica.”[31]
v Cpp

Pr=—=—
a K

donde v es la viscosidad cinematica, « es la difusividad térmica, C), es la capa-
cidad calorifica a presién constante, u es la viscosidad, k es la conductividad

térmica.
s Numero de Rayleigh

“En mecénica de fluidos, el Nimero de Rayleigh (Ra) de un fluido es un niimero
adimensional asociado con la transferencia de calor en el interior del fluido.
Cuando el numero de Rayleigh estd por debajo de un cierto valor critico, la
transferencia de calor se produce principalmente por conduccion; cuando esta
por encima del valor critico, la transferencia de calor se produce principalmente

por conveccion.”[32]

CoyBp?
UK

Ra=Gr-Pr= (T, — T) L?

El niimero de Rayleigh se define como el producto del Grashof por el Prandtl.

3.1.3. Concepto de microfluidica y leyes de escala

“La microfluidica es una actividad de reciente aparicion, categorizandose como la
ciencia y la tecnologia de sistemas que emplean y controlan pequenos volimenes
(liquidos o gases), basdndose en la multidisciplinaria complejidad tanto de los prin-

cipios fisicos como de los dispositivos empleados”. [33]

Las leyes de escala se obtienen a partir de relaciones geométricas, obteniendo asi la

siguiente relacion:

super ficie > 1

volumen ~ B

De esta ecuacién podemos sacar que cuando [ — 0, w — 00, lo que implica que las
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fuerzas relacionadas con la superficie,es decir, los flujos y las caracteristicas de los
procesos se vuelven dominantes en micro y nanofluidos. En la Figura 3.3 se muestra
las leyes de escala para algunas variables, y su correspondiente valor. Las propiedades
de los materiales y la mayoria de los coeficientes no dependen del tiempo, por lo que

se escala de forma [° = 1.

Cantidad y correlacion Resultado

Longitud del sistema: L~ [

Area superficial: S 0 A~12 2
Volumen: ¥~ 13 B
Flujo de calor g(macro) = —KVT ~ %,sie’ndo K cnte !

Flujo de calor g(micro) = —KVT ~ % =[0 1

Figura 3.3.: Leyes de escala de algunas variables para microfluidica [33]

Dichas leyes de escala son muy importantes para definir las variables y fuerzas
dominantes a escala microscopica , y por tanto, poder saber el comportamiento del
fluido.

Con respecto a la escala macroscopica, aunque la fisica clasica sigue siendo valida
en escala microscopica, el comportamiento de los sistemas microscopicos cambia y
con ello la dominancia de las distintas fuerzas. Asi es que, la fuerza de inercia y
la gravedad disminuyen con respecto a las que aparecen en el caso macroscopico.
Por el contrario, en la escala microscépica, la tension superficial, la viscosidad y las

fuerzas electrostaticas aumentaran. Ver Figura 3.4.

TENSION SUPERFICIAL
INERCIA
VISCOSIDAD
GRAVEDAD
FUERZAS
ELECTROESTATICAS

Figura 3.4.: Variaciéon de las fuerzas en escala microscopica respecto a la
macroscopica
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3.2. Concepto de inmunofluorescencia e

inmunomagnetismo

3.2.1. Inmunomagnetismo (IMS)

El inmunomagnetismo es una técnica muy usada como método de separacion de
diferentes tipos de particulas, facilitando asi su posterior deteccion y recuento, y por
consiguiente una reduccién del tiempo empleado para ello. La técnica es ampliamente
utilizada para mejorar las tasas de aislamiento y crear muestras concentradas para

mejorar el rendimiento de otros procesos.
Una explicacién breve de en qué consiste el inmunomagnetismo nos la da[34].

“Los métodos de separacién inmunomagnética, estan basados en la
adhesion de pequenas particulas magnetizadas a las células a través de
anticuerpos o lectinas!. Cuando el conjunto de células mezcladas es so-
metido a un campo magnético, aquellas células que tienen adhesionadas
a ellas particulas magnéticas se veran atraidas por el iman y por consi-
guiente, separadas del resto de células que no tienen adhesionadas a ellas

particulas magnéticas”.

Para una mejor comprension, ver Figura 3.5.

Enrichment After IMS

Isolates target from the sample
which enables confirmation
of 026 potential positives

Figura 3.5.: Representacién grafica de la separacion inmunomagnética [36]

Hectinas: son una gama de proteinas de origen vegetal y animal capaces de unirse en forma més o
menos especifica a moléculas de azucares, formando uniones muy similares a las de las enzimas
con sus sustratos y los anticuerpos por sus respectivos antigenos [35]
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Las particulas magnéticas microscopicas estan recubiertas con anticuerpos especi-
ficos. Estas bolas son fabricadas con diferentes tamafnos utilizando un proceso de
mezcla de alta velocidad. Estan compuestas por un nicleo magnético dentro de un
recubrimiento de 6xido de circonio de cerdmica[37]. Ver Figura 3.6. Un ejemplo de
dichas particulas son las Dynabeads [38], utilizadas para el proceso de separaciéon

de Cryptosporidium.

- MAGNETIC CORE

=— [INTIEDDY

-H-H"\-\.
T EERAMIC CORTING

Figura 3.6.: Particulas magnéticas utilizadas en el método de inmunomagnetismo

Las bolas se mezclan con una solucién que contiene los microorganismos a los cuales
se uniran dichas bolas, en nuestro proyecto seran los Cryptosporidium, para permitir
que los anticuerpos se unan a los antigenos de superficie celular. Estas uniones no
se forman correctamente en las células muertas, por lo que el IMS no parece sufrir
de falsos positivos cuando una muestra se compone de organismos muertos. Acto
seguido, dicha mezcla se somete a la accion de un separador magnético, el cual atrae
a las particulas con células unidas, separando asi los dos grupos de particulas. Las

particulas no atraidas pueden ser desechadas mediante la aplicacién de un lavado.

Con ello, conseguimos que microorganismos que son dificiles de diferenciar, con la

aplicacién de este método se consiga de manera mas facil y en menor tiempo.[37]

Para la deteccion y visualizacion de dichas particulas retenidas, se hace uso de la

técnica de inmunofluorescencia.

3.2.2. Inmunofluorescencia

“La inmunofluorescencia es una técnica de inmunomarcaciéon que hace uso de anti-
cuerpos unidos quimicamente a una sustancia fluorescente para demostrar la pre-

sencia de una determinada molécula.”[39] Ver Figura 3.7.
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Figura 3.7.: Cryptosporidium tras la aplicacién de la inmunofluorescencia[40]

Para ello, se combinan colorantes fluorescentes (isotiocianato de fluoresceina, roda-
mina B de lisamina o dcido 1-dimetilaminonaftalen-5-sulfénico) con anticuerpos o
antigenos. Acto seguido, esta combinacién es expuesta a los anticuerpos o antigenos
correspondientes. Una vez expuesto a luz ultravioleta, la fluorescencia se observara

(cuando la reaccién sea positiva) con un microscopio de inmunofluorescencia.|[41]

Con respecto a los tipos de colorantes a utilizar, debemos usar aquellos que formen
uniones con las proteinas pero sin afectar los grupos de combinacién especifica del
anticuerpo. Ademas, debemos de trabajar a pH estable y adecuado para cada tipo

de colorante, pues el pH afecta la fluorescencia. [41]
Segun [42], para la preparacién de las muestras podremos usar dos tipos de técnicas:

= Directa: el marcaje directo en el que el anticuerpo primario estda marcado con
un marcador fluorescente. El método de marcaje directo, usando una unién co-
valente previa del fluoréforo con el anticuerpo primario, sélo requiere una tinica
etapa de incubaciéon con el antigeno y una sola etapa de lavado. El marcador
fluorescente generalmente produce una sustancia colorada o un aumento en la
cantidad de luz emitida a una longitud de onda determinada, si el antigeno
esta presente. En el caso de ausencia de antigeno, no hay uniéon del anticuerpo

primario marcado y por lo tanto no hay senal. Ver Figura 3.8.
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Anticuerpo Primario Fluordforo

Figura 3.8.: Inmunofluorescencia directa[42]

= Indirecta: el marcaje indirecto en el que un anticuerpo secundario marcado
con un fluorocromo se utiliza para reconocer un anticuerpo primario. El méto-
do de marcaje indirecto es un proceso mas largo que el directo, ya que consiste
en el uso de un anticuerpo primario no marcado que se une especificamente
al antigeno diana, y el anticuerpo secundario, que lleva el fluoréforo, reconoce
el anticuerpo primario y se une a él. Varios anticuerpos secundarios pueden
unirse al anticuerpo primario y esto proporciona una amplificaciéon de la senal
mediante el aumento del nimero de moléculas de marcadores fluorescentes por

antigeno. Ver Figura 3.9.

Figura 3.9.: Inmunofluorescencia indirecta[42]
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La inmunofluorescencia indirecta ofrece una mayor fluorescencia que la directa. A
continuacion, se muestra en la Figura 3.10 las principales ventajas y desventajas de

una técnica con respecto a la otra:

Método DIRECTO Método INDIRECTO

Figura 3.10.: Ventajas y desventajas de la inmunofluorescencia directa e
indirecta[42]

Por otro lado, es importante tener presente las desventajas o limitaciones que la
inmunofluorescencia presenta. Ademas, del elevado coste del reactivo y equipo ne-
cesario, y la necesidad de personal especializado; segtn [43], la inmunofluorescencia

puede presentar algunas limitaciones:

“La fluorescencia visualizada depende de la calidad y concentracién
del anticuerpo, el manejo adecuado de la muestra, y la deteccion con el

apropiado anticuerpo secundario.”

A pesar de la limitacion citada, es una técnica muy usada en la investigacion cien-

tifica y laboratorios clinicos, ya que se puede detectar y visualizar facilmente la
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presencia de un determinado tipo de molécula en un microorganismo. Es una técni-
ca muy usada para estudios bacterioldgicos, virales, parasitoloégicos. Un ejemplo de

aplicacion, es la diagnostico de enfermedades dermatolégicas.

Algunas de las ventajas que proporciona el uso de esta técnica son la rapidez de
obtencién de los resultados, la no necesidad de realizar cultivos, distincion de dife-
rentes tipos de microorganismos en una mezcla y la no fluorescencia de organismos

muertos.
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4.1. Proceso de concentracion y detecciéon de

Cryptosporidium Parvum

En este proyecto, para la deteccion de Cryptosporidium Parvum se hace uso de la
inmunofluorescencia. Para ello, se deben seguir una serie de pasos previos que nos

permitiran hacer visibles los Cryptos cuando usemos el microscopio fluorescente.

1. Filtrado. Esta etapa del proceso elimina gran parte del agua y concentra
las particulas en suspension. También sirve para descartar particulas de gran
tamano (> 50um). Este proceso no es susceptible de integrarse en un Lab-on-
a-Chip y no presentaria ninguna mejora por hacerse de ese modo, por lo que

no se disena en este proyecto.

2. Concentracion de particulas. Debido a que la concentracién de Cryptos en
el agua es muy baja y ademas éstos son muy pequenios, es necesario el uso de
un separador que aumente la concentracion de éstos. Asi tendremos un niimero
considerable de Cryptos en un pequeno volumen de agua, siendo mas facil su
deteccién. Ademas, la cantidad de reactivos necesarios para este proceso sera

mucho menor, disminuyendo asi notablemente el coste final del proceso.

3. Separaciéon de particulas. Esta se lleva a cabo con el uso del inmunomag-
netismo. En el agua existe numerosos tipos de particulas orgénicas e inertes
en suspension del mismo tamano que los Cryptos, por lo que serd necesario

separar dichos patogenos del resto de particulas en suspension.

4. Deteccion de Cryptosporidium. La detecciéon se lleva a cabo mediante la
aplicacion de la inmunofluorescencia. Para ello, hay que realizar una serie de
pasos intermedios para producir la fluorescencia de los Cryptos y su visua-
lizacion en el microscopio. Estos pasos vienen recogidos en la EPA Method
1622[44].

39



Capitulo 4 Diseno

4.2. Diseno de un concentrador de particulas en

espiral

En esta seccion se explicard como se realiza la concentracién de las particulas. La
técnica utilizada, estd motivada por la necesidad del uso de técnicas que permitan
una continua separacion de particulas en Lab-on-a-Chip, para asi disminuir el tiem-
po de andlisis y deteccién. Para ello, se disenard un separador de particulas que

clasifique las particulas segin su tamano.

Esto se realizard introduciendo por la entrada del separador una corriente de agua
con Cryptos y otras particulas que contenga el agua. A medida que el flujo de agua
avanza a través del separador, las particulas se van dividiendo en dos corrientes
diferentes. En la salida del separador, se tendra dos corrientes con un tamano de
particulas distinto en cada una de éstas. La corriente que contiene las particulas
del tamano deseado se vuelven a recircular por el separador, y la otra corriente se

desecha.

De este modo, después de un tiempo de procesado se obtendra un volumen de
agua con una gran concentracion de patogenos que podra ser analizado por técnicas

posteriores.

4.2.1. Diseiio microfluidico del separador

El proceso explicado en el punto anterior, se ha llevado a cabo mediante la utilizacion
de un separador el cual lo forma un microcanal con forma geométrica en espiral. Esta
geometria, hace posible la separacion de las particulas de un determinado tamato
del resto del fluido.

