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RESUMEN

El presente trabajo final de master tiene como objetivo el disefio, fabricacién y evaluacién de un
dispositivo para la clasificacion de C. elegans. Para ello se aborda el concepto de microfluidica,
el cual es necesario para llevar a cabo la clasificacion mediante microcanales. Dichos dispositivos
conocidos como lab on a chip (LOC), integran varias funciones en un espacio muy pequefio, y su
uso cada vez es mas extendido en campos tales como el estudio y manipulacién de células o
ADN, debido al gran nimero de ventajas que proporcionan como la facilidad de uso vy
manipulacién, ademds de permitir andlisis mds rapidos, logrando avances los cuales no hubieran
sido posibles sin la ayuda de estos dispositivos y la microfluidica.

Se parte desde un estudio inicial de las diferentes opciones existentes, y en base a ello se han
propuesto diferentes soluciones. Dichas soluciones se han evaluado tanto en simulacién como
en prueba experimental con el fin de verificar su correcto funcionamiento y si cumplen con los
objetivos establecidos. El estudio se ha realizado con herramientas de simulacién como por
ejemplo Ansys. A parte del disefo, dicho proyecto también aborda la fabricacién y puesta en
funcionamiento de un dispositivo, seleccionando los sistemas de bombeo necesarios para su
funcionamiento. Finalmente han analizado los diferentes resultados obtenidos.

Palabras Clave: Microdispositivos, Microfluidica, Lab on a Chip, C. elegans, Vision Artificial,
Automatizacién, Control.
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RESUM

El present treball final de master té com a objectiu el disseny, fabricacié i avaluacié d'un
dispositiu per a la classificacié de C. elegans. Per a aix0 s'aborda el concepte de microfluidica, el
qual és necessari per a dur a terme la classificacid per mitja de microcanals. Dites dispositives
coneguts com lab on a xip (LOC) , integren diverses funcions en un espai molt xicotet, i el seu Us
cada vegada és més estés en camps com ara l'estudi i manipulacié de cel-lules o ADN, a causa
del gran nombre d'avantatges que proporcionen com la facilitat d'Us i manipulacid, a més de
permetre analisi més rapids, aconseguint avancos els quals no hagueren sigut possibles sense
I'ajuda d'estos dispositius i la microfluidica.

Es partix des d'un estudi inicial de les diferents opcions existents, i basant-se en aixo s'han
proposat diferents solucions. Les dites solucions s'han avaluat tant en simulacié com en prova
experimental a fi de verificar el seu funcionament correcte i si complixen amb els objectius
establits. L'estudi s'ha realitzat amb ferramentes de simulacié com per exemple Ansys. A part
del disseny, el dit projecte també aborda la fabricacié i posada en funcionament d'un dispositiu,
seleccionant els sistemes de bombament necessaris per al seu funcionament. Finalment han
analitzat els diferents resultats obtinguts

Paraules clau: Microdispositius, Microfluidica, Lab on a Chip, C. elegans, Visid Artificial,
Automatitzacié, Control.
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ABSTRACT

The objective of the present final work is the design, manufacture and evaluation of a device for
the classification of C. elegans. For this purpose, the concept of microfluidics is addressed, which
is necessary to carry out the classification by means of microchannels. These devices known as
lab on a chip (LOC), integrate several functions in a very small space, and its use is increasingly
widespread in fields such as the study and manipulation of cells or DNA, due to the large number
of advantages they provide such as the ease of use and manipulation. In addition they allow
faster analysis, achieving advances which would not have been possible without the help of
these devices and the microfluidic.

The starting point is an initial study of the different existing options, and based on this different
solutions have been proposed. These solutions have been evaluated both in simulation and in
experimental testing in order to evaluate their correct operation and whether they meet the
established objectives. The study was carried out using simulation tools such as Ansys. Apart
from the design, this project also deals with the manufacture and commissioning of the device,
selecting the pumping systems necessary for its operation. Finally, the different results have
been analysed.

Keywords: Microdevices, Microfluidics, Lab on a Chip, C. elegans, Machine Vision, Automation,
Control.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. INTRODUCCION Y OBJETO DEL PROYECTO

Hoy en dia debido al constante desarrollo de la biotecnologia, es de vital importancia la
capacidad de controlar los diferentes experimentos que se realizan sobre animales en areas
tales como la medicina, la alimentacidn y la cosmética. Dichos experimentos permiten evaluar
infinidad de sustancias con propiedades terapéuticas y/o saludables.

Los C. elegans son ampliamente usados en el estudio de diversos campos tales como la
neurociencia o para evaluar el efecto de medicamentos, gracias en parte a su simple sistema
nervioso y a que su genoma esta secuenciado. Ademads, poseen genes homologos a los humanos,
lo cual permite el estudio de enfermedades degenerativas cuyos resultados en C. elegans
pueden extrapolarse a los humanos.

Los experimentos llevados a cabo con C. elegans requieren de personal experto en la
manipulacion e inspeccidn de estos pequefios nematodos. Dicho trabajo manual es enorme, ya
que cada experimento requiere de cientos de C. elegans que deben ser manipulados y
monitorizados a diario. Debido a ello, surge la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias de
automatizacidon para manipular y monitorizar C. elegans en experimentos tan diversos como
longevidad (lifespan), crecimiento, ensayo energizante, ensayo de estrés oxidativo agudo, etc.

El presente trabajo se ha desarrollado dentro del contexto del proyecto de investigacién CRIBA
(UPV-LaFe), cuyo objetivo es disefiar, desarrollar y evaluar nuevos dispositivos capaces de
dosificar y separar automaticamente diferentes cepas de C. elegans in vivo.

Concretamente, en el presente documento se propone el disefio de un microdispositivo (Lab on
a Chip) para la clasificacion de C. elegans en base a la existencia de fluorescencia o no. El uso de
este sistema frente a la manipulacién manual, permite la reduccidn de tiempos aumentando el
rendimiento y la evita la necesidad de personal con amplia experiencia, lo cual también reduce
la posibilidad de errores y la variabilidad en los resultados.

Se ha tratado de disefiar un dispositivo de reducido tamafio, de bajo coste y facil de usar, con el
fin de facilitar la clasificacion de C. elegans durante las fases preparatorias de los ensayos. Cabe
destacar que en el mercado ya existe un sistema (sistema COPAS) que permite clasificar, sin
embargo, su coste es muy elevado para la mayoria de laboratorios que actualmente estan
investigando con estos nematodos.
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1.2. ALCANCE DEL PROYECTO

El alcance del proyecto abarca desde el disefio del propio dispositivo hasta la programacién del
sistema, ademas de las diferentes pruebas y el analisis de los resultados con el fin de valorar el
rendimiento y determinar si el funcionamiento es correcto o no.

Cabe destacar que previamente al inicio del proyecto se hizo una investigacion de los diferentes
estudios y sistemas existentes para este propésito, lo cual fue necesario para tener un punto de
partida y para valorar qué solucién llevar a cabo para el propdsito del proyecto. Mencionar que
se probaran diferentes disefios en simulaciéon antes de imprimir el dispositivo, con el fin de
determinar cual se comporta mejor tal y como se comentara mas adelante.

Por ultimo, en el apartado planos, podran verse los diferentes planos de los disefios destacables,
los cuales si proporcionaron resultados adecuados en simulacién, ademas del plano con el
esquema de la interconexion entre los diferentes dispositivos electrénicos necesarios para el
funcionamiento del dispositivo.
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CAPITULO 2. ESTADO DEL ARTE

2.1. ANTECEDENTES DE MANIPULACION Y MONITORIZACION DE C. ELEGANS

Actualmente, se estan aplicando tecnologias automadticas de micromanipulaciéon vy
microinspeccién en diversos sectores como la microfabricacién [1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] [8] [9].
Sin embargo, el desarrollo de nuevas tecnologias de automatizacién en ensayos con C. elegans
ha empezado a explorarse con gran interés.

Algunos trabajos de investigacién realizados para intentar automatizar los procesos de
monitorizacién de los C. elegans, son los descritos en [10] [11] y [12]. Ademds, en los ultimos
anos, estan surgiendo alternativas que plantean métodos que discrepan acerca del cultivo de
nematodos, como son el uso de micro canales controlados por microfluidos, descritos en las
referencias 13 y 14.

2.2. CONCEPTO DE LAB ON A CHIP

Los Lab on a chip (LOC), son dispositivos que integran procesos como muestreo, tratamiento,
detecciéon y andlisis dentro de un dispositivo diminuto, con dimensiones que van desde unos
pocos milimetros hasta centimetros [15]. Esto implica un menor consumo de materiales, por lo
que reduce el coste ademas de disminuir el tiempo necesario y permitir su facil transporte.

A continuacion (figura 1), puede verse un ejemplo de LOC, el cual integra varios procesos:
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B C. elegans K<( s .
Imaging \(K L 4 Immobilization
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Figura 1: Ejemplo de chip para C. elegans. Fuente [16]
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Dado su pequefio tamafio, es relevante el concepto de la microfluidica, de la cual se hablara con
mayor detalle en el siguiente apartado. En cuanto a sus ventajas, tienen un bajo coste y
presentan una alta facilidad de uso. Permiten realizar andlisis en menos tiempo y su pequefo
tamanio facilita el traslado. Por otro lado, permite la automatizacion del proceso permitiendo
reducir tiempos y posibles errores.

Debido a su versatilidad y al gran ndmero de ventajas que proporcionan, su uso se ha
incrementado, siendo utilizado en campos tales como:

-Investigacion con ADN
-Microreactores

-Andlisis y diagnéstico. En este campo se estd tratado de desarrollar pequefios
dispositivos que permitan diagnosticar enfermedades infecciosas rapidamente con
pocos recursos [17].

-Cultivo, estudio y manipulaciéon de células.

Este ultimo campo resulta de especial importancia para el presente proyecto. De hecho, existen
muchas investigaciones recientes en las que se utilizan estos dispositivos junto a la microfluidica
para la cria, manejo y estudio de C. elegans. En este caso, el uso de estos dispositivos evita el
riesgo de dafar el animal, ademds de que ya no es necesario el uso de mano de obra
especializada frente a técnicas de manipulacién manual.

La manipulacidn tradicional de C. elegans implica el uso de técnicas donde el rendimiento es
bajo corriéndose un alto riesgo de danar al animal, ademads de necesitar personal con amplia
experiencia, aspectos que son corregidos mediante el uso de dispositivos LOC.

Por ultimo, en cuanto a inconvenientes, destaca la existencia fuerzas capilares. Ademas, se trata
de tecnologia todavia en desarrollo. Por otro lado, en algunos casos su fabricaciéon puede
complicarse si incluyen pequefias valvulas, o se trata de sistemas multicapa, ademas de la
necesidad del uso de equipos externos como sistemas de bombeo [15] [18].

2.3. CONCEPTO DE MICROFLUIDICA

La microfluidica es la disciplina que se encarga del estudio de los fluidos a pequeia escala. Al
reducir tamafo, el comportamiento del fluido cambia debido a la pequeia escala. En este caso
de acuerdo con Gonzalez F. [19], las fuerzas de la gravedad e inercia dejan de ser dominantes,
pasando a ser predominantes factores como la tensidn superficial o la viscosidad.