Dicha separacion se produce a la salida del microcanal, en la parte exterior de la
espiral, tras ir separandose progresivamente las particulas a lo largo del recorrido
por el microcanal desde el centro de la espiral hasta el exterior de ésta. Esto se debe
a dos mecanismos, las fuerzas de sustentacion inducida por la pared y las fuerzas de

Dean, que suceden en el interior de dicha espiral al pasar a través de ella el fluido.

El fluido que circula a través de un canal curvilineo, experimenta una aceleracion
centrifuga la cual esta dirigida en la direccién radial, hacia fuera. Esta aceleracion,

lleva a la formacion de dos vortices. Estos vortices se les conoce como vértices de
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Dean, los cuales se forman en la mitad superior e inferior del canal, ambos vértices

son iguales y de sentido opuesto. Ver Figura 4.1.
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Fr, Fuerza de Dean
Fp Fuerza de sustentacién

Figura 4.1.: Diseno del separador espiral y representacion de los voértices de

Dean[45]

La magnitud de estos flujos secundarios se cuantifica mediante un nimero adimen-

sional (nimero de Dean, De) dado por:

prDh Dy
2R~ 2R

donde p es la densidad del fluido (kg - m™2), U; es la velocidad media del fluido
-1,

(m - s71), p es la viscosidad del fluido (kg -m™" - s7!), R es el radio de curvatura
(m) del canal, Dy, es el diametro hidraulico del microcanal (Dh = %) y Re es el

numero de Reynolds del flujo.

A mayor numero de Dean, mayor es el flujo de Dean que se forma. Por ello, en
los microcanales rectos, el De = 0. Mientras que, en los microcanales curvos el
De incrementa a medida que aumenta la curvatura (a medida que disminuye R),

aumenta el Re y los tamanios de los canales aumentan.

Otro nimero adimensional importante a la hora de caracterizar el movimiento de

particulas es el numero de Reynolds de la particula, que se define como:
2
a
Re, = Re - (p>
p Dh
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Las fuerzas inerciales son dominantes, produciendo la concentracién de las particulas

para valores de Re, del orden de uno.

La velocidad media de las corrientes de Dean viene caracterizada por la férmula de
Ookawara[46].

Up=18-10"4Del0? (m : s*l)

Como resultado, las particulas que circulan a través de los microcanales curvili-
neos, sufren una fuerza de arrastre debido a los flujos transversales de Dean que se
forman. Dependiendo del tamano de las particulas, esta fuerza de arrastre, Fp(ver
Figura 4.1) hace que las particulas se muevan a lo largo de los vortices de Dean de
forma circular y por lo tanto se mueven hacia la pared ya sea del canal interior o

exterior.

Si se asume que las particulas son esféricas, siendo su didmetro a,, y siguen un
régimen de Stokes, la fuerza media de arrastre producida por este flujo secundario

puede calcularse de la siguiente forma:[45]
Fp = 3mpa,Up, = 5,4 - 10_47T,uD61’63ap (N)

El otro mecanismo presente, es el de sustentacion de las particulas debido al gra-
diente de los esfuerzos cortantes y las inducidas por las paredes del microcanal. Esta
fuerza puede ser caracterizada usando la ecuacién de Asomolov, que relaciona la
sustentacién con el tamano de las particulas y los esfuerzos cortantes.
Fr = pGQCLa4 =p (2Uf)2 Crat
P D, P
donde G es el ratio de los esfuerzos cortantes (s71), que en un régimen de Poiseuille
es igual a Up,ar/ Dy, y Cr es el coeficiente de sustentacion que depende de la posicién
de la particula en el canal, aunque se asumird un valor medio de 0,5 (segin indica
[45]). Igual que anteriormente utilizamos la ecuacién de Stokes para el calculo de la
fuerza de Dean, ahora se usara para predecir la velocidad de la particula debido a

las fuerzas de arrastre:

_ Fy 4pCraiUs
3mpay, 3ruD;

Como se observa de las expresiones de las fuerzas de arrastre Fp y F, la dependen-
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cia de ambas fuerzas con el diametro de las particulas siguen relaciones distintas. Fp
aumenta linealmente con a, mientras que F7, aumenta de manera lineal con aé. Esto
hace que para particulas pequenas, la fuerza de Dean sea dominante y las particulas
quedan atrapadas en los vértices secundarios. Mientras que, para las particulas de
mayor tamano, la fuerza de sustentacion debida a los esfuerzos cortantes y la proxi-
midad de la pared es dominante, quedando las particulas atrapadas en una posicion
de equilibrio cercana a la pared interior del microcanal. Esto da como resultado la
formacion de dos corrientes distintas de particulas con dos tamanos diferentes que

pueden ser separadas simplemente dividiendo el canal en dos.

Como resultado de esto dos mecanismos, la longitud necesaria del microcanal para
producir que las particulas de distintos tamafios migren completamente a su posi-
cion de equilibrio puede ser deducida a partir de la expresion de las velocidades de

migracion debido a los dos efectos:
= Particulas que se desea concentrar:

El tiempo necesario para que una particula, de gran tamafno donde las fuerzas

dominantes son las inerciales, recorra el ancho del microcanal (UEL) debe ser

menor que el tiempo de residencia de la particula en el canal (U%) [45]

4 3
> Uy 20Cus,

= Particulas que se desea dispersar:

El tiempo necesario para que una particula de pequeno tamano, cuyas fuerzas

dominante son producida por el arrastre de los flujos secundarios de Dean, re-

W
Up

de la particula en el canal (U%)

corra el ancho del microcanal ( ) debe ser menor que el tiempo de residencia

Por ultimo, se debe tener en cuenta las limitaciones de flujo del microcanal debido
a la pérdida de carga que se produce en él. Esta pérdida de carga se puede estimar
suponiendo que el flujo es laminar y sigue un régimen de Hagen—Poiseuille (2D).

En este caso, la pérdida de carga por unidad de longitud puede ser obtenida de la
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siguiente expresion:

AP 12uU; _ APy
L~ H* ~ L

La deduccion de dicha férmula se puede consultar en Secciéon A.1
A continuacién, se muestra el procedimiento y los valores del separador disenado:
1. Calculo de la altura de los microcanales.

Para particulas de tamano mayor a 5um (tamano medio de los Cryptos-
poridium Parvum), las fuerzas de Dean son dominantes cuando se cumple
a,/H > 0,07.[47] Siendo H la altura de los microcanales y a, el tamafo de
las particulas. Por tanto H < 71,43um, en este caso cogeremos un valor de
H = 68um.

2. Calculo del radio de curvatura de los microcanales.

Para que las fuerzas inerciales sean dominantes el nimero de Reynolds de las
particulas deber ser del orden de la unidad Re, ~ 1. Por lo tanto, el Reynolds

del flujo puede deducirse a partir de éste como sigue:

Re, = R ( O )2 1
p Dh
En un conducto rectangular el didmetro hidraulico viene dado por la siguiente

formulas

D _ A4 4WH
TP T oW+ 2H

Sin embargo, como el conducto tiene ratio de aspecto muy elevado W > H, la
longitud caracteristica en este caso es H y por lo tanto D, = H. Finalmente,

el Reynolds del flujo puede estimarse como sigue:

2 2
Re < <H> - (68Mm> — 184,96 — Re = 110
ap opum

UsD R 8,91 -10742L x 110
Re= PP gy BTE s = 14417
m pDn 999,972 x 68 - 10-6m s

Los valores de las propiedades termodinamicas del agua se encuentran en tablas

anexas (Subseccién A.3.1) .
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4.2 Diseno de un concentrador de particulas en espiral

Por 1ltimo, se elige un niimero de Dean menor que 20 segin las recomenda-
ciones [48]. Tras ésto, se hace una estimacién del radio de curvatura del canal

a partir de la definicién del niimero de Dean:

| Dy,
De=1 De = —
e 0 — De = Re R

ro (Re)2 ~ 68-10%mm (110

De 2 10

2
=411
5 ) A1 mm

3. Calculo de la anchura y longitud de los microcanales.

La anchura y longitud de los microcanales pueden ser calculadas a partir de

las limitaciones de presion y tiempo de residencia.

L > Yy~ _3mebi

- UL N 4pCL6LgUf

AP 12uU; AP H?
= < — L <
L H?2 — L — 12uUy

3ruD3 << H?
4pC’La§;Uf - - 12,uUf

2 2
Stbh o< A
4[)CLCL2UJC - - 12/JJUf

A-Pmax

AP e —

Lmin =

APmax = Lmax

pC’Laf;A

97
999,97%2 % 0.5 x (5-107%m)?

= m? o ( m) APy = 2,78 L APz

Or x (89110~} )’ Pa

Lmaw > me — W < Pmaw -

La presion maxima, por razones de diseno, se elige que sea de 2,2atm =

2,2 101,325 k Pa:

,OCL(I

> nm 3
APyay = 278 - 22 101,325 - 10°Pa = 620,67 pm

W <
~ 9mp? a
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Se selecciona un valor de W = 400 um,

H? -107%m)* - AP,
Lmaz - APma:n - (68 0 m]z s
12uU¢ 12 x (8,91 : 10—4m—98) X (1,441 m)

= 080552 - AP, = 66,88 mm

a

L 3muDj 3 x (8,91-1074 1) x (68 - 10-°m)”

4pCraplUs 4% (999,9724) x 0,5 x (5-10-6m)* x (1,441 2)
= 107,75 - W = 43,10 mm

Sabiendo el valor de L,,qp ¥ Lmin, establecemos que la longitud L de nuestra

espiral sera de 66mm.

Con estos parametros geométricos el caudal que puede asumir el separador es
de:

wL
s

Q=H-W . U; = 39,20

4.2.2. Diseiio geométrico del separador espiral

El separador disenado sigue una geometria conocida como espiral de Arquimedes,
debido a que permite una alta compacidad entre los canales en comparacion con otro
tipo de espirales. La linea media del canal viene definida en coordenadas polares con

la siguiente ecuacion:
r(0) = a+ b

Siendo a el radio inicial de dicha espiral (el radio del centro de la espiral a la linea
media del canal a la entrada), y b es lo que incrementa el radio de dicha espiral por

radian a medida que cambia el dngulo girado 6. Ver Figura 4.2.

Asi, como las ecuaciones de la pared interior (i) y la exterior (e) son:

ri(G)—a—IrbG—VQV
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4.2 Diseno de un concentrador de particulas en espiral

Figura 4.2.: Espiral de Arquimedes

w
Te(0)2a+b9+?

Para calcular todos los parametros que hacen falta para definirla, se siguen los

siguientes pasos:
1. Calculo de b,,;,:

Tenemos que tener en cuenta que entre la pared exterior de una determinada
vuelta y la interior de la siguiente vuelta, debe haber un determinado espesor
de pared t para que no se produzca una superposicion de las paredes de los
canales de la espiral. El cdlculo a realizar para que ésto se cumpla es, r.(6) +
t < 1;i(0 + 27), que sustituyendo en dicha ecuacién las ecuaciones definidas

anteriormente de 7;(0) y 7.(0), nos queda:

W W
a+ b+ 5+t <atb(O+2m) - o -

—=2b>W 4+t —

W+t
2

Sustituyendo en dicha ecuacion el valor de t = 200um, nos queda que el valor

— bmin =

de b,y €s:
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4 2
00pm + 200pm — 95,49 pm

2 rad

bmin -

2. Calculo del radio inicial a:

El radio inicial y el nimero de vueltas de la espiral definen la longitud y radio
de curvatura de éstas. Durante la fase de disefio previo se calculé la longitud
necesaria del canal para la completa separaciéon de las particulas y la curvatura
necesaria para que las corrientes de Dean fueran efectivas. Por ello, debemos
calcular los parametros de la espiral que hagan que la curvatura y longitud de

ésta sean los deseados.

Para ello, calculamos la curvatura de la espiral usando la siguiente formula de

la curvatura de una curva en coordenadas polares:

2’2 — " 42

r(0) = (r2 + 172) 2
Siendo,
r(0) =a+ bo

Sustituyendo en la ecuacion de x(6), la definicién de la linea media del canal
y sus derivadas, nos queda:

20° + (a + 00) >
[(a+b0)? +02] ¥

Suponiendo que a > 27N - b, la ecuacion de la curvatura nos quedaria:
Kk (0) ~ —
(0) = -

Sabiendo que la curvatura k es la inversa del radio de curvatura R, obtenemos:

K(Q):E—)



4.2 Diseno de un concentrador de particulas en espiral

—a=R=411mm

3. Célculo del niimero de vueltas de la espiral, N:

Sabiendo que la longitud de una curva, L, viene definida en coordenadas car-

tesianas de la siguiente forma:

L= /:2 Vo ()2 +y ()2dt

Haciendo un cambio a coordenadas polares, nos queda:
x(0) =1 (0)cosb

y(0) =r(0)sind
2 =7r"-cosf —r-sinf

y =1 -sinf+r-cosf
2TIN

2tN
L= / \/(7" cos — rsinf)® + (r' sin 6 + r cos 0)*d = V12 4 r2df
0

0

Para la espiral de Arquimedes queda de la siguiente forma:

2rN 2n N
L= / V02 + (a + b0)*df ~ / V(a+b8)%ds =
0 0

2n N

2N 2
:/ (a—l—bﬁ)d@zaﬁ—l—b? =27N (a+brN) =
0

0
=27N -T

Finalmente, a partir del valor de L podemos estimar el nimero de vueltas

necesario para la espiral:

272bN? + 2raN — L = 0

_ —27ma+ VAan2a2 4+ 872bL ~ —a++va*+2bL
N 472bh N 2mh

Por dltimo, se debe comprobar que la curvatura real de la espiral no difiera

N

= 2,20

mucho de la curvatura estimada. Para ello, se calcula el valor minimo de la
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curvatura (6 = 27 N).

20° + (a + 2w Nb) 2
[(a+ 27 Nb)? + b2] ¥2

Kk(2rN) =

1

—=543mm > R=411mm

K
El radio de curvatura es muy dispar por lo que tenemos que hacer una nueva
estimacion de a, para ello usaremos el valor del nimero de vueltas anterior-

mente aproximado.

26% + (a + 27 Nb) 2 1
[(a + 27 ND)* + bZ] 2 a+2mNb

Kk(2TN) =

a+2rNb=R

Va2 +2bL =R —a=+vVR?—2bL =2,078

_ 2
N a+ \Q/ab+ 20L _ 330
T

Comprobamos el valor minimo de la curvatura de nuevo para los nuevos valores

de los pardmetros a y V.

20? + (a + 2w Nb) 2 .
K (21N) = . — = 266,8692m "
[(a+27Nb)* + b2] %2

1 =4112mm~ R=4,11mm
K

Estos valores corresponden a un valor de De = 10,001345, valor muy cercano
al de diseno De = 10.

Los parametros geométricos de la espiral estan resumidos en la Tabla 4.1.

4.2.3. Diseiio del proceso de recirculacion

Como ya se puso de manifiesto con anterioridad, el Cryptosporidium Parvum es
un patégeno presente en el agua que presenta una peligrosidad incluso en baja
concentraciones 1°d-/10L. Por ello, es necesario analizar grandes cantidades de agua,

lo cual presenta un gran problema a la hora de tomar una pequena muestra. Debido
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4.2 Diseno de un concentrador de particulas en espiral

Parametro Valor Descripcion

68 um  Espesor del canal

400 um  Anchura del canal

66 mm  Longitud del canal

3,39 Numero de vueltas de la espiral

2,08mm  Radio inicial de la espiral
95,49 um  Tasa de apertura de la espiral
200 um  Espesor de la pared del canal
Tabla 4.1.: Pardametros geométricos del separador espiral

o8 Zm =T

a ésto, es necesario separar y concentrar dichos patogenos para poder detectarlos.

Para poder concentrar dichos patogenos se utiliza el separador antes disenado y se
recircula la corriente rica en particulas del tamano deseado otra vez por el separador.
Para ello, se necesita un volumen intermedio V' que contendra la solucién con las
particulas concentradas al finalizar el proceso. El diagrama del proceso se muestra

en la Figura 4.3.

0| Qﬁ - 0‘I:I
C, _ Cr Separador Co
v —
I Ce J
QF

Qi, C; Flujo y concentracion de la corriente i-esima.

Qr1, Cr Flujo de entrada de la muestra a analizar (diluida).

QRr, Cr Flujo de entrada al separador.

Qo, Co Flujo de salida de agua sin patégenos (Caso separador ideal Co = 0).

Qr, Cr Flujo de recirculacion concentrado en patégenos.

Figura 4.3.: Diagrama del proceso de recirculacion

Se definen a continuacién varias magnitudes relevantes para el proceso:

1. Tasa de recirculacion a: Es el ratio entre el caudal que se recircula y el caudal

que sale del separador (igual al que entra).

o 9r
Qr
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2. Tasa de recuperacion RR: Es el ratio entre el niimero de particulas correcta-
mente separadas por el separador y el nimero de particulas que entran en éste.

Es una medida de la eficacia del separador.

QrCr _ a&
QrCr Cr

RR =

Para obtener un modelo matematico del proceso se calcula las ecuaciones de balance

de materia en el volumen V', obteniéndose las siguientes ecuaciones diferenciales

ordinarias:

Cﬂilt(t):Ql—f—QF—QR:Ql—'—(a_l)QR

V(t)=VW+(Qr+(a—1)Qgr)t

)V _ 0,0, 4 QrCr — QuCin

dt
V(t) dcgt(t) + Cgr (1) d‘gt(t) =QiCr+ (RR —1)QgrCr
v a0 (- rmns ) cn o

La solucién de esta ecuacion diferencial ordinaria viene dada por:

Cr () = e B (F RRQRmz)dt.( / QiCr (=m0, +th)dtdt>

Cr (1) = £8(¥13)Js (otftan)as ( / @I

o (t) % (O) —]o(lvgf?QR) . (C ( + V / Q[C[ i lv(i> QRdudS)

) Io V(Z?QRdud8>

V()
Qr(1—RR)

I o~ vy _ [V (5)) e
v (0)

En el caso de que el volumen se mantenga constante, la solucién en régimen per-
manente nos dara la maxima concentracion posible que se puede obtener para un

volumen fijo V:

d\iﬁ(t) =Qr+(@—-1)Qr=0
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4.2 Diseno de un concentrador de particulas en espiral

VIR ) 0 (0 = 1

= _ QiCr _(1-a)C
T R Qo) = Q= o) = TRy ~ 1= R
Cr (t) = Cr (00) + (Cr (0) — Cr (00)) e~ 7 2t

En el caso de que se necesite analizar un mayor caudal o el ratio de separacién sea
muy bajo, se puede poner varios separadores trabajando en paralelo para aumentar

el caudal o varios en serie para aumentar la tasa de recuperacion.

El proceso de concentracion estara compuesto por 2 fases obligatorias + 1 fase

opcional:

1. Fase inicial de llenado del volumen (V'): En esta fase el separador no esta

en funcionamiento Qg = 0 y se llena el volumen V{ con la disolucién de la

muestra. Esta fase durarda un tiempo ¢; = % = 0,085min. Dicho tiempo es

despreciable frente a la duracion del resto de fases, ya que Vj es muy pequeno
y el caudal de entrada no esta limitado por el separador.

v ()
dt

fase se busca concentrar el fluido hasta un valor de concentracién que permita

2. Fase de concentraciéon a volumen constante ( = O): En esta segunda
el analisis. Para este desarrollo, se asume que el separador tiene una tasa de
recuperacién RR de 99,99 %, la tasa de recirculacion se fija en 20 % y el caudal
del separador es 16 veces el caudal de una espiral ya que se usan 16 de estas
espirales en paralelo Qr = 16+ Qespirar = 627,28 %l Escogemos usar 16 espirales
debido a que no es un niimero muy alto y por lo tanto, las dimensiones del Lab-
on-a-Chip seran adecuadas, ademas con dicho niimero de espirales obtenemos
un tiempo de procesado (~ ty) razonable, como se verd a continuacién en
los siguientes calculos. La muestra que se analizara corresponde a la fase 3
del protocolo EPA (ver Figura 2.1), por lo que su volumen es de 50ml y su
concentracién de patégenos critica segiin la normativa es de 0,1670 %% (ver

Seccion 1.2) .

_ 1-0,2)-0,000167 + _
(1-a)Cr ) o _ 17333%

C _ _
(%) =5—7p 1—0,9999 l

Se elige un valor del volumen de control que sea factible para el posterior
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analisis de 200 pl.

Vo 200l S5 L
T= = = 53,14 min
(1-RR)Qr (1 —0,9999) 627,284
l
Qr+(a—-1)Qr=0— Q= (1—04)QR:501,82%
105
L S Y

T Qr (1-a)Qr  (1-0,2)627,284

Cr (ts) = Cr (00) + (Cf — Cg (00)) e~ 7%2 = 0,417 jjz

3. Fase de concentracién sin caudal de entrada (Q; = 0) (OPCIONAL):

En esta fase se conseguira una mayor concentracion por encima del limite antes

descrito para volumen constante. Esto solo serd necesario si la concentracién

obtenida en la fase anterior es insuficiente. En este caso, la concentracion

obtenida es suficiente ya que el niimero de patogenos criticos en el volumen de
control es de N = Cgs - Vo >~ 83 0q.

V(t)=Vo+ (1 —a)Qnrt

Vo — Vi

VF:%—(l—a)QRtgétgzm

Por tltimo, se puede calcular la tasa efectiva de recuperacion del sistema completo,
la cual refleja el porcentaje de patdégenos que son atrapados en el volumen de control

frente al nimero de patdgenos que entré en el proceso.

Vi - Cr(tr)

RR.r =
! Q:Crtr

= 83,38 %

En resumen, se han puesto de manifiesto los mecanismos de transporte de particulas
que ocurren en el interior de microcanales curvos, que son las fuerzas de sustenta-
cion inducidas por los esfuerzos cortantes y la proximidad de la pared, asi como la
fuerza de arrastre producida por las corrientes secundarias o flujos de Dean. Estos
mecanismos se han usado para disenar un separador de particulas, que separa éstas
segin su didmetro para atrapar patogenos como el Cryptosporidium Parvum. La
geometria utilizada para el canal curvo es una espiral de Arquimedes cuyos parame-

tros a, N y b fueron calculados para que dicho canal tuviera la curvatura y longitud
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4.3 Diseno de un separador de particulas por IMS

necesaria para la correcta separacion de los patégenos. Los parametros geométricos
estan resumidos en la Tabla 4.1. Por tltimo, se calcul6 los parametros de operaciéon
del proceso como el tiempo requerido para concentrar la muestra hasta su nivel final,
la tasa de recirculaciéon y la tasa de recuperacion efectiva del proceso, culminando

asl el diseno del concentrador.

4.3. Diseno de un separador de particulas por IMS

El proceso de concentracion de la muestra realizado previamente se diseié para sepa-
rar las particulas del tamafno deseado y concentrarlas hasta una tamafio de muestra
manejable. Sin embargo, en el agua potable se pueden encontrar una gran diversidad
de particulas con tamano similar a los Cryptosporidium Parvum, tanto particulas
de indole biologica, como particulas inertes. Por lo tanto serd necesario separar los
Cryptosporidium del resto de particulas y conseguir una concentraciéon aiin mayor
para disminuir la cantidad de reactivos necesario para las etapas sucesivas. Para ello,

se realiza un proceso de separacion inmunomagnética que consta de las siguientes

fases.
Camara de
J— Electroimdn Descarte
Muestra f/ \\,
|
Concentrada \ 3 | Cémara de Particulas
VY

. 1 Incubacién | Retenidas
1 al
v Ve
N \=lg
P YYYYY
@ 14

Valula

(a) de
Solucién 4 Seleccidn
Particulas
. Camara de
Magnéticas
Incubacion 1l

Muestra
Separada

Figura 4.4.: Proceso de separacién inmunomagnética

1. Estabilizacion del pH: La muestra concentrada en fases previas puede prove-

nir de fuentes cuyo pH sea mas acido o mas basico. Esto puede influir en pasos
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o6

posteriores del proceso de separacién inmunomagnético. Por ello la muestra se
mezcla con una solucién buffer provista por el fabricante (S L™ — Buff er).
Esta fase no estd recogida en el diagrama del proceso (Figura 4.4) por no
ser una fase fundamental para el proceso de la separacién inmunomagnética.

Aunque es similar a la fase 2 de mezclado.

. Mezclado: Una vez se ha estabilizado el pH de la muestra, ésta se mezcla

con una solucién de particulas magnéticas llamadas Dynabeads [38]. Estas
particulas de 5 um de didmetro estan recubiertas de un anticuerpo selectivo
que se adhiere solo al Cryptosporidium. La mezcla se lleva acabo a través de
un conducto en forma de serpentin que facilita la mezcla por difusiéon. Los

liquidos son impulsados por sendas cdmaras de aire presurizadas.

. Asociacion de las particulas magnéticas: La mezcla de la muestra y las

particulas magnéticas, Dynabeads, se dejan incubar en una camara con tem-
peratura controlada por 1 hora segin indica el fabricante (25 °C') mediante una
resistencia eléctrica (Camara 5, Figura 4.4). Tras ésto, los anticuerpos que re-
cubren las particulas magnéticas han tenido suficiente tiempo para asociarse

a los Cryptosporidium y se encuentran en suspension en dicha camara.