Al poner al fluido en movimiento, existe una resistencia al esfuerzo aplicado, esta resistencia se
conoce como viscosidad (u) (también nombrada dinamica para diferenciarla de la cinematica).
Considérese el caso practico de dos placas entre las cuales se encuentra un fluido siendo una de
ellas fija (figura 2), de acuerdo con [20] [21], al aplicar una fuerza sobre la placa movil, debido a
la condicion de adherencia, el fluido en contacto con la capa superior se movera a la velocidad
de esta, mientras que el fluido en contacto con la placa fija permanecera en reposo. Esto provoca
que se genere un gradiente de velocidades, siendo este proporcional al esfuerzo cortante
aplicado:
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Figura 2: Relacién Esfuerzo cortante-Gradiente de velocidades. Elaboracién propia.
F
T=7 (ec.1)
Donde F es la fuerza aplicada y A el area donde se aplica. En cambio, si introducimos la
viscosidad, la anterior expresion (ec. 1) se puede reescribir en funcidn de la velocidad (v) y la
distancia entre placas (h):

v
T:M'E (ec.2)

De la ecuacién anterior (ec.2) obtenemos la viscosidad (i) mediante:

T
H="70

()

Otro parametro importante que permite determinar el tipo de flujo, es el nUmero de Reynolds.

Dicho parametro relaciona las fuerzas de inercia y las fuerzas viscosas en un fluido. Se calcula a
partir de la densidad (p), el didmetro (d), la velocidad (v) y la viscosidad (u) mediante:

(ec.3)

-d-v
Re=p

(ec.4)

En funcidn del numero de Reynolds podemos caracterizar el flujo de modo que:

Re<2000 Flujo Laminar

2000<Re<4000 Flujo Transicion

Re>4000 Flujo Turbulento

Tabla 1 Tipo de flujo en funcién del nimero de Reynolds

Para aquellos casos en los que la seccidon no sea cilindrica, el diametro se sustituye por el
didmetro hidraulico (Dn):

4-A
Dh=

(ec.5)
Pwet

Donde A es la seccidn trasversal y Pwet es el perimetro mojado.
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En el caso que se esta tratando debido al caracter del flujo y a las reducidas dimensiones de
canal, el nimero de Reynolds sera menor a 2000, luego se tratara de flujo laminar como mas
adelante se mostrard. De hecho, en muchos casos el nimero de Reynolds llega a ser inferior a
100 [22].

Otro fendmeno que pasa a ser importante es la difusidn, mediante la cual, las particulas pasan
de zonas de alta concentracién a otras con menos concentracion [23]. A continuacion, se
muestra la ecuacién que modela este fenémeno en una dimension:

Li=V2:-D-t (ec.6)
Donde L4 es la distancia de difusidn, D la constante de difusidén y t el tiempo.

Para determinar la relacion entre el transporte por difusién o conveccién existe el nimero de
Péclet:

P, = i (ec.7)

Donde L es la longitud caracteristica, D la constante de difusidon y v la velocidad. Puesto que
normalmente los sistemas microfluidicos presentan pequefias longitudes (del orden de micras),
el nimero de Péclet suele ser menor a 1, por lo que en estos casos predomina la difusion.

Por otro, destacan los fenédmenos de tensidén superficial y la capilaridad importantes en la
microfluidica, tal y como se ha comentado anteriormente. El primero ocurre debido a las fuerzas
de cohesién entre las moléculas del fluido, siendo dicha tensidn la energia necesaria para
aumentar la superficie del fluido por unidad de area [24] [25]. La capilaridad ocurre como
consecuencia de tensidn superficial, mediante la cual un fluido puede subir o bajar por un tubo.
Subiran aquellos fluidos que mojen el tubo (como el agua), y bajaran por el tubo aquellos que
no lo logren. Este fendmeno pasa a ser importante en tubos verticales con didmetros menores
a 10 mm [25].

Por ultimo, otro pardmetro adimensional destacable es el nimero Knudsen. Dicho parametro
relaciona la longitud de camino libre promedio molecular y una escala de longitud fisica
representativa [26] [27]. De este modo permite determinar el cambio de comportamiento de
los flujos al pasar del medio continuo al estado molecular, por lo que indica la validez de suponer
continuidad:

K—A— kB'T
"L V2-m-o2-P-L

Donde A es el camino medio libre molecular, L la longitud caracteristica (Longitud del canal o

(ec.8)

didmetro segun el caso), ks la Constante de Boltzman (1,3806488 - 10723 J/K), T la temperatura
(K), o el didametro (m) y P la presién (Pa).

De acuerdo con [27] [28], en funcién del nimero Knudsen, se deberd hacer un planteamiento
distinto del problema a tratar, aplicando diferentes hipdtesis y ecuaciones a cada caso, de este
modo existen los siguientes casos:
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Valida la hipdtesis de flujo continuo y andlisis mediante
Kn<0.01 Navier-Stokes con la condicién de no deslizamiento (no-
slip boundary.

Régimen Slip Flow: andlisis mediante Navier-Stokes y con
la condicién de deslizamiento.

0.01<Kn<0.1

Régimen de Transicidn: a partir de Kn=0.1 la hipdtesis de
0.1<Kn<10 flujo continuo y el analisis mediante Navier-Stokes
comienza a no ser valido.

Régimen libre Molecular: la hipdtesis de flujo continuo y
Kn>10 analisis mediante Navier-Stokes deja de ser valida por
completo.

Tabla 2 Casos de analisis en funcion del nimero Knudsen

Para agua, el cual es un fluido muy similar al que se utilizara en la practica (M9 buffer), una
buena aproximacion es tomar A=0.31 nm de acuerdo con [29]. De este modo aquellos casos con
longitud caracteristica mayor a 300nm cumplen sin problema que Kn<0.01. En el caso del
presente trabajo, dicha condicién se cumple perfectamente, luego es valida la condicién de no
deslizamiento junto con las ecuaciones de Navier-Stokes para el estudio y simulacién del
dispositivo.

La forma de llevar a cabo el estudio de forma tedrica, es mediante las ecuaciones de Navier-
Stokes. A partir de la ley de conservacion de la masa y la segunda ley de Newton se obtienen las
ecuaciones de Navier-Stokes [30] [31], las cuales pueden verse a continuacién en notacién
vectorial para un flujo incompresible y viscoso:

(au"+ V)— P oy + f (ec.9)
Pl T V)= —g - ubutf (ec

V-u=0 (ec.10)
Donde:

- V es el operador gradiente, siendo este:

V_(c’) d c’)) (ec. 1)
~ \ox’ 0y’ oz ec

-7, el operador laplaciano:
A=V-V (ec.12)
-f. el termino referido a la fuerza externa, f, = (ﬁgx, ﬁgy,fsz) .
Para el caso de viscosidad (W) nula, se llega a las ecuaciones de Euler [32].

Actualmente existe solucion solo para unos cuantos casos. Un ejemplo de ello, es el caso de flujo
laminar estacionario a través de una tuberia (Ley de Poiseuille) [33], mediante la cual la
velocidad es maxima en el centro y nula en las paredes. Dicha ley es muy importante en el campo
de la hemodinamica (ec. 13):
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Q= 8 1L ec.

Donde p es la viscosidad, L la longitud a lo largo del conducto, R el radio y AP la diferencia de
presion en los extremos.

Se adoptan como hipédtesis para la resolucion mediante programas CFD, la condicidon de no
deslizamiento (velocidad del fluido en la pared nula), y flujo continuo de acuerdo con las
hipétesis sobre el nimero de Knudsen.

Una vez descritos los diferentes parametros y conceptos destacables para la microfluidica,
resulta interesante mencionar las diferentes ventajas que proporciona el uso de la microfluidica.
De acuerdo con San Miguel A et al [34], la microfluidica nos proporciona una serie de ventajas
tales como un bajo niumero de Reynolds, lo cual permite que el flujo sea laminar, por lo que el
flujo es facilmente controlable y predecible. Por otro lado, al utilizar pequefios dispositivos, la
relacidn area volumen es elevada, lo que permite una rdpida transferencia de calor y masa,
siendo esta muy eficiente. Ademas, el volumen de liquido necesario es menor, lo cual permite
reducir el coste.

2.4. C. ELEGANS

El Caenorhabditis elegans (C. elegans) es una especie de nematodo, no peligroso y no parasito
que suele habitar en zonas templadas y humedas [35]. Tal y como se ha mencionado en la
introduccion, los C. elegans son muy utilizados en investigacion, siendo empleados en campos
tales como el estudio de enfermedades degenerativas, pruebas de farmacos o alimentacion [36]
[37].

Figura 3: Caenorhabditis elegans (C. elegans) Adulto. Fuente [38]

Desde su establecimiento en la década de 1960 como organismo modelo por Sydney Brenner
[39], su uso ha crecido considerablemente llegando a desbancar en algunos casos a otros como
la mosca del vinagre o los ratones tal y como se indica en [38], debido en parte a su gran
simplicidad y al gran nimero de ventajas que proporciona, tales como su transparencia o que
poseen uno de los sistemas nerviosos mas simples, ademds de estar completamente
caracterizado. Cabe mencionar que, debido a su rapido ciclo de vida, de entre 2 y 3 semanas
[35], permite obtener resultados con mayor rapidez ya que los efectos aparecen antes que en
otros sujetos de estudio.

De acuerdo con Bakhtina et al [16], pueden llegar a tener una longitud de hasta entre 1y 1.2
mm y un ancho de 80 um en fase adulta. Su cuerpo es transparente y se alimentan
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principalmente de la bacteria Escherichia coli (E. coli). Se trata de un organismo hermafrodita,
aungque existe un pequefio porcentaje de individuos masculinos.

A lo largo de su ciclo de vida pasan por cuatros fases larvales (L1-L4) antes de llegar a la fase
adulta. A continuacién (figura 4), puede verse la transicién entre las diferentes etapas junto con
el tiempo de duracion de cada una de ellas, siendo el tiempo total de este proceso de dos a tres
semanas:

Adult (1110-1150 um)

/ (capable of egg laying)
W

n urem devedopmem
aid at Gastrula

eggs
> mately 30-ce

Young adult Fret cleavad
st cieavage ( app
Comma

(900-940 pm)
@ e -/ )
ay 1.5-fold
L4 (620-650 um) ‘/(9
Vi %,
%
%

2
w’

L3 (490-510 um) \ ' Selold /
/-‘ (L1 amest) : )
A_/ Predauer (L2d) arrest if no food A

ataevalicn L1 (250 um) /
’ L2 (360-380 pum) gh temp l S i 7

/\_/s.\\/

©WormAtlas

Figura 4: Ciclo de vida de los C. elegans. Fuente [40]

Observando la imagen, destaca que a partir de la fase L1, pueden tomar dos caminos diferentes
en funcién del entorno [41]. En el caso de abundancia de alimentos y reducida densidad de
poblacién, los gusanos L1 contintan a la fase L2. Sin embargo, en el caso de escasez de alimentos
y exceso de poblacién, entran en una fase alternativa conocida como “dauer” o de hibernacion,
en la cual pueden permanecer varios meses hasta que las condiciones mejoren, pasando
después a la fase L4. Los gusanos de la fase L1 tienen una longitud de hasta 250 pum y un ancho
de entre 15 y 18 um [40] [42]. En cambio los gusanos en fase L4 tienen una anchura entre 60 y
80 um [40] [43], siendo este ultimo pardmetro vital para el disefio del ancho de los canales.