. Lavado: La separacion se lleva acabo en dos fases. Durante la primera fase

de lavado, la muestra mezclada con las particulas ya asociadas a los patdgenos
es impulsada a través de un canal (Conducto 6, Figura 4.4). Este canal por
el que circulan las particulas tiene en uno de sus margenes un conductor, el
cual crea un campo magnético que puede ser activado o desactivado segin
sea necesario. Durante la fase de lavado, el electroiman se halla activo y las
particulas magnéticas son atraidas hacia una de las paredes del canal donde
quedan retenidas. El resto de la muestra sigue el conducto que acaba en una
valvula de dos posiciones. La posicion actual de la valvula dirige el fluido por un
canal que finaliza en una camara de descarte (Camara 7, Figura 4.4), en la que
se aloja la muestra que contiene el resto de particulas que se desea descartar. La
muestra es impulsada por 200u! de una solucién buffer fosfato salino (PBS)
para evitar cambios del pH. Esta solucién se encuentra almacenada en una
camara sellada y presurizada (Camara 3, Figura 4.4), la cual tiene una valvula
de un s6lo uso que consiste en una pared delgada de plastico la cual es recorrida
por una fina pista de cobre que funciona como un fusible eléctrico. Al hacer

circular la corriente eléctrica, el rapido aumento de temperatura hace que la
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pared se rompa y deje pasar el fluido. [49]

5. Disociacién de las particulas magnéticas: El siguiente paso consiste en
la disociacion de las particulas magnéticas de los patogenos. Para ello, se des-
activara el solenoide y se hara pasar 50 L de una solucion de 0,1N HC' por
dicho canal, arrastrando las particulas magnéticas hasta el final de éste donde
se encuentra la valvula de selecciéon que esta vez se encuentra en la posicion
complementaria. Esto hace que las particulas magnéticas se dirijan hasta una
segunda camara de incubacién (Camara 8, Figura 4.4) en la que las particu-
las magnéticas se disociaran de los patogenos debido a la disminucion del pH
producida por el HCI. Este proceso durard unos 10 min. La temperatura de
esta camara de incubacién también sera controlada y se mantendra a 25°C.
La solucién usada para la impulsion se almacena en una camara sellada y pre-
surizada (Cédmara 4, Figura 4.4) similar a la cAmara que aloja la solucion de

impulsiéon usada durante la fase de lavado (Camara 3, Figura 4.4).

6. Eliminaciéon de las particulas magnéticas: Los patdgenos ya disociados
de las particulas magnéticas deben ser separados de éstas para que no influyan
en las fases posteriores de andlisis y detencion. Para ello, se hace circular la
muestra por un canal similar al que se usa en la fase de lavado pero con una
tunica salida (Conducto 10, Figura 4.4) y por lo tanto sin valvula de seleccién.
La muestra es impulsada por 50 L. de una soluciéon 1N NaOH contenida en
una camara sellada y presurizada (Camara 9, Figura 4.4). A diferencia con la
fase de lavado, en esta fase el electroiman esta activo durante todo el proceso.
La muestra pasa por dicho canal y las particulas magnéticas quedan atrapadas
en el ensanchamiento donde se encuentra el solenoide. El resto de la muestra
puede avanzar sin impedimento arrastrando por tanto los patdgenos que ya

habian sido disociados de las particulas magnéticas previamente.

4.3.1. Diseio del canal de separacién

Para el disenio del canal de separacion se debe dimensionar el solenoide necesario
para recolectar la particulas magnéticas, asi como los volimenes y presiones de las
camaras de impulsion que lleven el fluido con la velocidad deseada a través del canal

de manera que el proceso de separacion sea efectivo.
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Calculo de las camaras presurizadas

Primero, se diseniara la caAmara presurizada la cual consta de un volumen de gas V}
a una presion Py, seguido de un serpentin de longitud - donde A es la seccién del

conducto y Vy es el volumen de fluido almacenado en éste.

Figura 4.5.: Diagrama de una camara presurizada

La ecuaciones de Navier-Stokes se pueden simplificar para este caso suponiendo
viscosidad dominante (flujo laminar) y unidimensional, debido a que las dimensiones

de la valvulas son muy pequenas, teniendo asi un Reynolds bajo.

Ou(y,t) 0P (z)  Ju(yt)
ot T e Moy

Simplificando nuevamente ecuacién para el caso de que la velocidad media siga la

ley de Hagen—Poiseuille (2D), obtenemos la siguiente expresion:

dUy _ AP 12uU0;
Pa T L, 2

dUy  12u— AP (1)
p—=+ 5 Up =
dt H Ly (t)
La presion de la camara se puede calcular suponiendo que el gas se comporta como
un gas ideal y que el proceso de expansion es muy rapido y por lo tanto, se considera

adiabatico e isentrépico. La presion del gas por tanto se puede calcular como sigue:

po-vazput)-vl(t)uf’l(t)=P0'(W)
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4.3 Diseno de un separador de particulas por IMS

Siendo v la constante de dilatacién adiabatica del gas en cuestion. En este caso,
aire seco v = 1,4 a 20°C , s(t) es la posicién de la columna de liquido con respecto
al inicio donde se encuentra la cdmara presurizada de gas. El resto de propiedades
del aire seco pueden encontrarse anexo en Subseccién A.3.2. También, debe tenerse
en cuenta la pérdida de carga que se produce a la salida de la caAmara debido a la
véalvula. Esta se modela como la pérdida de carga que se produce en un orificio, la

cual viene dada por la siguiente expresion[50]:

Q= A Cy 2A Py,
\/ 1- ﬁgal Pg
2 __ 2
APlepg Q'\/l_ﬁgal :& UfAS 1— 3al
2 CdAval

5 CdAval

donde Cy es el coeficiente de descarga, el cual se supone que es aproximadamente
0,6 aunque podria determinarse de manera experimental, 3,, es el ratio entre el
didmetro caracteristico del orificio y el didmetro caracteristico del canal, A,, es
el drea de paso de la vélvula la cual se estima serd de A, = [200um x 5um)|,
la pérdida de carga producida por el cambio de secciéon del canal separador IMS,
se puede estimar del mismo modo para un estrechamiento hasta una seccion de

A, = [50pum x 200um]. Siendo las pérdidas totales:

2 2
APLT:QQ '09<V1_:’1“Z) +p<V1_B§) :k:L-Q2

2 CdAval 5 CVdfélc

Finalmente, la ecuacion diferencial del fluido quedara:

AUy 12p— 1 Vo )7 — 2
Ly g, - (P — ) — - LA — Py =
P at +H§Uf Lf(t)< 0 (V0+3-AS (U7 A) =P =0

Siendo P, la presion a la salida del serpentin, la cual se considera constante.

— P —Y ) ko (s-AN - P | =
Pt e Ls—s<0 (%+3.AS> k- (8- 4) =P ) =0

Con dicha ecuacién, se puede hacer una estimacion del caudal méaximo:

12 A, \% K .
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AskL 2 12# . As Vb 7 .
— QW “)—Ls_s(PO'(vﬁs.As) T

S

L
AskL 2 12/,L As ‘/0 K
Ly—s QU+ QM) Ls—3<0 (V0+3.AS> 2>—O

O(s) < —b+Vb?—4-a-c
- 2-a

) . 4 Q(s)] =0—

Qmaaj - Q (S*) . %

s*

— 55 =0 = Qumaz = _113§+\/<g§)22+4‘kL (%)Q(PO—PQ)

A,
k- 2

Otra magnitud importante es el volumen de liquido impulsado en régimen perma-
nente, en este caso el proceso de expansion se considera isotermo ya que el gas tiene
suficiente tiempo para equilibrar su temperatura con el ambiente, por tanto el gas

perfecto sigue la ecuacién de Boyle-Mariotte[51].
PoVo = PV,

Cuando las presiones se igualen nos dard el volumen impulsado y el méaximo despla-

zamiento de la columna que debe ser menor que el tamafnio del serpentin:

_RV
= =5

Vi
Ls > Smaz = -1

\%
0 A

Para una presion de la camara Py = 2atm y una presion de salida de P, = 1 atm,
una seccion rectangular de A; = [200pum x 500um], el volumen de la cdmara de gas
es de 100u L. La longitud del serpentin minima es por tanto de 2000 mm, por lo que

se elige un diez por ciento mas grande L, = 2200mm.

Una vez se ha decidido las dimensiones del serpentin se puede calcular el caudal

maximo que pasara por éste. Para ello, se utilizaran los siguientes parametros:

El gas usado es aire a 2 atm el cual tiene una densidad de p, = 2,58%¢/m3 y el ratio
de estrechamiento (§,, = ,/%:l =0,1.

Qmax = 1,065 ml/min
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4.3 Diseno de un separador de particulas por IMS

A este ratio de vaciado, se estima que el tiempo necesario para su vaciado, si el

caudal se mantuviese constante, seria de 11,27 s.

Calculo del solenoide

El célculo de las dimensiones del solenoide esta basado en el campo magnético
necesario para hacer que las particulas magnéticas se depositen en una de las paredes
del canal. Para ello, se han utilizado las ecuaciones de modelado propuestas en [52].
La fuerza que actiia sobre una particula magnética, modelada como un pequeno
dipolo magnético de momento magnético 71 sometida a un campo externo E, viene

dada por:

I*Tm):mexﬁ

El momento magnético de la particula viene inducido por el campo magnético ex-
terno. En los materiales reales podemos encontrar dos comportamientos claramente
diferenciados segun la intensidad del gradiente del campo magnético. Si el gradiente
del campo magnético es suave, la particula tiene una magnetizacién lineal y la fuerza

magnética viene dada por la siguiente expresion:

Fo= ot (V- V) B+ X2 (B.9) B

donde ]\70 es la magnetizacion remanente de la particula, p, es su densidad, V}, su
volumen y y; es el coeficiente de susceptibilidad magnética del material del cual esta
compuesto la particula. Teniendo en cuenta que siendo la particula esférica, el vector
ﬁg tendera a alinearse con el campo magnético externo B, y que el volumen de una
esfera es V, = %ﬂ'Rz’, se puede calcular la fuerza que ejerce el campo magnético sobre
la esfera. En este caso se supone que el campo magnético esta producido por un con-
ductor paralelo al microcanal por el que circula una corriente /. El campo magnético
puede calcularse usando la ley de Ampere, obteniendo la siguiente expresion:
B pol —

—Up
2rr
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Capitulo 4 Diseno

y por lo tanto la fuerza magnética sobre la particula:

? _ _2PbMoR§M0[ _ Xo R o I?
n 312 3mas

siendo z la distancia de la particula al conductor.

Por tultimo, se debe estudiar la dinamica de la particula magnética en el transcurso
del canal. Como se trata de un canal recto, la particula sufrira dos fuerzas, una debida
al arrastre del fluido y otra debida al campo magnético. Aplicando la segunda ley

de Newton, podemos calcular la trayectoria de la particula:
4 . = = =
gwapb? = F, +Fp

La fuerza de arrastre se modela con el flujo de Stokes, al igual que se hizo en la

Subseccion 4.2.1.

_>
Fp = —6mnRyv;

donde en este caso se ha llamado 7 a la viscosidad del fluido para distinguirla de la

permeabilidad magnética del medio pu.

Simplificando el balance de fuerzas, teniendo en cuenta que la particula llega rapida-
mente a su velocidad terminal, el término inicial se anula. La expresion final puede

escribirse de la siguiente manera:

dr — pyMoRppol  xoRPpol®

dt 9mnx? 187293
. MoR2 ol R2u01? .
Se define los coeficientes o = —% y 3= —Xblsl;:;; , se resuelve la ecuacién

diferencial y se calcula el tiempo necesario para que la particula se desplace desde
una distancia inicial a al conductor hasta una distancia b, al que denominaremos

tiempo de captura.

dr -3
iy + Bz
Ll o By o P 33 ab+ B
tc_3a<b a> 2a2<b a)+a3(b 2 a4log aa+
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4.3 Diseno de un separador de particulas por IMS

Finalmente, la longitud del conducto puede calcularse teniendo en cuenta que el
tiempo de residencia de la particula en el microcanal debe ser mayor que el tiempo

de captura de la particula mas desfavorable si se quiere obtener un rendimiento de
separaciéon del 100% (a = W, b= R,).

L. Qmaz
tr:7>tc_>Lmin: “te
U, = A,

Para un valor de la corriente de 800 mA, una distancia inicial en el caso mas desfa-
vorable de a = W, = 100um y una distancia final de b = 5um, siendo los parametros
de la particula magnética My = 0,05, R, = 2,bum y x, = 0,170, el tiempo de captu-
ra es de t. = 9s. Para lo que se necesita una longitud del canal de separacion IMS

de:

Lin = 440,41 mm

Como la longitud resulta excesiva, se debe disminuir el caudal maximo. Para ello, se
realiza una estrechez a la salida del serpentin de la caAmara presurizada, aumentando
las pérdidas de carga y disminuyendo por tanto el caudal. Se le anade una estrechez
de 3um x 100um, por lo que el caudal se reduce a 82,2 #L/min, el tiempo de vaciado

seria aproximadamente 2,43 min y la longitud del canal seria de 36,04 mm.

Parametro Valor Descripcién

Hgs 200 um  Altura del serpentin de la cAmara presurizada (3)
Wis 500 um  Anchura del serpentin de la cdmara presurizada (3)
Rs 12,616 mm Radio de la cdmara presurizada (3)
L3 2020mm  Longitud del serpentin de la cAmara presurizada (3)

hes, We3 3 x 10um  Estrechez a la salida del serpentin de la cAmara (3)
H. 200 um  Altura del canal de separacion IMS
L. 36,04mm  Longitud del canal de separacién IMS
W. 50 um Anchura del canal de separaciéon IMS
Hy 200 um  Altura del serpentin de la cAmara presurizada (4,9)
Wiy 500 um  Anchura del serpentin de la cdmara presurizada (4,9)
Ry 6,308 mm  Radio de la cdmara presurizada (4,9)
Ly 505mm  Longitud del serpentin de la cAmara presurizada (4,9)

Tabla 4.2.: Parametros geométricos del separador IMS
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4.4. Diseino del analizador de particulas mediante

inmunofluorescencia

El dltimo paso a realizar en el pro200ceso de deteccién de Cryptosporidium en el
agua potable es, la deteccion de éstos mediante el uso de la inmunofluorescencia.
El concentrador espiral y el separador IMS disefiado anteriormente nos permite
obtener una muestra de 50ul de agua con una alta concentracion de Cryptosporidium
Parvum, la cual solamente contiene este tipo de particulas en suspensiéon ya que el
resto fueron descartadas. El pequeno tamano de la muestra permite la deteccion por

inmunofluorescencia.