Por otro lado, los C. elegans y los humanos comparten numerosos genes, de hecho el 40% de
los genes de los C. elegans tienen un homodlogo en los humanos [16]. Dicho aspecto permite por
ejemplo, el estudio de un gran nimero de enfermedades en humanos con C. elegans, ya que su
genoma estd completamente secuenciado. Dicho aspecto junto a su simplicidad, permite
generar modificaciones genéticas mas facilmente, introduciendo por ejemplo la proteina GFP
(Green Fluorescent Protein) (figura 5A) con el objetivo de monitorizar la actividad de
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determinadas neuronas [44] o bien la proteina mCherry (figura 5B) [92], la cual es de
importancia en el presente proyecto.

Figura 5: A) Expresion proteina GFP, fuente [39]. B) Expresion mCherry, fuente [92]

Por ultimo, los C. elegans van investigando su entorno y se mueven de acuerdo a los estimulos
que perciben. Dichos seres responden a estimulos tales como:

-Temperatura
- Quimicos como metales pesados o antibidticos

-Electricidad: si se someten a los C. elegans a un campo eléctrico, estos tienden a
moverse hacia el polo negativo.

-Luz

-Sensibilidad a gases tales como oxigeno, nitrégeno y CO2.

2.5. SISTEMAS EXISTENTES

Tradicionalmente los C. elegans se han manipulado manualmente incrementando los tiempos y
la dificultad, aumentando el riego de fallos. Ademds, en muchos procesos era necesario el uso
de pegamentos o anestésicos para inmovilizar los C. elegans, lo cual podia dafiar a estos. El uso
de microfluidica junto a los Lab on a chip, ha permitido acelerar la manipulacidn.

A continuacidn, se van a mencionar diferentes sistemas existentes, los cuales han servido como
base para proponer una solucién al problema a resolver en el presente proyecto. Normalmente
aquellos dispositivos disefiados y fabricados en laboratorio, suelen estar fabricados de PDMS
(Polidimetilsiloxano). En cuanto a los sistemas comerciales, destaca el Copas Biosorter, del cual
también se hablard en el presente apartado.

2.5.1. Dispositivos y técnicas para la inmovilizacion de C. elegans

La necesidad de inmovilizacién surge cuando, por ejemplo, se requiere obtener imagenes
precisas con el fin de realizar un mejor analisis o para estudios tales como neurologia, en los
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cuales es necesario la monitorizacion de la actividad de una o varias neuronas. De este modo
destacan las siguientes técnicas y dispositivos:

-Compresion: aprovecha la flexibilidad del PDMS. En dispositivos de dos capas, por
accion de la presion, el canal superior se deforma, por lo que realiza presion sobre el canal
inferior, inmovilizando el gusano contra las paredes del mismo. A continuacion, puede verse una
imagen donde se detalla el proceso:

PDMS Membrane Pressurized Channel
|

Control
Layer Air Air

Y S =
Flow = Ny
Layer &3 - Worm \ S

Before Immobilization Compressive Immobilization

Figura 6: Inmovilizacion por presion. Fuente [45]

-Restriccidn fisica: en este caso, el dispositivo cuenta con un canal el cual se va
estrechando a medida que el gusano va avanzando (figura 7), de modo que va quedando
atrapado. Para liberarlos se puede invertir el flujo o inyectar presion en el canal.

worm

Figura 7: Inmovilizacién por restriccion fisica. Fuente [45]

-Por enfriamiento: permite inmovilizar por completo al sujeto. Se introduce un flujo en
una cdmara adyacente hasta reducir la temperatura a 42C, permitiendo asi inmovilizarlos [45]
[46]. Cabe destacar que solo se pueden mantener a esta temperatura durante
aproximadamente 2 segundos.

-CO3: en este caso se inyecta CO2 en una canal adyacente, el cual por difusion pasa a
través de la membrana de PDMS llegando a los gusanos. Mediante este método se pueden llegar
a inmovilizar hasta 2 horas de acuerdo con [45]. A continuacion, puede verse un esquema simple
de funcionamiento:
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CO,

CO, Immobilization

Figura 8: Inmovilizacion mediante CO,. Fuente [45]

-Electricidad: tal y como se ha comentado en un apartado anterior, los C. elegans
tienden a moverse hacia el polo negativo al ser sometidos a un campo eléctrico. Ademas, si la
magnitud del campo es lo suficientemente grande puede llegar a inmovilizarlos [47].

2.5.2. Cultivo de C. elegans

Para el cultivo de C. elegans en la mayoria de casos los individuos son introducidos sobre una
superficie solida de agar. Para ello previamente se han cultivado bacterias (E. coli), las cuales
serviran de alimento a los C. elegans. Dichos dispositivos permiten ademas de cultivar C. elegans,
monitorizar su ciclo de vida completo.

A continuacién, puede verse un ejemplo de dispositivo (figura 9), en el cual se generan una
especie de “corrales” cultivados previamente con bacterias que sirven de alimento. Tras esto los
embriones son introducidos en dichos corrales, en los cuales se iran desarrollando y creciendo:

Schematic of “Worm Corrals” Apparatus

TOP —5mm Individual
C.elegans
O0000000Q0QOD0O0OI0O000OL E(O’l \\3"
60000000000 0000@0| |\ & /
00000000000 0000PO , foodpad/4
0000000000 0O/0O0OD0OD0ODO #/ C,‘
000000000 0OCOO0O0O0OO08QO / \ﬁ
QC0CO0OO0O0Q0CO0O0OD0O 00000, =\ L
'\_('”_‘ ‘\,d_:'
Silicone [ &
/ membrane | =
CROSS-SECTION —1mm L D @
<V <)
- > [ J<«Frame &
PEG hydrogel” 4 . &
yarog Glass slide .

(covalently bound to silicone )

Figura 9: Sistema para el cultivo de C. elegans. Fuente [48]

2.5.3. Dispositivos basados en electrotaxis

De acuerdo a lo indicado anteriormente, los C. elegans al ser sometidos a un campo eléctrico,
tienden a moverse hacia el polo negativo. Dicha caracteristica ha sido utilizada en diferentes
estudios y dispositivos, forzando a dichos individuos a moverse a hacia la direccién deseada.

En el primero de ellos [47], los gusanos se someten a un campo eléctrico generado por dos
electrodos. Los gusanos se van distinguiendo por su movimiento, permitiendo diferenciar entre
adultos y fases anteriores, ademas de distinguir entre individuos sanos y no sanos. Sin embargo,
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tal y como sugiere Bakhtina et al. [47], el principal inconveniente es que se trata de un método
lento y no presenta un alto rendimiento, lo cual es un inconveniente si se desea un estudio de
corta duracion, ademds impide el trabajo con grandes poblaciones. Se propone como valores de
campo entre 3,5y 7 V/cm. A continuacion, se muestra una imagen del sistema:

Moving
. C. elegans
Microposts ¢
="
|
Electrode Outlet
Worm Electrode
suspension _ )
Stimuli inlet
Microfluidic
platform

Figura 10: Dispositivo basado en electrotaxis. Fuente [47]

A continuacién, se muestra una simplificacion del anterior sistema, el cual aplicando un voltaje
de 16,8 V permite separar C. elegans L3 del resto:

DC Power Supply

+i If
Wide section (300 p L3
—~ ,\i“.\ ET >§ T

N il i g

Adult C. elegans L3 C. elegans
accumulation . passing ET
|

Figura 11: Dispositivo para separar C. elegans L3 mediante electrotaxis. Fuente [49]

Por otro lado destaca el siguiente sistema, el cual es muy similar a los anteriores, sin embargo
en este caso aprovecha el hecho de que al aplicar un campo eléctrico, los C. elegans se desplazan
desde el dnodo al catodo con un dngulo de desviacién proporcional a la magnitud del campo
aplicado. De hecho, dicho angulo de inclinacién es diferente segin en la etapa en la que se
encuentran, incluso bajo el mismo campo eléctrico.

De acuerdo con Wang et al. [50], el dispositivo propuesto consiste en canales simétricos con
angulos que varian entre -50 y 509 tal y como se muestra en la figura 12:
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\ Load worms

Loading
chamber

Outlets

Figura 12: Separacion mediante electrotaxis a partir del angulo. Fuente [50]

De este modo, el sistema permite separarlos en funcién de la etapa en la que se encuentran.
Por otro lado, de acuerdo con [50], se indica que el campo necesario para afectar a los mas
pequefios es mayor que el necesario para los grandes. Con una magnitud de entre 6y 10 V/ cm,
es posible guiar a los L2 y adultos a los canales correspondientes. En cambio, para distinguir
entre los C. elegans L2 y L3, es necesario una magnitud de 10 V cm-1.

Cabe destacar que, en todos los casos, una excesiva magnitud de campo eléctrico puede
provocar que los C. elegans queden inmovilizados impidiendo su movimiento, lo cual resulta util
como técnica de inmovilizacién, tal y como se ha visto anteriormente.

2.5.4. Dispositivo en Y para la clasificacidon de C. elegans

El siguiente dispositivo propone la clasificacion individuos en dos diferentes tipos sin necesidad
de inmovilizacidn, usando fibra dptica para su deteccion, evitando de este modo la posibilidad
de provocar dafios a los sujetos.

Variando las presiones y los flujos de entrada de los canales de control, es posible dirigir los
gusanos hacia una salida u otra en funcion de si presentan fluorescencia, sin necesidad de
valvulas, lo cual simplifica notablemente el disefio, permitiendo asi extender la vida atil del
dispositivo, ademas de reducir su coste.

Consta de 9 canales, de los cuales A, By C van variando la presion y los flujos del sistema con
presiones Pa, Pg y Pc respectivamente. Los conductos D y E son las salidas por las cuales
abandonan los gusanos el sistema en funcion del tipo. Por ultimo, los conductos F, G, H e | son
los que alojan la fibra éptica necesaria para la deteccion. A continuacidn, puede verse un
esquema del sistema:
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Figura 13: Sistema de clasificacion en Y por presion. Fuente [51]

Tal y como puede verse en la figura, los gusanos entran por la entrada A. En funcidn del tipo
mediante las entradas B y C, se varia la presion y el flujo en dichas entradas mantenido la de A
constante, generando una diferencia de presion (Ap=Pg-Pc). De este modo se fuerza a que los
flujos que tienen un comportamiento laminar, discurran o bien por el conducto D o el E en
funcién de la situacion.

De acuerdo con Yan et al. [51], las presiones por defecto son Pg=20mBar y Pc=0mBar. La presidn
en A puede ser cambiada para variar el caudal. En caso de detectar otro tipo (fluorescente), las
presiones cambian a Pg=0mBar y Pc=20mBar. En cuanto a la velocidad de operacién, con una
velocidad de 3mm/s, las bombas y la toma de imagenes pueden operar sin problemas. Sin
embargo, con flujos altos (10mm/s), es probable que el sistema pueda llegar a saltarse algun
gusano.

Por ultimo, indicar que el sistema puede alcanzar una precision de clasificacion del 96,6%, lo cual
hace que sea un sistema con una alta precision.

Cabe destacar que dicho sistema ha sido el que mas ha influido en el disefio del dispositivo del
presente proyecto.

Otro sistema similar al anterior es el propuesto por Chung et al. [52], sin embargo, dicho sistema
emplea valvulas en lugar de generar una diferencia de presidn para el control de los gusanos,
enviandolos de este modo por una salida u otra, en funcién del tipo mediante la apertura y cierre
de valvulas.