El proceso de inmunofluorescencia tradicional, usando el reactivo Crypto — a —

Glo™ | consiste en los siguientes pasos (segin el fabricante del producto [53]):
1. Preparacion de la muestra y secado

Se toma una muestra de agua a analizar de 50ul y se le somete a un proceso de
secado, quedando tnicamente las particulas sobre un portaobjetos. El proceso
de secado se puede hacer bien al aire o usando un calentador de portaobjetos,
en este caso se debe evitar que el portaobjetos se caliente demasiado. Acto
seguido, se puede aplicar un paso de fijaciéon de los patdogenos por metanol,
aunque este paso no es necesario para que los anticuerpos se fijen correctamente

a los patégenos de la muestra.
2. Mezcla con Crypto — a — Glo™

Acto seguido, se aplica una gota de 45ul de Crypto—a—Glo™ sobre la muestra
de las particulas que quedan tras el secado. Dicho reactivo, estd compuesto
por un anticuerpo que hara que los Cryptosporidium sean fluorescentes al ser

observados con el microscopio (ver Subseccion 3.2.2).
3. Incubacién

La mezcla obtenida en el paso anterior, es incubada en una camara hiimeda a
temperatura ambiente durante 40 min, o 30 min si la temperatura se mantiene
controlada a 37°C'. El uso de tiempos de incubaciéon mas largos no tienen

efectos perjudiciales sobre el proceso.
4. Lavado

Tras la incubacion, la muestra es sometida a lavado con una solucién salina de
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4.4 Diseno del analizador de particulas mediante inmunofluorescencia

PBS. Para ello, se sumerge el portaobjetos en un vaso de Coplin durante unos
60 s.

5. Mejora del contraste mediante No — Fade

Por ultimo, se anade una gota 45ul de No— Fade a la muestra, para aumentar
el contraste con el fondo, dado que éste brillard menos. Se deja incubar durante
un minuto y se vuelve a realizar un lavado en una solucién de PBS por un
minuto. Este proceso no es necesario, pero es recomendable para aumentar
el contraste y hacer mas facil la visualizacién los patégenos al microscopio

fluorescente.
6. Secado

La muestra se vuelve a secar al aire, quedando tnicamente de nuevo las par-

ticulas.
7. Recuento

Se prepara el portaobjetos y el nimero de ooquistes es contado mediante el
uso de un software, usando el microscopio fluorescente para ver los patogenos

adheridos al portaobjeto.

Sin embargo en nuestro analizador, el cudl se disenia para que sea automatico, sélo
se realizaran los pasos de mezclado con Crypto — a — Glo™ vy el posterior incubado
y lavado. El resto de pasos no se realizan debido a que anteriormente a la deteccién
se le realiza un proceso de inmunomagnetismo, la muestra estd muy concentrada y

no existe otro tipo de particulas en suspension, por lo que no seran necesarios.

El analizador constara de dos cadmaras iniciales, una con un volumen de 45ul de
Crypto — a — Glo™ y otra camara con la muestra de agua concentrada con Cry-
ptosporidium (50ul) resultante del proceso de inmunomagnetismo. Ambos liquidos
al salir de sus respectivas camaras, se mezclaran en un serpentin hasta acabar en
otra cAmara en la cual se dejara dicha mezcla incubar durante 30min a 37°C. Este
flujo sera impulsado por la diferencia de presiones entre la cAmara destino y las ca-
maras iniciales. La cdmara destino estard inicialmente al vacio[54] lo que propiciaré

la entrada de los liquidos tras la rotura de una valvula de un solo uso.

Tras la incubacion, se expulsara el liquido de dicha caAmara impulsdndolo mediante
una solucion salina PBS de 200/ para realizar la fase de lavado. Esta fase de lavado,
trata de hacer pasar dicha mezcla de liquidos resultantes, tras la apertura de la

camara, a través de una rejilla formada por agujeros cénicos. Dichos agujeros tienen
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Microscopio
@ Fluorescente
Solucidn A ", Agua DI
de Lavado + . )
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Figura 4.6.: Proceso de deteccién por inmunofluorescencia en un Lab-on-a-Chip

de diametro de entrada 10pum y de didmetro de salida 2um, quedando los Cryptos

atrapados y dejando pasar el agua a través de dicho agujero. Ver Figura 4.6.

La rejilla por la que se veran atrapados los Cryptos, constaran de 100 agujeros
conicos dispuestos (10 x 10) en una placa de SU —8 de dimensiones 10mm x 20mm x

5um. La distancia entre cada cavidad es de 30um. Ver Figura 4.7.

El diseno de dicho circuito microfluidico se realiza del mismo modo que el separador
IMS usando la siguiente expresion derivada de la ecuacion de los gases de Boyle-
Mariotte.

Vi

PV
= Ls> mar — 5
B 0 =7 A,

Vo

Acto seguido, un microscopio fluorescente se usara para observar la rejilla a través
de una pared transparente del Lab-on-a-Chip y un software realizard el recuento de
las particulas atrapadas. Como se vio en el apartado anterior, un recuento superior
a 81 ooquistes en la muestra concentrada implica un riesgo para la salud publica,

por lo que se generard la alerta pertinente dado el caso.
Recopilacion de las técnicas utilizadas para la deteccién de Cryptosporidium.

= Diseno de un separador de particulas segiin su tamano, integrado en un Lab-

on-a-Chip.

= Disenio de un separador de Cryptosporidium por IMS, integrado en un Lab-

on-a-Chip.
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Figura 4.7.: Representacién de la rejilla de SU-8. A) Dimensiones de la placa de
SU-8 y distribucién de los orificios. B) Dimensiones y forma de los orificios.

= Disenio de un analizador de Cryptosporidium, integrado en un Lab-on-a-Chip.

= Disenio de las correspondientes mascaras fotolitograficas asociadas a los dos

separadores y al analizador disefiado.

Parametro Valor Descripciéon
Hgs 200 um  Altura del serpentin de la cAmara presurizada (3)
Wis 500 um  Anchura del serpentin de la cdmara presurizada (3)
Rs 12,616 mm Radio de la cdmara presurizada (3)
Lgs 2020mm  Longitud del serpentin de la cAmara presurizada (3)
N, 100 Numero de agujeros de la rejilla detectora
deaw 30 um Distancia entre agujeros de la rejilla detectora
H, 5 pum Altura de los agujeros de la rejilla detectora
D, 10 pm Didmetro de entrada de los agujeros de la rejilla detectora
Dy 2 um Didmetro de salida de los agujeros de la rejilla detectora
W, 10mm Anchura de la rejilla detectora
L, 20mm Longitud de la rejilla detectora

4.5. Integracion

Tabla 4.3.: Pardmetros geométricos del analizador

En este capitulo se ha disenado la geometria de un analizador de Cryptosporidium

Parvum en un Lab-on-a-Chip, el cual cuenta de tres etapas bien diferenciadas: la

concentracion de particulas, la separacion de los patogenos y la deteccion de éstos.
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En esta seccion se discutira la interaccion entre cada subsistema y como se integran

para formar el sistema de analisis completo del agua potable.

Debido a que la etapa de concentracion no usa ningtn tipo de reactivo y por lo tanto
ningin sistema de cadmaras presurizadas, este subsistema es completamente pasivo
y por lo tanto reutilizable. Tiene sentido pensar que por lo tanto, el concentrador
de particulas se producirda usando un microsistema independiente al analitico para
reducir el coste por muestra de cada andlisis, ya que este tltimo si es desechable.
Ademas, el proceso de separacién espiral necesita de una presién y unos valores del
numero de Reynolds elevados por lo que necesitara de materiales méas resistentes

que el sistema de analisis (ej: PMMA).

Durante el diseno se seleccion6 16 separadores espirales para disminuir el tiempo de
concentracién. Estos serdn integrados en grupos de 4 espirales por placa. Las placas
se disenaran de manera que se puedan apilar unas encima de otras interconectando
las salidas y las entradas del separador verticalmente mediante orificios circulares
producidos por un taladro. Las conexiones con el resto de subsistemas, como el
volumen de entrada de la muestra o el sistema de anélisis se hacen mediante tubos

semirrigidos.

El sistema de andlisis compuesto por el separador IMS y el sistema de deteccion
por inmunofluorescencia se integrardn en un mismo microsistema desechable. Esto
se debe a que los reactivos se encuentran en camaras presurizadas de un sélo uso
y ademas la rejilla de deteccidén con agujeros cénicos solo puede ser usada una sola
vez ya que los patogenos quedan atrapados en ella y son dificiles de eliminar. Esto
podria producir falsos positivos en pruebas posteriores si se reutilizara. Cada analisis
por tanto, se realiza con un microsistema nuevo el cual puede ser integrado en una
tarjeta de analisis, las cuales se iran desechando y reponiendo a medida que vayan

gastandose.

Finalmente, se realizaron un conjunto de mascaras en las que se detallan las di-
mensiones de cada una de las partes del sistema. Estas mascaras aunque estan muy
cercanas a poder ser utilizadas para la fabricacion deberan ser modificadas segtn el
tipo de tecnologia usada para la fabricacion (SU-8, PMMA,...). Su objetivo es por
tanto, almacenar las dimensiones de cada una de las partes del sistema y no tanto el
poder producir el sistema a partir de ellas. Los detalles de las méscaras pueden ser
consultados en Seccién A.2 y en los archivos adjuntos a este proyecto en formato de
LEdit(v8,30).
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5. Conclusiones

El desarrollo de un Lab-on-a-Chip completo es una tarea multidisciplinar exigente
que implica el disefio en distintos campos, hasta completar el dispositivo completo.
En este caso, se trata de la miniaturizacion de un protocolo de laboratorio. Este
desarrollo contempla, entre otros, areas de mecénica (microfluidica), tecnologias de
fabricacion, integracion de sensores y actuadores, asi como electrénica y control. De-
pendiendo de Lab-on-a-Chip puede haber implicado més campos, como por ejemplo,
disenio de dispositivos magnéticos u 6pticos. En general, se trata de un trabajo de

ingenieria completo que relaciona muchos conceptos.

Con este proyecto se ha querido llevar a cabo una mejora del método de detec-
cién de Cryptosporidium en el agua potable, y una posible sustitucion del método
tradicional por el descrito en este proyecto debido a que se conseguiria ahorrar de
tiempo y dinero. Estas ventajas son conseguidas por el uso de técnicas basadas en

microsistemas. A continuaciéon, se exponen dichas ventajas:

= Tiempo de andlisis: El proceso completo de andlisis segin se ha disenado
tardarfa aproximadamente: 2h5min = 22min + 1h 13min + 30 min, frente
a las 9h 45min del proceso tradicional. Esto no sélo disminuye el costo del
proceso sino que lo hace mas eficaz a la hora de prevenir posibles danos que
la presencia de estos patdgenos acarrea en la salud publica. Al ser el tiempo
de andlisis menor, el tiempo de actuacién de las autoridades competentes del
abastecimiento de agua se vera reducido también, pudiendo poner en marcha

un plan de contingencia mas rapidamente.

= Automatizacion: El proceso disenado esta pensado para funcionar de ma-
nera auténoma. Sélo serd necesario la carga de la muestra inicial de 900 ml
en el analizador (lo cual se puede automatizar también). Acto seguido, el pro-
ceso dara comienzo y pasado el tiempo necesario para el analisis, el sistema
de control dara la concentracion final de patogenos en el agua, pudiendo in-

cluso mandarse alertas a los puntos donde sea requerido. Esto supone una
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gran ventaja sobre el método usado actualmente, el cual necesita de costoso
equipamiento (microscopio fluorescente, centrifugadora, laboratorio biologico

de nivel de contencién 2,...) y de mano de obra especializada.

Costo de los reactivos: El proceso tradicional utiliza unos tamafios de mues-
tra mucho mayores que el proceso disefiado en este proyecto, por lo que el precio

unitario por andlisis debido a los reactivos es mayor.

Al inicio de este proyecto se definié un conjunto de objetivos los cuales se han ido

abordando durante el desarrollo de éste. A continuacion, se detallan dichos objetivos

y las partes del trabajo donde se desarrollan:
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Recopilacion de las técnicas utilizadas para la deteccién de Cryptosporidium
(Capitulo 2).

Disetio de un separador de particulas segin su tamano, integrado en un Lab-
on-a-Chip (Seccién 4.2).
Disefio de un separador de Cryptosporidium por IMS, integrado en un Lab-
on-a-Chip(Seccién 4.3).
Disefio de un analizador de Cryptosporidium, integrado en un Lab-on-a-Chip

(Seccién 4.4).

Disenio de las correspondientes méscaras fotolitograficas asociadas a los dos

separadores y al analizador disenado(Seccién A.2).