El procedimiento descrito en [58] es el siguiente. Mediante un flujo constante de entrada se
introduce el gusano en el dispositivo. Tras eso es inmovilizado bajando la temperatura, mientras
se toman imagenes de él. Posteriormente, dichas imagenes son analizadas y en funcion del caso,
el gusano es enviado por una salida u otra mediante las valvulas.
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a Worm entering b Worm being positioned

d Worm exiting

Figura 14: Sistema de clasificacion basado en valvulas. Fuente [52]

Los elementos numerados de 1 a 5 son las valvulas. Cabe destacar que el uso de vélvulas plantea
una serie de problemas técnicos los cuales se detallardn en el apartado 3. Al igual que el caso
anterior, presenta una alta precision (96.5 %).

2.5.5. Sistema comercial COPAS

A diferencia de los sistemas anteriores los cuales han sido disefios y fabricados en laboratorio
para un solo uso mediante PDMS, el sistema Copas se trata de un sistema comercial.

Desarrollado por Union Biometrica, permite automatizar el proceso permitiendo clasificar en
varios tipos atendiendo a aspectos visuales, pudiendo clasificar hasta 50 muestras por segundo.
A continuacion (figura 15), puede verse un modelo del sistema de clasificacién (Copas FP):

Figura 15: Copas Biosorter. Union Biometrica. Fuente [53]

De acuerdo con [54], permite clasificar muestras de entre 10 y 1500 micras con cuatro modelos
de dispositivos diferentes. Dicha clasificacidon se realiza atendiendo a 5 variables, tamafio,
densidad dptica y tres colores diferentes de fluorescencia, los cuales se corresponden con las
proteinas GFP (verde), YFP (amarillo) Y DsRed (rojo).

El proceso comienza con el paso de los individuos axialmente a través del dispositivo [54], siendo
enfocados por un laser de 488nm o incluso 2 o tres laseres de forma opcional. La sefial resultante
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es detectada por un fotodiodo y por tres filtros pasa banda, detectando hasta tres longitudes de
onda, los cuales detectan los tres tipos de fluorescencia mencionados anteriormente. A
continuacién, se muestra un esquema de los diferentes sensores que incluye:
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488 Solid State Laser focusing flow
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Figura 16: Inmovilizacién por presién. Fuente [53]

El tamafio se determina a partir del tiempo que hay bloqueo de luz por encima de un cierto valor
establecido (tiempo de vuelo TOF). La densidad dptica se determina a partir de la intensidad de
luz bloqueada.

Por otro lado, una vez identificado el tipo, una corriente de aire a presién envia al individuo a su
lugar correspondiente. En cambio, si no cumplen con ningun criterio son desechados. En la
siguiente figura (figura 17), puede verse el esquema de funcionamiento:

SAMPLE INTRODUCTION
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- multiple lasers
=

OPTICAL DENSITY
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o AR
o )DQ

SORT COLLECTION:
microwells or bulk container
microwells: 24, 48, 96, or 384

WASTE /<=
SAMPLE RECOVERY

Figura 17: Principio Funcionamiento sistema Copas. Fuente [55]

Como principal inconveniente destaca su elevado coste, lo cual no lo hace viable para la gran
mayoria de laboratorios que trabajan con C. elegans. Por otro lado, de acuerdo con Rezai et al.

17



Estudio de un Dispositivo Basado en Microfluidica para la Manipulacién y la Inspeccién de C.
elegans

[49], el sistema Copas no permite realizar una clasificacion atendiendo a otros criterios que no
sean visuales, lo cual impide por ejemplo clasificar C. elegans en funcidén de su comportamiento,
lo cual resulta un inconveniente si se desean valorar otros aspectos en la clasificacion.

Cabe destacar que para la aplicacion que se esta desarrollando seria valido, sin embargo, debido
a su elevado coste, se ha optado por el disefio de un dispositivo de bajo coste y facil uso, de
modo que facilite su uso en investigacién ademas de abaratar costes.

18



Estudio de un Dispositivo Basado en Microfluidica para la Manipulacién y la Inspeccién de C.
elegans

CAPITULO 3. DISENO DEL DISPOSITIVO

3.1. INTRODUCCION AL PROBLEMA

Tal y como se ha comentado al comienzo de la presente memoria, se desea separar C. elegans
en funcién de si presentan fluorescencia o no, para ello se propone el disefio de un dispositivo
que permita automatizar el proceso, reduciendo tiempos y posibles errores humanos. En este
caso la fluorescencia a analizar es mCherry (color rojo). Cabe destacar que, debido a que fue
imposible la obtencién de este tipo de C. elegans, se optd por intentar clasificarlos enviando los
gusanos pares por una salida y los impares por la otra.

Previamente al disefio, fue necesario realizar una investigacion sobre los diferentes estudios y
articulos existentes, con el fin de obtener un punto de partida. De todos ellos el sistema que mas
ha inspirado al disefiado en el presente proyecto, es el que se encuentra disponible en [51]. Tal
y como se ha comentado en el apartado 2.5.4 del presente documento, se trata de un disefio en
Y, en el que mediante detectores de fibra dptica se detecta el tipo y mediante una serie de
canales de presion, se fuerza al gusano a salir por una salida u otra.

Una vez obtenida una idea global, se propone el sistema a disefar. Partiendo de la idea descrita
anteriormente, se opta por un disefio en Y. Para hacer la distincién entre un tipo u otro, se opta
por implementar un sistema de visién artificial mediante una Raspberry Piy la libreria OpenCy,
de la cual se hablard con mayor detalle en adelante. En este caso una vez detectado el tipo,
mediante una diferencia de presién y caudal, los gusanos saldran por una salida u otra.

A continuacion (figura 18), puede verse una imagen del dispositivo finalmente disefiado:

Figura 18: Dispositivo fabricado. Fuente propia

Una posible alternativa al uso de bombas y diferencias de flujos, podria haber sido el uso de la
electrotaxis. Cerrando el circuito hacia una salida u otra, podria haberse guiado a los gusanos
segun el tipo, hacia una u otra. Como principal inconveniente de esta alternativa, es que se trata
de un método lento. Ademas, no es posible trabajar con grandes poblaciones, ya que la
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clasificacidon depende en gran medida de lo separados que se encuentren los gusanos, por lo
gue finalmente esta alternativa fue descartada.

En primer lugar se plated el disefio para C. elegans L1, validando los disefios en simulacién. Sin
embargo su puesta en practica no fue posible con la tecnologia de microfabricacidn disponible.
Tras esto, todo lo desarrollado para C. elegans L1, se extrapold para el disefio de un dispositivo
que permitiera trabajar con C. elegans L4, el cual si fue posible fabricar. De este modo en los
siguientes capitulos, se mostrara el disefio para C. elegans L1 junto a su validacidn en simulacién
y el diseiio para C. elegans L4, junto con las pruebas tanto en simulacién como en la realidad.

3.2. DISENO

El disefio del dispositivo ha consistido en un proceso iterativo. Partiendo de una idea inicial, se
han ido realizando modificaciones en funciéon de los resultados obtenidos en simulacion
mediante Ansys Fluent, con el fin de lograr el comportamiento deseado. Ademds, como
resultado de dichas simulaciones, se han podido determinar los valores de caudal y presion
necesarios para el correcto funcionamiento del dispositivo.

Tal y como se ha mencionado en el apartado anterior, se opta por un disefio en Y. Los gusanos
son introducidos por la entrada 1. Cuando estos llegan a la interseccién, dos entradas de presién
y flujos controlables (entradas 2 y 3), fuerzan a los gusanos a salir por la salida 1 o 2 en funcidn
del tipo. Cabe destacar que se hara el control mediante la variacidn de los caudales, puesto que
en microfluidica es mucho mas recomendable que trabajar con presiones. A continuacidn (figura
19), puede verse un esquema simplificado de las diferentes entradas y salidas:

Entrada 2 Salida 1

Entrada 1

Entrada 3 Salida 2

Figura 19: Esquema entradas-salidas del dispositivo. Fuente propia

Los canales encargados de generar la diferencia de presion y flujos (entradas 2 y 3) que envian
a los gusanos por una salida u otra, se encuentran dispuestos en diagonal. En el caso del disefio
para L1, debido a sus reducidas dimensiones y con el objetivo de evitar que los C. elegans salgan
por estos canales cuando la presién y el flujo son muy elevados, se han dividido en canales mas
pequefios de entre 30 y 15 micras. A continuacidn, puede verse una imagen del plano 1, donde
pueden apreciarse dichos canales:
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Figura 20: Detalle canal de presion dispositivo para L1. Fuente propia

En cuanto a la forma de los canales, se ha optado por canales rectangulares, porque es mas
conveniente a la hora de trabajar con la impresora 3d, ya que a esta le resulta mas facil crear
superficies prismaticas que circulares, obteniendo mayor precisién con la primera.

Por otro, lado a la hora de dimensionar los canales, ha sido necesario tener en cuenta las
dimensiones de los C. elegans, junto con los resultados que se han ido obteniendo en simulacidn.
De este modo en el disefio para C. elegans L1, se ha partido desde una entrada de 2,6 mm, hasta
llegar a canales de 30 micras. Se ha optado por 30 micras, para permitir el movimiento de los
sujetos e impedir que puedan llegar a pasar dos a la vez, ya que su didmetro puede llegar hasta
los 18 um. En el caso del disefio para C. elegans L4, partiendo de una entrada de 1,8 mm, se va
reduciendo hasta el ancho del canal, el cual en este caso es de 360 micras. Estas mayores
dimensiones de microcanales permiten su fabricacion con tecnologias de impresiéon 3D,
abaratando muchisimo los costes de su fabricacion.

Cabe mencionar que, con el fin de facilitar el proceso de vision, los canales quedan al
descubierto, siendo sellada la cara superior por cinta adhesiva transparente.

En cuanto al sistema de bombeo, se opta por la bomba de jeringa NE-300 para introducir los C.
elegans dentro del dispositivo microfluidico. En el caso de las bombas necesarias para generar
la diferencia de presion y flujos, se utilizan las bombas piezoeléctricas SDMP 320 de Takasago
Electric. Ambos tipos de bombas se detallaran en el apartado 3.4.

Como alternativa al uso de bombas para controlar el flujo, en varios articulos se propone el uso
de valvulas con el fin de controlar el paso de los C. elegans. Sin embargo, dicha metodologia
aumenta la complejidad del dispositivo, ademds de aumentar el riesgo de fallo debido a la
existencia de partes moviles y por lo tanto fatiga de materiales. Por otro lado la presencia de
dichas valvulas, limita el nimero de actuaciones que pueden realizar en un tiempo determinado,
debido al tiempo de actuacidn necesario, reduciendo por tanto el nimero de seres que pueden
clasificarse. En chips de PDMS, dichas valvulas suelen fabricarse también de este material. En
este caso la complejidad de la fabricacion se incrementa considerablemente.

En el caso del presente proyecto, el sistema que se pretende disefiar debe ser lo mas simple
posible, por lo que se ha preferido evitar el uso de valvulas, controlando el paso de los gusanos
mediante dispositivos de bombeo, lo cual simplifica la fabricacién del dispositivo.
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3.3. FABRICACION

A continuacion, se van a mencionar las dos tecnologias de fabricacion mas utilizadas, de las
cuales una es la que finalmente se utiliza en el presente proyecto.

3.3.1. PDMS

El PDMS (Polidimetilsiloxano) es un polimero orgdnico inerte e inocuo, lo que lo hace ideal para
su uso en laboratorio [34] [56]. Ha sido ampliamente usado en la fabricacion de chips

microfluidos.
HsC HaC  CHg CHs
i i i
O (@]
H,C CH;
- “4n

Figura 21: Formula Estructural PDMS. Fuente [56]

Es transparente, por lo que permite visualizar los procesos que se llevan a cabo en el chip.
Ademas, es permeable a gases, lo cual permite el cultivo en estos dispositivos. Por otro lado es
flexible, lo que permite fabricar vélvulas y chips de doble capa, los cuales son utilizados por
ejemplo para inmovilizar C. elegans tal y como se vio en un apartado anterior.

Se adhiere facilmente a materiales como el vidrio, por lo que permite dejar una parte
descubierta la cual es tapada por este ultimo.

Los chips de PDMS suelen fabricarse a partir de moldes hechos mediante litografia, aunque
también pueden fabricarse a partir de un molde impreso en 3D (figura 22).

MASTER FABRICATION

1. Spin-coat photoresist on a silicon wafer 2. Expose photoresist to UV light through a 3. Develop exposed wafer with photoresist
photomask

Photomask

Photoresist

—

Silicon wafer ~ Photoresist exposed to UV

Figura 22: Proceso fabricacion del molde. Fuente [57]

En un principio se plated fabricar el dispositivo mediante PDMS, sin embargo, esta idea se
descarté ya que implicaba disponer de material y equipos especificos para poder fabricarlo, lo
cual incrementaba excesivamente el precio al no disponer de ellos. De acuerdo con San-Miguel
et al [57], seria necesario equipos tales como un equipo de litografia por haz de electrones (para
fabricar molde), cdmara vacio, grabador de plasma, etc. A continuacion (figura 23), puede verse
una imagen que describe el proceso simplificado para la fabricacidn:
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PDMS REPLICATION MOLDING
1. Pour PDMS monomer and cross-linker 2. Cure and peel-off PDMS 3. Cut devices, create access ports and
mixture onto master bond to glass slide
Acgess ports
PDMS
% I 4 : i i
Master Glass slide

Figura 23: Proceso fabricacion mediante PDMS. Fuente [57]

Para mayor detalle del proceso de fabricacion tanto del molde como del chip mediante PDMS,
se puede consultar la referencia 57.

3.3.2. Impresion 3D

Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, la fabricacién mediante PDMS implicaba
disponer de una serie de equipos especificos, lo cual incrementaba excesivamente el precio. De
este modo, se ha optado por la fabricacion mediante impresién 3D, debido al hecho de que las
dimensiones del dispositivo no eran excesivamente pequeiias y la técnica lo permitia.

Tras numerosas pruebas en simulacidn, se fue redefiniendo un modelo 3D, obteniendo
finalmente el disefio final. Una vez definido el disefio, mediante un software de disefio CAD
(Autodesk Inventor), se cred un modelo 3D en formato stl, el cual fue el enviado para su
impresion.

Tal y como se comentd en el apartado 3.1, en un principio se planted el disefio C. elegans L1. Sin
embargo, su fabricacion no fue posible con la tecnologia disponible, por lo que todo lo
desarrollado se utilizé para disefio de un dispositivo para C. elegans L4, cuyo modelo fue el que
finalmente se fabricd.

A la hora de la fabricacidn, surgieron dos posibles alternativas, el uso de una impresora Objet
Stratasys mediante la técnica Polyjet y material VeroClear, o bien el uso de otra impresora mas
econdmica y como material el PLA. La principal ventaja que presentaba el VeroClear era su
transparencia y la posibilidad de llegar a medidas de micras, sin embargo, su coste era elevado.

Finalmente se optd por la segunda opcién puesto que era una técnica mucho mas econdmica y
por lo tanto se pudieron fabricar mas prototipos. Ademas, la primera implicaba enviar el disefio
a una fuente externa, por lo que el coste se incrementaba considerablemente. Cabe mencionar
que la impresidn del dispositivo microfluidico fue llevada a cabo por unos colaboradores del
Instituto de Automatica e Informatica industrial (ai2) en el Politécnico di Bari (ltalia).

La impresora finalmente utilizada fue la Ultimaker 3 (figura 24), la cual puede verse a
continuacién:
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Figura 24: Ultimaker 3. Fuente [58]

Como principales caracteristicas destacan su doble extrusor, lo cual permite reducir tiempos,
ademas de permitir imprimir en varios colores si se desea. Por otro lado, tiene una resolucion
de capa entre 20 y 200 micras (boquilla de 0.4 mm) y una precision (x, y, z) de 12.5, 12.5, 2.5
micras [58], lo que la hace bastante precisa junto con su bandeja de impresidn con sistema de
nivelacion automatico. Respecto a la conectividad incluye conexién WiFi, Ethernet y Usb,
ademas de integrar una cdmara de video.

Por otro lado, el material usado es el PLA. El acido polilactico (PLA), es un polimero termoestable
biodegradable fabricado con materiales renovables tales como el trigo, maiz, productos ricos en
almiddn, etc [59]. Es resistente a la humedad, rayos UV y a la grasa. Sus aplicaciones van desde
la industria del empaquetado (bolsas, recipientes, etc), textil y médica, siendo esta ultima de
importancia para el presente proyecto.

3.4. EQUIPOS Y MATERIALES NECESARIOS

A continuacién, se van a describir los materiales y equipos necesarios para llevar a cabo la
clasificacidn.

3.4.1. M9 Buffer

El fluido a utilizar para la manipulacidn en el dispositivo es M9 (M9 buffer). Dicho fluido es
ampliamente utilizado para la manipulacién y lavado de C. elegans [60], [61]. Consiste en una
mezcla de sales, de modo que esta compuesto por:

-3 g KH2PO4

-6 g Na2HPO4

-5 g NaCl

-1 ml 1 M MgSOg4

Dichas sales se afiaden a 1 litro de agua, y posteriormente se esteriliza mediante un autoclave.
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En cuanto a sus propiedades, tiene una densidad de 1 g/cm?y una viscosidad de 1 mPa-s [62],
por lo que posee caracteristicas similares al agua, lo cual permite realizar la simulacién con agua.

3.4.2. Raspberry Pi

Se trata de un ordenador de pequefas dimensiones y bajo coste desarrollado en Reino Unido.
En torno a esta placa existe una gran comunidad, y debido a su gran versatilidad, existe un gran
numero de proyectos en campos tales como robdtica, domética, entretenimiento, etc.

Fue ideada en el 2006 y su desarrollo estuvo a cargo de un grupo de la Universidad de Cambridge
con el objetivo de fomentar la ensefianza de informatica en la escuela [63] [64]. En 2009 fue
fundada a Raspberry Pi Foundation, con el objetivo de promover y acercar la informatica a todo
el mundo. Pese a su pronto desarrollo, no fue lanzada al mercado hasta el afio 2012.
Actualmente se encuentra disponible la Raspberry Pi 4 modelo B, la cual ha supuesto un cambio
significativo en potencia y rendimiento respecto a modelos anteriores.

Para llevar a cabo todo el proceso de visidn y realizar el control del sistema de bombeo, se ha
optado por usar una Raspberry Pi 3 Model B v1.2, de las cuales se disponian varias unidades en
el laboratorio (figura 25).

Figura 25: Raspberry Pi 3 Model B v1.2. Fuente element14.com

Con respecto al modelo anterior (Raspberry Pi 2 Model B), mantiene el procesador Quad Core,
pero pasa de 900 MHz a 1.2GHz. Por otro lado, destaca la inclusiéon de conectividad Wi-Fi y
Bluetooth. A continuacion, puede verse una tabla resumen con las principales caracteristicas de

este modelo:
Procesador 1.2GHz Quad-Core ARM Cortex 64Bit
Memoria 1Gb
GPU Broadcom VideoCore IV @ 400 MHz
Pines 40 GPIO

Puerto RJ-45 10/100Mbps
Wi-Fi 802.11bgn / Bluetooth 4.1
4 puertos USB 2.0, HDMI

Conectividad Puerto CSI para camara

Conectividad Red

Puerto DSI para la pantalla tactil
Tabla 3: Caracteristicas Raspberry Pi 3B v1.2. Fuente [65]
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Tal y como se ha mencionado la Raspberry Pi sera la encargada de efectuar el proceso de vision.
La parte de actuacion sobre las bombas serd llevada a cabo por un Arduino Uno, siempre
comandado por la Raspberry Pi, la cual le indicard mediante la activacion de diferentes sefales
digitales, el punto de funcionamiento en el que deben trabajar las bombas, segun si el gusano
detectado presenta fluorescencia o no.

Cabe destacar que se ha optado por esta solucién, puesto que como se vera en el apartado 3.4.7,
los drivers que hacen funcionar a las bombas necesitan una entrada analdgica que indica el
punto de funcionamiento de cada bomba y una onda cuadrada a una determinada frecuencia,
por lo que en total serian necesarias 3 sefiales PWM. Para la Raspberry Pi y C++, existe una
libreria llamada Wiring Pi [66], la cual permite manejar sefiales PWM vy digitales en Raspberry Pi.
Tras numerosas pruebas y con ayuda de documentacion [66] [67], se descubrié que no era
factible generar mas de dos sefiales PWM con Raspberry Pi. De hecho, al intentar generar dos
sefiales PWM en un mismo tipo de pin (PWM 0 6 PWM 1), se producia un conflicto y Unicamente
mantenia la ultima configuracién indicada, es decir la uUltima sefial especificada. A continuacion
(figura 26), pueden verse los diferentes tipos de pines de Raspberry Pi:

Alimentacion 3v3 Alimentacion 5v
BCM 2 (spa) Alimentacion 5v
BCM 3 (scyy Masa

BCM 4 (cpcLko) BCM 14 (txp)
Masa BCM 15 (rup)
BCM 17 BCM 18 pwmo)
BCM 27 Masa

BCM 22 BCM 23
Alimentacion 3v3 BCM 24

BCM 10 mosn Masa

BCM 9 miso) BCM 25

BCM 11 (scik) BCM 8 (ceo)
Masa BCM 7 (cE1y
BCM 0 gp_so) BCM 1 go_sc)
BCM 5 Masa

BCM 6 BCM 12 ipwmo)
BCM 13 (pwm1) Masa

BCM 19 miso) BCM 16

BCM 26 BCM 20 mosi)
Masa BCM 21 (scLk)

Figura 26: Referencia Pines GPIO Raspberry Pi. Fuente [67]

Finalmente debido a lo anterior, se optd por el uso de una placa Arduino para la actuacién sobre
los drivers de las bombas, la cual no tiene limitacién para generar este tipo de sefales.

3.4.3. Camara

Para llevar a cabo la parte de visién, se ha optado por la cdmara Raspberry Pi Camera (B) Rev.
2.0, la cual puede verse en la figura 27 junto a los diferentes acoples y la dptica pin-hole utilizada
para poder llegar a ver el canal del microdispositivo:

26



Estudio de un Dispositivo Basado en Microfluidica para la Manipulacién y la Inspeccién de C.
elegans

A)

Raspberry Pi Camera (B) Rev 2.0

Figura 27: Raspberry Pi Camera (B) Rev. 2.0. A) Sin acoples. B) Con los acoples en la posicion
de montaje. Fuente Propia

De acuerdo con [68], dispone de una resolucion de 5 megapixeles. Ademds de permitir grabar a
1080p y 30fps. Dada su construccion, permite graduar facilmente el enfoque pudiéndose anadir
lentes y acoples para ver zonas mas pequefias, como es el caso del presente proyecto.