6. Trabajos futuros

Aunque el trabajo de diseno del sistema completo es extenso, ain queda un largo
trabajo hasta el diseno del proceso de fabricacién y su comercializaciéon. A continua-

cion, se enumeran los puntos mas importantes:

= Integracion de un sistema de bombeo microfluidico en el microsistema de con-
centrador espiral. Las microbombas mejoraran el rendimiento del concentra-
dor, ya que poseen un volumen muerto mucho menor que una bomba conven-

cional.

» Realizar simulaciones mediante elementos finitos tanto del concentrador espiral
como del separador IMS para validar el diseno, mejorar sus prestaciones o

poder optimizar sus dimensiones.

» Realizar una serie de experimentos para determinar los valores del coeficien-
te de descarga de las valvulas de las camaras presurizadas, asi como otros

parametros que afectan al disefio.

» Fabricacion con técnicas de microsistemas basadas en polimeros como SU-8 o

PMMA de los subsistemas que componen el proyecto.
s Eleccion de la tecnologia de fabricacion para el desarrollo del Lab-on-a-Chip.

= Pruebas de laboratorio: Caracterizacion experimental para comparacion con

la teoria.

= Disenio de un proceso de fabricacion a media o gran escala para su puesta en

comercializacion.

= Diseno de circuito electronico de control de apertura de valvulas y de sensado.
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A. Apéndice

A.1. Régimen de Hagen—Poiseuille (2D)

El régimen de Hagen—Poiseuille se caracteriza por ser un régimen de flujo estacio-
nario donde las fuerzas producidas por la viscosidad son dominantes frente a las
fuerzas convectivas. El flujo se produce, en el caso 2D, entre dos planos infinitos en
reposo frente al marco de referencia inercial. La ecuaciones de Navier-Stokes para

este caso se simplifica como sigue:

_dP (x) N d*u (y)

0=
dx a d?y

Integrando la ecuacion entre ©+ = 0 e x = L y sabiendo que las condiciones de

contorno a la entrada y a la salida son P (0) = P, P (L) = P;. Obtenemos:

Lap (x) L 2y (y)
dr = d
/0 de /0 ey

AP d*u (y)
L K d?y
Acto seguido, se integra con respecto a y teniendo en cuenta que los planos que

H

contienen al fluido imponen unas condiciones de contorno v (5) =0, (—%) =0,

llegando a la siguiente expresion:

AP d*u(y)

L * d?y

) 1 AP 2 N
u(y) = ——— 1 - c

Y o0 L Y 1°YyTC
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(H)_ 1AP<H>2+ H+ 0
“\2)7 9. \2) @ =

(H)_ 1AP<H)2 H+ 0
\To) T T \g) T e

restando la segunda expresion a la primera, obtenemos la expresion para c;:

H
2'01'520—)C1:0

y por lo tanto:

2u L

1
2u L

1AP<H
2

2 AP (H\?
) + co = 0— Co = ( )
2
Finalmente, podemos obtener una expresién para el perfil de velocidades (ver Figura A.1):

1 AP, 1AP <H>2

v = T e

w032 (8

Figura A.1l.: Perfil de velocidades en un régimen de Hagen—Poiseuille (2D)

El perfil de velocidades es un perfil parabdlico que se anula en los extremos debido
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A.2 Mascaras (LEdit)

a las condiciones de contorno, teniendo su maximo en el centro del canal y = 0.

1 AP <H>2_ AP - H?

tmar =90 L \2 SuL

Otra expresion importante es la de la velocidad media. La cual se puede calcular

como sigue:

H

1 AP [(HN* 1 [z ,
Uf:E %U(y)dy—ﬂT((§> T %ydy)_
%

1 AP (H>2_1 y? 1 AP (3H® H*\
2u L 2 H|3| 4] 2u L \12 12)

y por lo tanto, el caudal se puede calcular simplemente multiplicando el flujo medio

por el area.

A.2. Mascaras (LEdit)

A.2.1. Microsistema de concentracion

1000 2000 3000 4000 5000 @000 7000

.............................................................................

Figura A.2.: Mdascara de un separador espiral (pum)
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B L T - T R T T TV R L T LT L T T P T

Figura A.3.: Mascara de un grupo de 4 separadores espirales (um)
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A.2 Méscaras (LEdit)

A.2.2. Microsistema de analisis

Camara IMS 3

Cémara IMS 4 Cémara IMS 7

Entrada
muestra (1)

T~ Canal IMS 6

Entrada — |
Particulas
Magnéticas (2)

Reactivo IF (2)

Canal IMS 10 1‘ Camara IMS 9
Camara IMS 11 6 Cédmara IMS 8
CamaralF 1
\s lid jill
Camara IF 3 \ d: la:aﬂsrigjl ?

Camara lF 4

Figura A.4.: Mascara del sistema completo (um)
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Figura A.5.: Méascara de un mezclador en serpentin (um)

Figura A.6.: Mdascara de la primera etapa de IMS (um)
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A.2 Méscaras (LEdit)

>

Figura A.7.: Mascara de la primera etapa IMS (II) (um)

Figura A.8.: Mascara de la segunda etapa IMS (um)
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—

Figura A.9.: Mascara de la etapa de inmunofluorescencia (um)
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A.3 Propiedades termodindmicas

A.3.

Propiedades termodinamicas

A.3.1. Propiedades del agua
T (°C)  p(sg/m®)  cp (WfkgK) p- 106 (Ns/m2) 0100 (m°/s)  k-10° (W/mKk)  «-100 (m°/s)  B-103(Y/x)  Pr
0 1005.0 4213 1766.0 1.7570 567.2 0.1339 -0.08021 13120
5 1004.0 4201 1506.0 1.5000 574.8 0.1363 0.01135 11000
10 1003.0 4191 1300.0 1.2970 583.0 0.1387 0.08744 9348
15 1001.0 4184 1135.0 1.1340 591.4 0.1412 0.15230 8033
20 999.5 4180 1001.0 1.0010 599.8 0.1436 0.20900 6975
25 997.9 4176 890.1 0.8920 608.0 0.1459 0.25940 6114
30 996.2 4175 797.6 0.8007 616.0 0.1481 0.30510 5406
35 994.3 4174 719.6 0.7238 623.6 0.1503 0.34700 4817
40 992.4 4174 653.3 0.6583 630.7 0.1523 0.38590 4323
45 990.3 4175 596.3 0.6022 637.4 0.1542 0.42250 3906
50 988.1 4177 547.1 0.5537 643.6 0.1559 0.45720 3551
55 985.7 4179 504.2 0.5115 649.3 0.1576 0.49030 3245
60 983.2 4182 466.6 0.4746 654.4 0.1592 0.52210 2981
65 980.6 4184 433.5 0.4420 659.1 0.1606 0.55280 2752
70 977.9 4188 404.1 0.4132 663.2 0.1620 0.58270 2551
75 975.0 4191 378.0 0.3877 666.9 0.1632 0.61180 2375
80 971.9 4195 354.6 0.3648 670.2 0.1644 0.64020 2219
85 968.8 4199 333.6 0.3443 673.0 0.1654 0.66820 2081
90 965.5 4204 314.6 0.3259 675.5 0.1664 0.69580 1958
95 962.1 4209 297.5 0.3092 677.5 0.1673 0.72300 1848
100 958.5 4214 281.9 0.2941 679.3 0.1682 0.75010 1749

Tabla A.1.: Propiedades del agua liquida a presién atmosférica
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Apéndice

A.3.2. Propiedades del aire seco

T (°C)  p (g/m®)  cp (ke K) 100 (No/m?) w105 (m/s)  k-10° (W/mk) a-105 (m®/s)  Pr
-150 2.8670 982 8.64 3.01 11.71 4.16 0.7246
-100 2.0390 965 11.90 5.83 15.82 8.03 0.7263
-90 1.9270 975 12.49 6.48 16.62 8.84 0.7330
-80 1.8280 983 13.07 7.15 17.42 9.69 0.7381
=70 1.7380 990 13.64 7.85 18.22 10.59 0.7414
-60 1.6560 995 14.20 8.57 19.01 11.53 0.7433
-50 1.5820 999 14.74 9.32 19.79 12.52 0.7440
-40 1.5140 1002 15.27 10.08 20.57 13.56 0.7436
-30 1.4520 1004 15.79 10.88 21.34 14.65 0.7425
-20 1.3940 1005 16.30 11.69 22.11 15.78 0.7408
-10 1.3410 1006 16.80 12.52 22.88 16.96 0.7387
0 1.2920 1006 17.29 13.38 23.64 18.17 0.7362
5 1.2690 1006 17.54 13.82 24.01 18.80 0.7350
10 1.2470 1006 17.78 14.26 24.39 19.44 0.7336
15 1.2250 1007 18.02 14.71 24.76 20.08 0.7323
20 1.2040 1007 18.25 15.16 25.14 20.74 0.7309
25 1.1840 1007 18.49 15.61 25.51 21.40 0.7296
30 1.1640 1007 18.72 16.08 25.88 22.08 0.7282
35 1.1460 1007 18.95 16.54 26.25 22.76 0.7268
40 1.1170 1007 19.18 17.02 26.62 23.45 0.7255
45 1.1100 1007 19.41 17.49 26.99 24.16 0.7241
50 1.0920 1007 19.63 17.97 27.35 24.87 0.7228
55 1.0760 1007 19.86 18.46 27.72 25.59 0.7215
60 1.0600 1007 20.08 18.95 28.08 26.31 0.7202
65 1.0440 1007 20.30 19.45 28.45 27.05 0.7190
70 1.0290 1007 20.52 19.95 28.81 27.79 0.7177
75 1.0140 1008 20.74 20.45 29.17 28.55 0.7166
80 0.9990 1008 20.96 20.97 29.53 29.31 0.7154
85 0.9860 1008 21.17 21.48 29.88 30.07 0.7143
90 0.9720 1008 21.39 22.00 30.24 30.85 0.7132
95 0.9590 1009 21.60 22.52 30.60 31.63 0.7121
100 0.9460 1009 21.81 23.05 30.95 32.42 0.7111
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A.3 Propiedades termodindmicas

T (°C)  p (sg/m®)  cp (fkeK) o106 (Ns/m2) 0100 (m°/s)  k-10° (W/mK) o100 (m/s) Pr
100 0.9460 1009 21.81 23.05 30.95 32.42 0.7111
110 0.9210 1010 22.23 24.12 31.65 34.02 0.7092
120 0.8980 1011 22.64 25.21 32.35 35.64 0.7073
130 0.8760 1012 23.05 26.32 33.05 37.30 0.7057
140 0.8540 1013 23.45 27.44 33.74 38.98 0.7041
150 0.8340 1014 23.85 28.59 34.43 40.68 0.7027
160 0.8150 1016 24.24 29.74 35.11 42.40 0.7014
170 0.7970 1017 24.63 30.92 35.79 44.15 0.7003
180 0.7790 1019 25.01 32.11 36.46 45.92 0.6992
190 0.7620 1021 25.39 33.32 37.13 47.71 0.6983
200 0.7460 1023 25.77 34.54 37.79 49.53 0.6974
210 0.7306 1025 26.14 35.78 38.45 51.36 0.6967
220 0.7158 1027 26.51 37.04 39.10 53.21 0.6960
230 0.7016 1029 26.88 38.31 39.75 55.08 0.6955
240 0.6879 1031 27.24 39.60 40.40 56.97 0.6950
250 0.6748 1033 27.60 40.90 41.04 58.88 0.6946
260 0.6621 1035 27.95 42.22 41.67 60.81 0.6942
270 0.6499 1037 28.30 43.55 42.31 62.75 0.6940
280 0.6382 1040 28.65 44.90 42.93 64.72 0.6938
290 0.6269 1042 29.00 46.26 43.56 66.69 0.6936
300 0.6159 1044 29.34 47.64 44.18 68.69 0.6935
310 0.6054 1047 29.68 49.03 44.79 70.70 0.6934
320 0.5951 1049 30.01 50.43 45.40 72.73 0.6934
330 0.5853 1051 30.35 51.85 46.01 74.77 0.6935
340 0.5757 1054 30.68 53.29 46.61 76.83 0.6936
350 0.5665 1056 31.01 54.73 47.21 78.90 0.6937
360 0.5576 1059 31.33 56.19 47.81 80.99 0.6938
370 0.5489 1061 31.65 57.67 48.40 83.09 0.6940
380 0.5405 1064 31.97 59.16 48.99 85.21 0.6943
390 0.5323 1066 32.29 60.66 49.57 87.34 0.6945