Adicionalmente, con el fin de evitar desajustar la otra cdmara y grabar mas facilmente la
distribucion de los flujos tintados al comprobar el funcionamiento, se optd por usar la Raspberry
Pi Camera Rev 1.3 (figura 28), de las cuales habia varias unidades en el laboratorio.

-  ——
Raspberry Pi Ccmera
Rev 1.3 o

Figura 28: Raspberry Pi Camera Rev 1.3. Fuente [69]

De acuerdo con [69], dispone de un mdédulo OmniVision 5647 de 5 megapixeles. Ademas de
permitir grabar a 1080p y 30fps 0 a 720p y 60fps. En este caso, para su enfoque se debe ajustar
con ayuda de unas pinzas tal y como podra verse en el apartado 5.2.4.

3.4.4. OpenCV

Open CV (Open Source Computer Vision Library) se trata de una libreria Open Source de visidn
artificial. Dispone de un gran nuimero de funciones las cuales permiten la deteccion e
identificacion de objetos, andlisis y tratamiento de imagenes, captura en tiempo real, etc [70].

Actualmente se encuentra disponible la versidn 4.1.1, sin embargo, dicha versién es demasiado
pesada para la Raspberry, por lo que se opta por la versidn 3.2.0, la cual es suficiente para el
proyecto a desarrollar.

OpenCV tiene interfaces con lenguajes de programacion tales como C++, Pyhton o Java. En este
caso se usara la interfaz con C++.
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En el caso del presente proyecto, OpenCV se usara para detectar la presencia de gusanos con
fluorescencia para su posterior separacion del resto. Para mayor detalle de la forma de proceder
y las funciones utilizadas consultar el apartado 5.1.4. Descripcion del Cédigo y funcionamiento.

3.4.5. Bomba NE-300

Para la entrada 1 se ha optado por la bomba NE-300 (figura 29). Dicha bomba es la encargada
de introducir a los C. elegans dentro del dispositivo.

Figura 29: Bomba NE-300. Fuente [71]

Consta de un motor paso a paso el cual empuja al émbolo de la jeringa, la cual se encuentra
colocada en la parte superior. Por otro lado, la bomba se programa de forma manual una vez se
realiza la carga de la jeringuilla, lo cual es ideal, puesto que el caudal de entrada va a ser
constante. Unicamente variara tras realizar una carga de C. elegans en la jeringa, en el caso de
que se desee una mayor tasa a través del dispositivo. A continuacion (Tabla 4), pueden verse
algunas de sus caracteristicas:

Tamafio Jeringas Desde 1 hasta 60 ml
Alimentacion 12v DC
Tipo Motor Paso a Paso
Pasos por Revolucion 400

Maxima Tasa Permitida | 1257 ul/min|20,95 ml/min
Minima Tasa Permitida 0,73 pl/h|1,216e-5 ml/min
Tabla 4: Caracteristicas Bomba NE-300. Fuente [71]

Tal y como puede verse en la Tabla 4, la bomba es capaz de llegar a caudales muy bajos, lo cual
hace que se adecuada para el presente proyecto, ya que el caudal de entrada minimo al
dispositivo es de 0,534 mL/min.

En cuanto a la jeringa a utilizar, puesto que el caudal de entrada es muy bajo, no se tomd la mas
pequefia puesto que implicaria hacer mas cargas de C. elegans que con una mdas grande. Por
otro lado, tampoco se optd por una excesivamente grande, puesto que a pesar de que reduciria
el nimero de cargas, implicaria que el caudal minimo que proporciona sea mayor, por lo que
finalmente se optd por la jeringuilla BD-10. De este modo, conocido el caudal de entrada y la
capacidad, es posible determinar el tiempo de descarga, para cada uno de los casos a analizar
experimentalmente:
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‘o Capacidad (ml) 10
" Caudal (ml/min) 0,534
_ Capacidad (ml) 10
"~ Caudal (ml/min) 1,22

Caso 1:

= 18,73 min (ec.14)

Caso 2:

= 8,2min (ec.15)

3.4.6. Bomba Piezoeléctrica SDMP 320

En el caso de las entradas 2 y 3, se ha optado por usar dos bombas piezoeléctricas SDMP 320 de
Takasago Electric. Dichas bombas son las encargadas de generar la diferencia de caudales
necesaria, para forzar a que los gusanos salgan por una salida u otra, en funcién del tipo. A
continuacidn (figura 30) puede verse una imagen de dicha bomba:

Figura 30 Bomba SDMP 320. Fuente [72]

Dichas bombas incluyen un elemento piezoeléctrico, el cual al ser sometido a una diferencia de
tensién, cambia de tamafio. De este modo, mediante su contraccién y dilatacién, y actuando
sobre un diafragma y unas vdlvulas de EDPM, se produce la absorcién y bombeo del fluido. A
continuacién, puede verse una imagen detalle que muestra el interior de la bomba
piezoeléctrica:

Metal plate

Piezoelectric element
Diaphragm (COC)

[lOutlet valve CIEPump housing
(EPDM) "Bl Inlet valve (EPDM)  (COC)

Figura 31: Descripcién funcionamiento bomba piezoeléctrica. Fuente [72]

La bomba SDMP 320, presenta unas dimensiones reducidas (33x33x5.5 mm), lo cual facilita su
facil integracién en el sistema. Por otro lado, proporciona hasta 35 kPa y 20 mL/min de presién
y caudal respectivamente, cumpliendo asi con los requisitos de caudal y presién maximos
(Qmax=19,2 mL/min y Pmax=8000 Pa para L1y 400 Pa para L4). Cabe destacar que esta bomba
no incluye materiales metdlicos en la zona de contacto con el liquido, lo que evita la posible
oxidacion y contaminacién del fluido. Ademds presenta un consumo muy bajo (en torno a 32
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mW a 40Hz y 250 V), lo cual la hace ideal para pequeiias aplicaciones, como es el caso del

presente proyecto.

Para su funcionamiento son necesarios voltajes de entre 50 y 220 V, por lo que es necesario el
uso de un driver que proporcione dichos voltajes, ademds de generar la forma de onda

apropiada para su correo funcionamiento.

3.4.7. Driver MPD-200A

Tal y como se ha comentado es necesario un driver que genere las tensiones necesarias para el
funcionamiento de la bomba. En este caso se opta por el driver MPD-200A (figura 32), de
Takasago Electric, el cual es apto para su uso con este tipo de bombas.

A) Overview B) Connector Layout

LTRSS
U

Figura 32: Driver MPD-200A. A) Vista general driver. B) Disposicidn pines driver, en verde los
de entrada y en rojo los de salida. Fuente [73].

Dicho driver se encarga de generar el voltaje y la forma de onda necesaria, la cual presenta la
siguiente forma:

A

F (— Y T V peak (+)
GND -
L ------ -V peak (-)

Figura 33: Onda estandar Takasago Electric. Fuente [72]

Tal y como se puede ver en la imagen 32 B, posee diferentes pines de entrada y salida, con
diferentes funciones, los cuales pueden verse con mayor detalle en la siguiente tabla:
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Ne de Funcidn Ne Funcion
Entrada Salida
1 VDD: Fuente de Alimentacién. 5V 1 Salida () : Conexién

con cable negro bomba

Vin: Voltaje que regula el caudal de

salida de la bomba. Entre 0,2y 4,5V 2 Sin conexion

-A On apaga la bomba

3 Enable: -A Off o sin conexién mantiene 3 GND, sin conexion
bomba encendida

Fin: Entrada de frecuencia. Debe ser una
sefial cuadrada entre Oy 5V

4 Sin conexidén

Salida (+): Conexidn
con cable rojo bomba
Tabla 5 Descripcion Entradas y Salidas Driver MPD-200A [73]

5 GND: Masa 5

Tal y como se menciona en la documentacion [73], el caudal de salida de la bomba puede ser
modificado, variando la frecuencia mediante Fin y el voltaje mediante Vin. En el caso del presente
proyecto, se opta por fijar la frecuencia de trabajo en 40Hz y variar el voltaje para ir variando el
punto de funcionamiento, segun el tipo de sujeto detectado. Cabe destacar que la entrada
Enable, quedara desconectada, ya que en esta configuracién, la bomba quedaria a On.

3.4.8. Tubos de conexion

En el presente proyecto se han utilizado dos tipos de tubo diferentes. El primero de ellos, es el
tubo flexible RS PRO PVC de diametro externo 6 mm e interno 3 mm, el cual es usado para hacer
la conexion entre la jeringa y el chip.

Por otro lado, para la conexién entre las bombas piezoeléctricas y el microdispositivo, y para las
salidas del chip, se optd por el tubo flexible Saint-Gobain Tygon® S3-B-44-3, con 2,4 y 4 mm de
didmetro interno y externo respectivamente. Cabe destacar que este tubo cuenta con
certificacidn para su uso en industria alimentaria, ademas de ser facilmente lavable.

3.4.9. Arduino Uno

Se trata de una plataforma de desarrollo de hardware libre de bajo coste, basada en una placa
electrénica con un microcontrolador programable. Consta de numerosos pins para la
comunicaciéon entre este y los diferentes sensores, actuadores, etc [74]. Dispone de su propio
entorno de desarrollo (Arduino IDE), siendo su cddigo de acceso libre, lo que permite crear todo
tipo de aplicaciones, de ahi su gran popularidad en la cultura “maker”, existiendo numerosos
proyectos con Arduino, en campos tales como domética, robdtica, DIY (“Do it yourself”), etc
[75].

Surgié como proyecto Open Source para estudiantes de un instituto de Italia en 2005, con el fin
de disponer de un dispositivo de bajo coste para su uso en clase. Posteriormente el instituto
cerro, pero el proyecto prosiguio, abriendo el proyecto al publico.

Tal y como se ha comentado, se trata de un proyecto de hardware libre, por lo que existen un
gran nimero de placas de otros fabricantes basadas en Arduino, cuyas caracteristicas son
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similares. De hecho, un gran nimero de esquemas PCB de las placas se encuentran disponibles
y accesibles a cualquiera.

En el caso del presente proyecto, se va hacer uso de la placa Elegoo Uno R3 (figura 34), la cual
posee las mismas caracteristicas que la placa Arduino Uno R3, siendo su coste muy inferior al
modelo fabricado por Arduino.

O . NN F N — O
G ] ! ~ ¥
DIGITAL (PWM™) ¥ &

o

R3

Figura 34: Elegoo UNO R3. Fuente Amazon.es

A continuacién (Tabla 6), puede verse una tabla resumen con las principales caracteristicas de
esta placa:

Microcontrolador ATmega328P
Voltaje Operacién S5v
Voltaje de Entrada 7-12 v (limites 6 - 20 v)
Entradas Analdgicas 6
Entrla)cii;i:glseaslldas 14, 6 permiten salida PWM
Memoria Flash 32 kB
SRAM 2kB
EEPROM 1 kB
Frecuencia de Reloj 16 MHz

Tabla 6 Caracteristicas Arduino/Elegoo Uno R3. Fuente [76].