Tabla A.3.: Propiedades del aire seco a presién atmosférica (continuacién 1)
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T (°C)  p (g/w®)  cp (IfkeK) 10 (N/m2) 100 (w°/s) k- 10° (W/mK) a-106 (w®)  Pr
400 0.5244 1069 32.61 62.18 50.15 89.49 0.6948
410 0.5167 1071 32.92 63.71 50.72 91.65 0.6951
420 0.5093 1073 33.23 65.25 51.29 93.83 0.6954
430 0.5020 1076 33.54 66.80 51.86 96.02 0.6957
440 0.4950 1078 33.84 68.37 52.42 98.22 0.6961
450 0.4882 1081 34.15 69.95 52.98 100.4 0.6965
460 0.4815 1083 34.45 71.54 53.54 102.7 0.6969
470 0.4750 1085 34.75 73.15 54.09 104.9 0.6973
480 0.4687 1088 35.04 74.77 54.64 107.2 0.6977
490 0.4626 1090 35.34 76.40 55.18 109.4 0.6982
500 0.4566 1093 35.63 78.04 55.72 111.7 0.6986
550 0.4289 1104 37.07 86.44 58.37 123.3 0.7011
600 0.4043 1115 38.46 95.12 60.93 135.2 0.7037
650 0.3824 1125 39.81 104.1 63.41 147.4 0.7064
700 0.3628 1135 41.11 113.3 65.81 159.8 0.7092
750 0.3450 1145 42.39 122.8 68.12 172.5 0.7121
800 0.3290 1153 43.62 132.6 70.37 185.5 0.7149
850 0.3143 1162 44.83 142.6 72.54 198.7 0.7178
900 0.3009 1169 46.00 152.9 74.65 212.2 0.7206
950 0.2886 1177 47.15 163.4 76.70 225.8 0.7233
1000 0.2773 1184 48.26 174.1 78.68 239.8 0.7260
1100 0.2571 1196 50.42 196.1 82.48 268.2 0.7312
1200 0.2396 1207 52.48 219.0 86.09 297.6 0.7360
1400 0.2110 1226 56.35 267.1 92.81 358.8 0.7444
1600 0.1885 1241 59.92 317.9 99.08 423.6 0.7506
1800 0.1703 1253 63.22 371.3 105.10 492.5 0.7539
2000 0.1553 1264 66.30 426.9 111.10 566.2 0.7539

84

Tabla A.4.: Propiedades del aire seco a presion atmosférica (Continuacion 2)



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

A .4 Codigo Matlab

A.4. Codigo Matlab

A4d.l.

close all; clear all; clc

Diseno del separador de particulas en espiral

Altura maxima del canal
Velocidad media del flujo
Radio de curvatura deseado
Anchura maxima del canal
Logitud maxima del canal
Longitud minima del canal

Caudal

ap = 5e-6; % Diametro de la particula

mu = 8.9le—4; % Viscosidad del agua

rho = 999.97; % Densidad del agua

Cl = 0.5; %

De = 10; % Numero de Dean

Re = 110; % Numero de Reynolds

Pmax = 2.2%x101.325e3; % Presion de impulsion

H = 68e-6; % Altura del canal espiral
= 400e-6; % Anchura del canal espiral

L = 66e-3; % Longitud del canal espiral

Hmax = ap/0.07; %

uf = muxRe/ (rhoxH) ; %

R = 0.5+xHx (Re/De)"2; %

Wmax = (rho*Cl*Pmax*ap”3/ (9+pi+mu~2)); %

Imax = (Pmax*H"2/ (12xmux*uf)); %

Lmin = 3xpi*Wrmux (H) "2/ (4 rhoxClxuf*ap”3); %

Q = WxHxuf; %

fprintf ('"H: %f < %f um',H*le6,Hmax*1e6);

if H>Hmax
fprintf (' - ERROR!\n'");
else
fprintf (' - OK!\n'");
end
fprintf ('UL:
fprintf ('R:
fporintf ('W:
if W>Wmax

st m/s\n',uf);
%t mm\n',R*1e3);

$f < %f um',Wxleb6,Wmaxxleb);
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Capitulo A

fprintf (' - ERROR!\n'");
else

fprintf (' - OK!\n');
end

fprintf ('L: %f < % < %f mm',Lminxle3,Lx1le3,Lmaxx1le3);

if L>Lmax || L<Lmin
fprintf (' - ERROR!\n'");
else
fprintf (' - OK!\n');
end

fprintf ('Q: %f ulL/s\n',Qxle3x1eb);
fprintf('\n'");

t 200e-6;

b = (W+ t)/(2xpi);

% Paso 1

tmax = (2+xpi*R"2/2/L-W);

al R;

N1 = (-al+sqrt(al”2+2«bxL))/ (2xpi*b);

Rcl = ((al+2+pixNlxb)"2+b"2) 1.5/ (2+xb"2+ (al+2xpixNl*b)"2);
% Paso 2

az = sqrt(R*"2 - 2xbxL);

N2 = (-a2+sqrt (a2”2+2+b+*L))/ (2xpixb);

Rc2 = ((a2+2+pixN2+b)"2+b"2) 1.5/ (2+xb"2+ (a2+2xpixN2+b)"2);
De_ex = Re*sqrt (H/2/Rc2);

fprintf('t: %f < % um\n',txle6,tmax*1eb);
fprintf ('b: % um/rad\n',bx1leb6);
fprintf('al: %f mm\n',alxle3);

(
(
(
fprintf ('N1: %f\n',N1);
fprintf ('Rcl: % mm\n',Rclxle3);
('a2
('N2: f\n',N2);
("Rc2: %f mm\n',Rc2*1e3);
(

fprintf S mm\n',a2+x1le3);

fprintf :
fprintf

fprintf ('De_ex: %f\n',De_ex);
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79 fprintf ('\n');

80

81 plotSpiral('./LEdit/spiral/cmdspiral.tco',N2,a2,b,0,W,rin,pi,0.2);

82

83 ©0 © 0000000000000 O OO OO OTOOTOTOOTOOOTOODOTOOTOTOOTOTOOOOOTOOOTOOTOTOOOTOOO OO0 0O
84 % Diseno de la recirculacion

85 ©0 0000000 00000000000 OO0 O0O0OCO0OOO0O O OO0 OOOO0O0 OO0 OO O0O0O0OOO0O0 OO0 O0O0O0O0 OO0 0O

86

g7 VO = 200x1e-9; %ul % Volumen final deseado

88 Vi = 600xle-6; %ml % Volumen incial a analizar

g9 n = 16; % Numero de separadores en paralelo
90 Qr = nxQ; % Caudal total por los separadores
91 Qil = Q;

92 alpha = 0.2; % Ratio de recirculacion

93 RR = 0.9999; % Ratio de recuperacion

94 Ci = 100/Vi;

95

96 tl = V0/Qil;

97 Cr2max = (l-alpha)*Ci/ (1-RR);

98 tau = VO0/ (1-RR)/Qr;

99 Qi2 = (1l-alpha) *Qr;

100 t2min = Vi/Qi2;

101 t2 = t2min;

102 Cr2 = Cr2max + (Ci-Cr2max)*exp(-t2/tau);
103 N2 = Cr2+VO0;

104 RRef2 = (VOxCr2)/ ((VO + t2xQi2)*Ci);
105

St 1/ul\n',Ci*xle-9);

%f min\n',t1/60);

106 fprintf ('Ci:
107 fprintf('tl

108 fprintf ('0i2 %f ul/s\n',Qi2x1e9);

100 fprintf ('Cr2(inf): % 1/ul\n',Cr2maxxle-9);

("tau: %f min\n',tau/60)

111 fprintf('t2: [%f, %f] < %f min',t2min/60,3*xtau/60,t2/60)

112 1f ~(t2 >= t2min && t2 <= 3xtau)

110 fprintf

113 fprintf (' — ERROR!\n'");
114 else

115 fprintf (' - OK!\n'");

116 end

'Cr2: %f 1/ul\n',Cr2«le-9);
'N2: $f\n',N2);

'"RRef2: %f %$%\n',RRef2%100);
'"\n');

117 fprintf
118 fprintf

(
(
119 fprintf (
(

120 fprintf
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A.4.2. Diseiio del separador por inmunomagnetismo

close all; clear all; clc

o\°
o°
o\
o\
o\
oe
o°
o°
o\
o\
o
o
o°
o°
o\
o\

0999900929299 9090292299290029229922002922992020292022992090092920990909092Q9
© 0000000000000 0000000000000 OO0 O OO0 O0 OO0 00O OO0 0

o\°

Diseno del sistema de separacion IMS

o\
o\
o\
o\
o\
o\
o\
o\
o\
o\
o\
o\°
o\
o\
o\
o\

999999 0000900 0000009000000 000000 0000000000000 o o
0 0 0 00 0000000000000 OOOOOOOOOOO OO OOOCO0 OO OO0 OO0 OO0

muf = 8.91e-4;
rhof = 1000;

mu0 = 4xpixle-7;

o\

Viscosidad del agua

o

Densidad del agua

o°

Permeavilidad del vaio

o\

gamma = 1.4;

P2 = 1x101.325e3;
rhob = 1089;

xib = 0.170; % Permeavilidad realtiva de las particulas magneticas
MO 0.05;

Rb = 2.5e-6; %um

Coeficiente de expansion adibatico del aire

o\

Presion ambiente

o\

Densidad de las particulas magneticas

o

Magnetizacion remanente de las particulas magneticas

o°

Radio de las particulas magneticas D = 4um

o\

I = 800e-3; % mA
500e-6;
Ws = 700e-6; um
VE = 300e-9; ul
1.01+xVE/ (Hs*Ws) ;
2%101.325e3; % atm % Presion de la camara presurizada
As = HsxWs;
P2/POxVE;

Rs = sqrt (V0O/pi/Hs); % Radio de la camara presuirzada

Corriente por el electroiman

o\

T
0n
Il

um % Altura del serpentin

o\
o\

Anchura del serpentin

o\°
o\°

Volumen de liquido en el serpentin

o\

=
0]
Il

Longitud del serpentin

!
o
Il

o\

Seccion del serpentin

<
o
Il

o\

Volumen de la camara presurizada

o\

Altura del canal IMS
Anchura del canal IMS

Hc = 500e-6; % um

Wec = 50e—-6; % um
Ac = HcxWc;

o\

o\

Seccion del canal IMS

Aval = 5e-6%x200e-6; % Area de paso de la valvula presurizada
Cd = 0.4; % Coeficiente de descarga
rhog = 1.29%x2; % Densidad del aire a 2 atm

alpha = —-rhob*MO*Rb"2+mu0*I/ (9*pixmuf) ;
beta = —x1b*Rb"2+mul0*I*2/ (18*pi”2+muf) ;
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a = Wcy;

Rb;

tc = 1/ (3xalpha)* (b"3-a"3) -
beta/2/alpha”2* (b"2-a”~2) + beta”2/alpha”3*(b-a) -
beta”3/alpha”4+log((alphaxb+beta)/ (alpha*a+beta)) ;

o
Il

beta_val = sqrt (Aval/As);
beta_c = sqrt (Ac/As);
beta_rr = 0.05;

Arr = Asxbeta_rr”"2;

Wrr = Arr/100e-6;

K1 = rhog/2+* (sqgrt (1-beta_val”4)/Cd/Aval) ™2 +...
rhof/2x* (sqrt (1-beta_c”™4) /Cd/Ac) "2 +
rhof/2« (sqrt (1-beta_rr~4) /Cd/Arr)"2;

Omax = (—-12*muf/Hs"2+sqgrt ((12+muf/Hs"2)"2+4xK1l* (As/Ls)" 2% (P0-P2))) ...

/ (2xK1lxAs/Ls) ;

Lc = Qmax/Acx*tc;

fprintf ('alpha: % um”3/s\n',alphaxlel8);

fprintf ('beta: % um”4/s\n',betaxle2d);

fprintf ('V0: %f ul\n',V0x1le9);

fprintf('Le: %f mm\n',Lcxle3);

fprintf('Ls: %f mm\n',Lsx1le3);

fprintf ('Rs: %f mm\n',Rsxle3);

fprintf ('Rincl: %f mm\n', (sqrt (200e-9/Hs/pi)) *x1e3);
fprintf ('Rdes: %f mm\n', (sqrt (400e-9/Hs/pi)) x1le3);
fprintf ('Rinc2: % mm\n', (sqgrt (50e-9/Hs/pi)) *x1le3);
fprintf ('OQmax: %f ulL/min\n',Qmaxx1le3+1e6%60) ;
fprintf ('T total: %f min\n',Vf/Qmax/60);

fprintf ('"Wrr: %f um\n',Wrr+leb);

figure (1) ;
plotChamber ('./LEdit/analisis/cmdcam.tco',Ls,Ws,200e-6,Rs)
figure (2);

plotMixer ('./LEdit/analisis/cmdmix.tco',400e-6,200e-3,200e-6,12e-3);

o o
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A.4.3. Exportacion de la geometria completa de una camara

presurizada a L-Edit

function plotChamber (filename, L, W, t,Rs)
% Calculo completo de la camara presurizada

cx = 2*W + 2#*t;

a = max (roots([2 cx —-L*cx]));
R = 0.5% (t+W);

N = ceil(L/ (2«a+2*pi*R));

Nop = 30;

Nopl = round (Nop/2);
Nop2 = Nop - Nopl;

op = zeros (2+Nop, 2);

op(l,:) = [0 0];

op(end,:) = [2%(t+W) O0];

opext = zeros (2+Nop,2);

opext (1,:) = [-W/2 0];

opext (end, :) = [2x (t+W)-W/2 0];
opint = zeros (2+Nop, 2);
opint(1,:) = [W/2 0];

opint (end, :) = [2x (t+W)+W/2 0];

for 1 = 1:Nopl
theta = pix (1-(i-1)/ (Nopl-1));

op(i+1l,:) = [R+Rxcos(theta) a/2+Rxsin(theta)];
opext (i+1,:) = [R+(R+W/2)*cos (theta) a/2+ (R+W/2)*sin(theta)];
opint (i+1,:) = [R+(R-W/2)*cos (theta) a/2+(R-W/2)=*sin(theta)];

end
for 1 = 1:Nop2
theta = pi* (1+(i-1)/ (Nop2-1));

op (1+Nopl+1l,:) = [3*R+Rxcos(theta) —-a/2+Rxsin(theta)];
opext (i+Nopl+1l,:) = [3*R+(R-W/2)=xcos(theta) -a/2+(R-W/2)xsin(theta)];
opint (i+Nopl+1l,:) = [3*R+(R+W/2)xcos(theta) -a/2+ (R+W/2)*sin(theta)];
end
nop = size(op,1);
ops = zeros (Nop+N*nop, 2) ;
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opse
opsi

for

end

for

end

for

end

ops

N =

opsp
for

end

% Es
file
fpri
fpri

for

end

xt = zeros (Nop+N*nop, 2) ;

nt = zeros (Nop+N*nop, 2) ;

i=1:N

org = [2% (t+W) = (i-1) 01;

ops ( (Nopl+ (i—-1) *nop+l) : (Nopl+i*nop), :) op
opsext ( (Nopl+ (i-1) *nop+1l) : (Nopl+i*nop),:) =
opsint ( (Nopl+ (i-1) *nop+1) : (Nopl+ixnop),:) =
i = 1:Nopl+l

theta = 3xpi/2 + pi/2x(i-1)/Nopl;

ops (i, :) = [-R+tR*cos(theta) R+Rxsin(theta)];

opsext (i,:) =
[-R+ (R-W/2)
opsint (i, :) =
[-R+ (R+W/2)
i = 1l:Nop2+1l
theta = pi - pi/2x(i-1) /Nop2;
ops (Nopl+Nxnop+i-1, :)
opsext (Nopl+N*nop+i-1,:) =

[N*2* (£t+W) +R+ (R+W/2) xcos (theta)
opsint (Nopl+N+nop+i-1,:) =

[N*2* (£t+W) +R+ (R-W/2) xcos (theta) —-R+ (R-W/2)*sin(theta)];

= [-R-2xW 0;ops;ops(end, :)+[R+2xW 0]];

1000;
oly = zeros(N,2);
i = 1:N

theta = 2+pi* (i-1)/(N-1);

opspoly (i, :) = [Rsxcos (theta)-3xW-Rs Rsxsin(theta)];

cribe los comandos al archivo

= fopen(filename, 'w');

ntf(file, ['width ' num2str (round (Wxleb6))

ntf (file, 'path -! ");

i = l:size(ops,1)

"\n'l);

fprintf (file, [num2str (round(ops (i, 1) x1leb6))

num2str (round (ops (i,2) x1eb))

"1

+ repmat (org, [nop 1]);

opext + repmat (org, [nop 1]);
opint + repmat (org, [nop 11);

*cos (theta) R+ (R-W/2)*sin(theta)];

*cos (theta) R+ (R+W/2)*sin(theta)];

[N*x2x (£t+W) +R+R*cos (theta)

-R+ (R+W/2) »sin (theta) ];

)

-R+R*xsin (theta) ];
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81 fprintf (file, '\n');

g2 fprintf(file, 'polygon -! ');

83 for i1 = l:size(opspoly,1)

84 fprintf (file, [num2str (round (opspoly (i, 1) xle6)) ' '
85 num2str (round (opspoly (i,2)*1le6)) ' '1);

86 end

g7 fclose (file);

88

89 % PLOT

90 plot(le3xops(:,1),le3xops(:,2),'b", ...

91 le3xopsext (:,1),le3xopsext(:,2),'c", ...
92 le3*opsint (:,1),1le3%opsint (:,2),'x");
93 hold on;

94 plot (le3xopspoly(:,1),le3xopspoly(:,2),'b");
95 hold off;

9¢ title('Camara presurizada')

97 xlabel ('mm'");

98 ylabel ('mm');

99 axis equal;

100 grid

101

102 end

A.4.4. Exportacion de la geometria de una separador espiral a
L-Edit

1 function plotChamber (filename,L,W,t,Rs)
3 % Calculo completo de la camara presurizada

5 CxX = 2+«W + 2+t;

max (roots([2 cx —-Lx*cx]));

)
@
Il

8 R = 0.5x(t+W);
ceil (L/ (2xa+2xpi*R));

©
2
Il

10
11 Nop = 30;

12 Nopl = round (Nop/2);
13 Nop2 = Nop - Nopl;

14
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op =
op (1
op (e
opex
opex
opex
opin
opin
opin

for

end

for

end

nop
ops
opse
opsi

for

end

for

end

for

zeros (2+Nop, 2) ;

;) = [0 0];

nd, :) = [2x(t+W) 0];

t = zeros (2+Nop, 2);

t(l,:) = [-W/2 01;

t(end, :) = [2x(t+W)-W/2 0];

t = zeros (2+Nop, 2);

t(l,:) = [W/2 0];

t(end,:) = [2* (Lt+W)+W/2 0];

i = 1:Nopl

theta = pi* (1-(i-1)/ (Nopl-1));

op(i+l,:) = [R+R*cos (theta) a/2+R*sin(theta)];
opext (i+1,:) = [R+(R+W/2) *cos (theta) a/2+(R+W/2)*sin(theta)];

opint (i+1, :) [R+ (R-W/2) xcos (theta) a/2+ (R-W/2)xsin(theta)];

i = 1l:Nop2

theta = pi* (1+(i-1)/ (Nop2-1));

op (1+Nopl+1l,:) = [3xR+Rxcos(theta) —-a/2+Rxsin(theta)];

opext (i+Nopl+1l, :) = [3xR+(R-W/2)+cos (theta) -a/2+(R-W/2)xsin(theta)];
opint (i+Nopl+1l,:) = [3*R+(R+W/2)+cos (theta) -a/2+ (R+W/2)*sin (theta)];

= size(op,1);

zeros (Nop+N+*nop, 2) ;

xt = zeros (Nop+N*nop, 2) ;

nt = zeros (Nop+N*nop,2);

i = 1:N

org = [2% (t+W) = (i-1) 01;

ops ( (Nopl+ (i-1) *nop+l) : (Nopl+ixnop),:) = op + repmat (org, [nop 11);

opsext ( (Nopl+ (i-1) xnop+l) : (Nopl+i*nop), :) opext + repmat (org, [nop

opsint ((Nopl+ (i-1) »nop+1) : (Nopl+i*nop), :) = opint + repmat (org, [nop

i = 1l:Nopl+l
theta = 3%pi/2 + pi/2%(i-1)/Nopl;
ops (i, :) = [-R+tR*cos(theta) R+Rxsin(theta)];

opsext (i,

)
[-R+ (R-W/2) xcos (theta) R+ (R-W/2)*sin(theta)];
opsint (i,:) =
[-R+ (R+W/2) xcos (theta) R+ (R+W/2) *sin(theta)];

i = 1:Nop2+1
theta = pi - pi/2x(i-1) /Nop2;

93



57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

Capitulo A

Apéndice

ops (Nopl+Nxnop+i-1,:) = [Nx2x (t+W)+R+R*cos (theta)

opsext (Nopl+N*nop+i-1,:) =

-R+R*sin (theta) ];

[N*2* (t+W) +R+ (R+W/2) xcos (theta) —-R+ (R+W/2)*sin (theta)];

opsint (Nopl+N+xnop+i-1,:) =

[Nx2* (t+W) +R+ (R-W/2) xcos (theta) —-R+(R-W/2)*sin(theta)];

end

ops = [-R-2xW 0;ops;ops(end, :)+[R+2«W 0]11;

N = 1000;
opspoly = zeros(N,2);
for i = 1:N
theta = 2xpi* (i-1)/(N-1);

opspoly (i, :) = [Rsxcos(theta)-3«W-Rs Rs*sin(theta)];

end

% Escribe los comandos al archivo

file = fopen(filename, 'w');

fprintf (file, ['width ' num2str (round(W+le6)) '\n'l);

fprintf (file, "path ! ");
for 1 = 1l:size(ops,1)
fprintf (file, [num2str (round (ops (i, 1) *x1le6)) " '
num2str (round (ops (i, 2) x1le6)) " '1);
end
fprintf (file, '\n');
fprintf (file, "'polygon —-! ");
for i = l:size(opspoly,1)
fprintf (file, [num2str (round (opspoly (i, 1) x1le6))
num2str (round (opspoly(i,2)xle6)) ' '1);
end
fclose (file);

$ PLOT

plot (le3xops(:,1),le3%ops(:,2),'b", ...
le3*opsext (:,1),1le3*opsext (:,2),'c", ...
le3*opsint (:,1),1le3%opsint (:,2),'xc");

hold on;

plot (le3*opspoly(:,1),le3xopspoly(:,2),'b");

hold off;

title('Camara presurizada')

xlabel ('mm') ;

ylabel ('mm');
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axis equal;

grid

end

A.4.5. Exportacion de la geometria de un mezclador a L-Edit

function plotMixer (filename,W,L,t,a)
SPLOTMIXER Summary of this function goes here

[o)

% Detailed explanation goes here

R = 0.5%(t+W);
N = ceil(L/ (2«a+2%pix*R));

Nop = 30;
Nopl = round (Nop/2);

Nop2 = Nop - Nopl;

op = zeros (2+Nop, 2);

op(l,:) = [0 0];

op(end, :) = [2%(t+W) O0];

opext = zeros (2+Nop,2);

opext (1,:) = [-W/2 0];

opext (end, :) = [2* (t+W)-W/2 0];
opint = zeros (2+Nop,2);

opint (1,:) = [W/2 0];

opint (end, :) = [2% (t+W)+W/2 0];

for 1 = 1:Nopl
theta = pi* (1-(i-1)/ (Nopl-1));
op(i+1, :) [R+R*cos (theta) a/2+R*sin(theta)];

opext (i+1l,:) = .
[R+ (R+W/2) rcos (theta) a/2+ (R+W/2)*sin(theta)];
opint (i+1l,:) =
[R+ (R-W/2) xcos (theta) a/2+ (R-W/2)*sin(theta)];
end
for i = 1:Nop2
theta = pix (1+(i-1)/ (Nop2-1));

op (i+Nopl+1l,:) = [3*R+R*cos (theta) —-a/2+R*sin(theta)];

opext (i+Nopl+l,:) = .
[3xR+ (R-W/2) xcos (theta) -a/2+ (R-W/2) xsin(theta)];
opint (i+Nopl+1, :)
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end

nop
ops

opse
opsi

for

end

for

end

for

end

ops

% Es
file
fpri
fpri

for

end
fclo

% PL
plot

96

[3%xR+ (R+W/2) xcos (theta) —-a/2+ (R+W/2) *sin(theta)];

= size(op,1);

= zeros (Nop+N=xnop, 2) ;

xt = zeros (Nop+Nxnop, 2) ;
nt
i =1:N

org = [2* (t+W)*(1i-1) 0];

zeros (Nop+N«nop, 2) ;

ops ( (Nopl+ (i-1) *nop+1l) : (Nopl+i*nop), :)

opsext ((Nopl+ (i-1) *xnop+1) : (Nopl+i*nop),
opsint ( (Nopl+ (i-1) *xnop+1) : (Nopl+i*nop),

i = 1:Nopl+l
theta = 3%pi/2 + pi/2%(i-1) /Nopl;

1) =
)

+ repmat (org, [nop 11);
opext + repmat (org, [nop 1]);
opint + repmat (org, [nop 11);

ops (i, :) = [-R+Rxcos (theta) R+R*sin(theta)];
opsext (i,:) = [-R+(R-W/2)*cos (theta) R+(R-W/2)+*sin(theta)l;
opsint (i, :) = [-R+(R+W/2)*cos (theta) R+ (R+W/2) *sin (theta)];

i = 1:Nop2+1
theta = pi - pi/2+(i-1)/Nop2;

ops (Nopl+Nxnop+i-1,:) = [Nx2x (t+W)+R+Rxcos (theta) —-R+Rxsin(theta)];

opsext (Nopl+N*nop+i-1,:) =

[N*2* (t+W) +R+ (R+W/2) xcos (theta) —-R+ (R+W/2)*sin (theta)];

opsint (Nopl+N*nop+i-1,:) =

[N*2* (t+W) +R+ (R-W/2) xcos (theta) —-R+ (R-W/2)*sin (theta)];

= [-R-3xW 0;ops;ops(end, :)+[R+2xW 0]1];

cribe los comandos al archivo

= fopen(filename, 'w');

ntf(file, ['width ' num2str (round (Wx1le6))
ntf(file, 'path -! ");
i = 1l:size(ops,1)

fprintf (file, [num2str (round(ops (i, 1) x1leb))

num2str (round(ops (i, 2)*1e6)) " '1);

se(file);

oT
(le3*ops(:,1),1le3%xo0ps(:,2),'b", ...

"\n'l);
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le3xopsext (:,1),le3*opsext (:,2),'r",

le3xopsint (:,1),1le3*opsint (:,2),'xc");

title('Mezclador')
xlabel ('mm"') ;
ylabel ('mm'") ;

axis equal;

grid

end
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C. Parvum  Cryptosporidium Parvum

Cryptos Cryptosporidium

Cryptos Cryptosporidium

EPA Acuerdo de Asociacion Econémica
IMS InmunoMagnetic Separation

IMS Separacion Inmunomagnética

PBS Phosphate Buffered Saline

QCM Quartz crystal microbalance

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana

105