Tal y como se ha indicado anteriormente, esta placa es la encargada de generar las sefiales
analdgicas y la de frecuencia. Cabe destacar que para generar las sefiales analdgicas, es
necesario el uso de sefales PWM, las cuales se detallardn en el apartado 5.1.2.
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CAPITULO 4. SIMULACION DEL DISPOSITIVO

4.1. INTRODUCCION

Actualmente gracias a las herramientas de simulacidn, es posible realizar multiples pruebas y
modificaciones, lo cual evita la necesidad de fabricar un gran nimero de prototipos, reduciendo
de este modo significativamente el coste. Ademas, nos permite realizar tantas simulaciones
como se deseen permitiendo probar multiples configuraciones, reduciendo tiempo y coste.

En el caso del presente proyecto, se van a utilizar como software de simulacidon Ansys Fluent y
Comsol Multiphysics.

Tal y como se ha comentado anteriormente, el diseifo ha consistido en un proceso iterativo, en
el cual se ha ido modificando el disefio con el objetivo de obtener el comportamiento deseado
en simulacion, de modo que sea altamente probable que funcione correctamente en la realidad.

Cabe destacar que se va a simular solo con el volumen interior del chip, con el fin de simplificar
y reducir el coste computacional. También con el objetivo de reducir la complejidad, se simulara
que las entradas son a través de superficies verticales con un ancho igual al didmetro de la
entrada original. Por ultimo, indicar que se realizaron infinidad de pruebas, por lo que en los
sucesivos subapartados se mostraran Unicamente, los resultados mas relevantes con el fin de
no alargar excesivamente la extensiéon del presente apartado.

4.2. SIMULACION CON ANSYS

A continuacion se va a mostrar tanto los diferentes pasos y parametros para la configuracion de
Ansys Fluent como los resultandos obtenidos en simulacién. Cabe destacar que para su uso se
ha consultado el manual de referencia de Fluent [77].

4.2.1. Configuracion de los parametros en Ansys

En primer paso es seleccionar el tipo de proyecto a utilizar, en este caso Fluent. A continuacion,
puede verse como quedaria la vista de proyecto, con una breve descripcidon de las diferentes
partes de este:
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Figura 35: Vista de Proyecto Ansys Fluente. Fuente Propia

Una vez especificado que se va utilizar Fluent, el siguiente paso es indicar la geometria (figura
36). Con el fin de reducir el coste computacional y poder realizar un mayor nimero de pruebas,
se va a realizar la simulacién de una seccién plana del volumen interior, es decir se hara una
simulacién 2D. Para ello, a partir del plano 2D de la pieza en formato dwg, con ayuda de
SolidWorks, se creara una superficie plana en formato igs, reconocible por Ansys.

v A
b8 & Fluid Flow (Fluent)
2| @ Geometry —
z e i @ New SpaceClaim Geometry...
Me:
A Q @) New DesignModeler Geometry...
Setup
5 @ Solution I L 2 |m iz
6 @ Resuts 53 Duplicate Pieza33C.IGS
Fluid Flow (Fluent) Transfer Data From New » Pieza338.1GS
Transfer Data To New » Pieza329.1GS
7 Update Pieza32f.1GS
Update Upstream Components [4§ Browse from Repository...
%] Refresh
Reset
Rename
Properties
Quick Help
Add Note

Figura 36: Seleccion de la geometria. Fuente Propia

Tras importar la geometria, se procede a realizar el mallado de la pieza:
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Figura 37: Vista de la seccién de mallado. Fuente propia

Previamente al mallado, es necesario indicar las diferentes entradas y salidas del sistema
ademas del contorno del mismo tal y como puede verse en la figura 37.

La importancia de un buen mallado radica en que debe ser capaz de capturar adecuadamente
la diferentes partes de la geometria, de modo que la solucion sea correcta. Cuando se trabaja
con un programa CFD, mallar consiste en dividir la geometria en pequefos subdominios
(elementos finitos), formados por puntos, los nodos. En dichos nodos es donde se realizan los
calculos, de este modo elementos de mallado muy pequeios, capturardn mejor la geometria,
ya que se generan un mayor numero de puntos (nodos) y por tanto la solucion serd mas precisa,
sin embargo el coste computacional sera muy elevado. En cambio elementos de malla grandes
capturaran peor la geometria y por tanto la solucion serd menos precisa en cada punto de la
seccion, por lo que es necesario llegar a un compromiso entre precision y coste computacional.

Cerca de la pared se produce una caida de la velocidad, debido al hecho de la condicién de no
deslizamiento. Mediante la opcion de ‘inflation’, es posible afiadir un refinamiento en dicha zona
de pared, haciendo asi el mallado mas preciso [78]. De este modo tal y como puede verse en la
figura 38, se aprecia claramente la diferencia en el mallado si se utiliza dicha opcién.

A) B)

Figura 38: Comparacion mallado A) Con ‘Inflation’. B) Sin ‘Inflation’. Fuente propia
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Dentro de ‘inflation’, un pardmetro importante es ‘mdximum layers’, el cual establece el nimero

de capas con las que se va a dividir la zona, siendo mds refinado cuanto mayor nimero de capas

se establezcan.

A continuacion se muestran los diferentes pardmetros seleccionados tanto en inflation como

para el mallado:

A)

Details of “Inflation” - Inflation

B)

o Details of "Mesh"

-/ Scope

Scoping Method
‘Geo'metry

Definition

Shppressed

Boundary Scoping Method |
Boundary |
Inflation Option

Transition Ratio

Maximum Layers

Growth Rate
Inflation Algorithm

Geometry Selection
1 Face

No
Named Selections

Contorno

Smooth Transition

| Default (0,272)

8

Tiz
Pre

-I| Display

Display Style [Body Color
= Defaults )

‘Physics Preference | CFD

Solver Preference :Fluent

Relevance |o
Export Format | Standard
|Element Order | Linear
= Sﬁing o i
Size Function | Proximity and Curvature

Relevance Center |Fine

Span Angle Center, Fine
Qual}ty
Check Mesh Qua..,?Ves, Errors
Target Skewn... ;Default (0.900000)
Smoothing High
Mesh Metric None

Figura 39: A) Parametros ‘Inflation’. B) Parametros destacables mallado. Fuente propia

Respecto al mallado, se ha optado por una ‘Size Function de Proximity and Curvature’ con una

precision fina, de modo que se consigua que la malla tenga una alta precisién. Por otro lado, en

la opcion de ‘Quality’, se ha elegido ‘Smoothing High’, con el objetivo de mejorar la calidad de

la malla, tal y como se recomendaba en la documentacién [77].El resto de opciones se dejaron

con la configuracién proporcionada por Ansys.

Una vez generada la malla, se procede a indicar las diferentes condiciones de contorno para la

solucidny los parametros para el ‘solver’. A continuacion, puede verse una captura de la ventana

de ‘setup’:
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Tree Task Page - Mesh [%]
S
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h &
8 Models LL *
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v
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X

.

Figura 40: Vista pestafa ‘setup’. Fuente propia
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En la pestafia ‘Models’, Unicamente se indica que se va simular un flujo laminar tal y como se
comentd en el apartado 2.3 de la presente memoria. En el apartado de ‘Materials’, se indica
como fluido agua, ya que tal y como se especificé en el apartado 3.4.1 el fluido real era M9, muy
similar al agua.

A) v B :{goijlsl_ hase (OF) B) c) Reference Values
ultiphase
> Compute from
82 Energy (Off) Solution Methods ‘ P ; ;'
82 Viscous (Laminar) Pressure-Velocity Couplng entranal |
BS Radiation (Off) Scheme Reference Values
B8 Heat Exchanger (Off) SIMPLE - aea(m2)t ]
:’z ;?ECi: (3:) o Spatial Discretization Density (kg/m3) |998.2
=} Iscrete ase |

Cladent L ]
B9 Solidification & Melting (Off) e - Depth (m) 1
88 Acoustics (Off) 9 Enthalpy (i/ka) [0 ]
B8 Electric Potential (Off) bressuts Length (m)

Materials Second Order v
& Cell Zone Conditions Momentum Pressure (pascal) 101325
v J¢ Boundary Conditions Second Order Upwind v Temperature (k) | 288.16

P¢ contorno (wall, id=5) Velocity (m/s) [0.0018 ]
J¢ entradat (velocity-inlet, id=6) v . 001005
P& entrada? (pressure-inlet, id=7) iscosity (kg/m-s) |0.
P entrada3 (pressure-iniet, id=g) | Ratio of Specific Heats

J¢ interior-part_1 (interior, id=1)
PE salidal (pressure-outlet, id=9)
J¢ salida2 (pressure-outlet, id=10)

Reference Zone
part_1 b

Figura 41: Parametros destacables pestana ‘Setup’. Fuente propia

Por otro lado, en el apartado ‘Boundary Conditions’, se deben especificar las condiciones de
contorno. De este modo tal y como puede verse en la figura 41A, al haber especificado durante
el mallado las diferentes secciones, ahora aparecen en este apartado. Por lo tanto, se especifican
los siguientes tipos de condiciones de contorno para todas las simulaciones:

Condicién Contorno Tipo Condicién
Entrada 1 Velocity Inlet. Se definen Velocidad y Presion.
Entrada 2 Pressure Inlet. Se define presidn relativa.
Entrada 3 Pressure Inlet. Se define presidn relativa.
Contorno Pared. Se deja por defecto (No deslizamiento y Pared fija)
Interior-partl Interior. Creado por Ansys
Salida 1 Pressure Outlet. Se define presidn relativa.
Salida 2 Pressure Outlet. Se define presidn relativa.

Tabla 7: Tipos de Condiciones de contorno usadas

Tal y como se comentd en el apartado 3.2, pese a que el control se hara mediante la variacién
de los caudales, a la hora de simular resulta mas sencillo partir de las presiones descritas en [51].
De este modo, una vez obtenido el resultado, es posible conocer la velocidad de entrada y
conocida la seccién, se puede determinar el caudal a suministrar por cada la bomba en su
correspondiente entrada.

Una vez definidas las condiciones de contorno, se procede a indicar de donde tomar los valores
de referencia (figura 41C). En este caso se fija la entrada 1, y se indica como presion, la
atmosférica (101325 Pa). Por ultimo, se especifica el método de solucién indicado en la figura
41B.

El método ‘pressure-bassed’ (figura 40), tradicionalmente fue formulado para flujos
incompresibles a baja velocidad, lo cual concuerda con este ejemplo. Al tratarse del caso
‘Pressure-Velocity Coupling’, de acuerdo con la documentacién [79], la restriccion de

37



Estudio de un Dispositivo Basado en Microfluidica para la Manipulacién y la Inspeccién de C.
elegans

conservacién de masa se resuelve mediante la ecuacion de presion, la cual se deriva de las
ecuaciones de continuidad y momento. Puesto que se trata de ecuaciones no lineales, se deben
realizar iteraciones hasta converger la solucién. Finalmente, como esquema se escoge el método
SIMPLE, el cual se basa en que el flujo va desde las regiones de alta presion a las de baja presion.
Dicho método es ideal para modelos con baja dificultad como es el presente caso (solo activado
el modelo laminar). Se ha optado por esta configuracidon de solucién tras consultar diversos
ejemplos disponibles en la documentacion y videos, en los cuales se recomendada para este tipo
de caso frente a otros métodos de solucidn.

Una vez definidos todos los parametros, en la pestafia ‘Run Calculations’, se especifican el
numero de iteraciones, el cual debe ser lo suficientemente grande para que la solucidn llegue a
converger y por ultimo se lanza la simulacién.

Finalmente, una vez ha convergido la simulacién, puede verse los resultados en la ventana
‘Results’. Cabe destacar, que el hecho de que la solucién converja implica que el valor de los
residuos llegue a 0.001.
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Figura 42: Vista pestaifa ‘Results’. Fuente propia

La forma en que se mostraran las soluciones sera mediante Contour y Streamline. El primero
muestra la distribucion de los diferentes valores de la variable que se especifique mediante
colores. En el segundo tipo, mostrara las lineas de flujo, de modo que pueda verse hacia dénde
va la mayor parte del flujo.

4.2.2. Simulacion del dispositivo para C. elegans L1

A continuacién, se van a comentar los resultados mas relevantes que se fueron obteniendo en
la simulacién para conseguir un modelo de dispositivo funcional para C. elegans L1. Tal y como
se indicd en el apartado 3.1, del disefio para C. elegans L1 Unicamente se analizaran sus
resultados en simulacién puesto que su puesta en practica no fue posible.

En la siguiente tabla (Tabla 8) puede verse la correspondencia entre las entradas-salidas y la
nomenclatura de las condiciones de contorno que les afectan:
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Zona Condiciones Contorno
Entrada 1 Velocidad (v1), Presion (p1)
Entrada 2 Presién (p2)
Entrada 3 Presién (p3)
Salida 1 Presién (psl)
Salida 2 Presion (ps2)

Tabla 8: Nomenclatura condiciones contorno para cada zona

De este modo partiendo de la idea descrita por Yan et al. [51], se procede al disefio de un primer
modelo:

A)

Figura 43: Modelo 1 dispositivo para C. elegans L1. A) Vista general, B) Detalle canales
centro. Fuente propia

Por otro lado, para el canal central, se debe elegir una dimensién lo suficiente grande para
permitir el paso de los C. elegans pero no demasiado grande para evitar que pasen varios. Se
optd por una dimensidn de 30 um, puesto que los C. elegans L1 pueden llegar hasta los 18 um
(apartado 2.4), impidiendo asi el paso de dos a la vez.

En la simulacién se partié con valores vi=1 mm/s, p1=1000 Pa, p2=2000 Pa, p3=800 Pa, psly
ps2 ambas cero debido a que se descarga al ambiente (se trabaja con presiones relativas). Este
primer modelo no proporciond resultados adecuados. De hecho, la solucién no llegé a converger
incluso variando los valores, por lo que fue necesario un redisefio del mismo.

Se opté por una modificacidn de la entrada, tomando como referencia la punta de una pipeta
debido al hecho de que se llegaba a tener velocidades negativas en una zona del canal central,
lo cual se traducia en un retorno del flujo. Por otro lado, la forma de las entradas de las bombas
piezoeléctricas y las salidas también se modificaron pasando de ser circulares y verticales
ajustadas al tamafio de los tubos. Para mayor detalle de las diferentes dimensiones puede
consultarse el plano 1, disponible en el apartado Planos.

Cabe destacar que, aunque las entradas sean verticales, con el fin de reducir la complejidad, se
hace la aproximaciéon de entrada en horizontal a través de una abertura de amplitud del
didmetro. De este modo tras las diferentes modificaciones se obtuvo el siguiente modelo:
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Figura 44: Modelo 2 dispositivo para C. elegans L1. En verde la simplificacion adoptada.
Fuente propia

En este caso la distribucidn de los canales de presién permanece igual a la mostrada en la figura
43 b. Tomando v1=3 mm/s, p1=1000 Pa, p2=4500 Pa, p3=1500 Pa, la solucidn llegd a converger,
sin embargo esta no fue del todo satisfactoria, debido a que no habia una separacién lo
suficientemente clara, es decir dado que p2>p3, una gran parte del flujo deberia ir hacia la salida
2, lo cual no llegaba a ocurrir claramente. Por otro lado, la velocidad en la zona de inspeccidn
era 3,38 cm/s, lo cual era excesivo ya que no se deseaba que fuera superior a 2 cm/s. A
continuacién, puede verse una imagen donde se muestra lo descrito anteriormente:

Salida 1

S Salida 2

/=™ Entrada 3

.
0.0001 0.0002 (m) S I—»

0.00015

Figura 45: Distribucion de las lineas flujo (Streamline) en la zona central. Fuente Propia

De acuerdo con la figura 19, donde se especifican la disposicion de las diferentes entradas y
salidas, en la figura 45, se marcan las entradas 2 y 3, y las salidas 2 y 3, las cuales estaran en
dicha disposicién, para todos los siguientes resultados que se van a mostrar a lo largo del
presente apartado.

Tal y como puede verse en la figura 45, mas de la mitad del flujo va para salida 1, cuando en
realidad deberia ir hacia la salida 2, es decir el flujo de los primeros 5 canales va para la salida 2
en cambio el resto (6 canales), va parala 1, por lo que se deduce que el funcionamiento no es el

correcto.
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Con el fin de solucionar estos inconvenientes, se fueron realizando varias simulaciones en las
que se fueron ajustando los parametros, obteniéndose una solucién con el comportamiento
deseado. De este modo tomando vl=1 mm/s, p1=1000 Pa, p2=8000 Pa, p3=1000 Pa, se
obtuvieron los siguientes resultados:
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Figura 46: Distribucion presiones en la zona central modelo 2. Fuente Propia
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Figura 47: Distribucién Velocidad en la zona central modelo 2. Fuente Propia
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Figura 48: Lineas flujo (Streamline) en la zona central modelo 2. Fuente Propia

Analizando los resultados puede verse que en ningin momento se llega tener presiones
negativas, hecho que si ocurria en las simulaciones anteriores. Por otro lado, analizando tanto
la figura de la velocidad como las lineas de flujo, se ve una clara separacion de flujo, credndose
una frontera cerca del vértice que hace que gran parte del flujo vaya por la segunda salida, tal y
como se deseaba puesto que p2>p3.

Del anterior andlisis surgen una serie de ideas las cuales pueden dar un mejor funcionamiento.
Observando la figura 47, seria deseable que el flujo que llegara por la entrada de mayor presion
en este caso la 2, ejerciera una mayor fuerza cerca del vértice central y una menor fuerza al
comienzo de la llegada del canal central a la interseccién, con el fin de conseguir de forzar a gran
parte del flujo hacia la salida deseada. De este modo surgen 3 alternativas basadas en este
razonamiento.

La primera de ellas en linea con lo sugerido por Yan et al. [51], utiliza canales de presidén con
forma de punta de aguja (figura 49). Para mayor detalle del disefio, puede consultarse el plano
2, disponible en el apartado Planos.

Figura 49: Modelo 3 dispositivo para C. elegans L1. A) Vista general, B) Detalle canales
centro. Fuente propia
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De este modo partiendo con las condiciones del modelo anterior, y tras varias simulaciones
donde se fueron haciendo ajustes en los parametros, finalmente se obtiene el siguiente
resultado tomando vi=1 mm/s, p1=500 Pa, p2=6000 Pa, p3=1500 Pa:
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Figura 51: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 3. Fuente Propia
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Figura 52: Lineas flujo (Streamline) en la zona central modelo 3. Fuente Propia

Analizando los resultados puede verse que en este caso la divisién es mds clara, gran parte del
flujo va por la salida deseada y una parte muy pequefia por la parte superior. Por otro lado, la
velocidad en la zona de inspeccion estd en torno a 2cm/s, lo cual da un nimero de Reynolds de
0.6.

Las dos siguientes alternativas se basan en usar canales de ancho variable segin se van
acercando a las salidas. La primera (figura 53A) se basa en canales de ancho creciente desde 15
pum a 30 um, en cambio la segunda (figura 53B) se basa en canales de ancho decreciente desde
30 um a 15 um.

A continuacidn, se muestra un detalle de la zona central de los modelos 4 y 5. Cabe destacar que
el resto del dispositivo es similar al mostrado en la figura 44, para mayor detalle de ambos
modelos puede consultarse los planos 3 y 4 respectivamente:

A) B)

Figura 53: A) Detalle Modelo 4, B) Detalle Modelo 5

En ambos dispositivos para sus respectivas simulaciones se partié de las condiciones dadas en
el modelo 2. Cabe destacar que con dichas condiciones se consiguieron simulaciones con el
comportamiento deseado para ambos modelos. Esto se debe en parte a que ambos modelos
tienen una alta similitud con el modelo 2. De este modo a continuacidn se muestra el resultado
obtenido para el modelo 4:
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Figura 54: Distribucion presiones en la zona central modelo 4. Fuente Propia
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Figura 55: Distribucién Velocidad en la zona central modelo 4. Fuente Propia
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Figura 56: Lineas flujo (Streamline) en la zona central modelo 4.Fuente Propia

Respecto a la presidn, puede verse un perfil de presiones triangular en los canales de presidn,
de modo que se produce una caida de presidn mdas tempranamente conforme se acerca a las
salidas. Inversamente a este fendmeno, la velocidad en los canales de presién es mayor
conforme nos acercamos a las salidas. Analizando tanto las figuras 55 y 56, puede verse como la
separacion del flujo hacia la salida deseada es mas clara que en el modelo 2, yendo una mayor
parte de este por la salida 2, lo cual indica que esta modificacién ha mejorado la solucién.

Una vez analizado el modelo 4, se procede a analizar los resultados obtenidos para el modelo 5:
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Figura 57: Distribucién presiones en la zona central modelo 5. Fuente Propia
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Figura 58: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 5. Fuente Propia
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Figura 59: Lineas flujo (Streamline) en la zona central modelo 5. Fuente Propia

En este caso con la presidon ocurre un fenédmeno parecido al caso anterior, sin embargo, a
diferencia del caso anterior, en la zona central hacia la salida 2, se distingue una zona con mayor
presion. Por otro lado, existe una mayor velocidad en los canales de mayor anchura, ademas se
distingue una zona de flujo en la zona central hacia la salida 2 con mayor velocidad, aspecto que
no ocurria en el caso anterior. Analizando la distribucion de lineas de flujo, puede verse que una
gran parte va hacia la salida 2, credndose una frontera clara en el vértice, por lo que se deduce
que tiene un comportamiento correcto de acuerdo al deseado.

Finalmente, una vez analizadas las 4 alternativas en el caso de que hubiera sido posible su
fabricacidn se habria optado por el modelo 5. Se ha descartado el modelo 2 puesto que en el
modelo 5 se distinguia una mejor divisidn del flujo. Por otro lado, el modelo 3 pese a tener un
buen funcionamiento, al compararlo frente a los modelos 4 y 5, destacaba que una cantidad
importante del flujo de entrada salia directamente hacia la salida 1, por lo cual quedaba
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descartado. En ultimo lugar, al comparar los modelos 4 y 5 se puede ver como la division de flujo
es ligeramente mas clara en el modelo 5. Ademds, puede verse como se distingue una zona
como mayor presion en la parte del flujo que va hacia la salida 2, por lo que finalmente se optd
por el modelo 5.

Cabe destacar que, en todos los casos analizados, se obtuvo un nimero de Reynolds inferiora 1
en la zona de inspeccidn, puesto que una especificacién a obtener fue la de velocidad en torno
a 2 cm/s en dicha zona.

4.2.3. Simulacion del dispositivo para C. elegans L4

Una vez analizado el modelo para C. elegans L1, se procede a analizar el modelo para C. elegans
L4, el cual si fue posible su fabricacion. Partiendo de todo lo disefiado para L1, se procede al
diseio de un dispositivo para C. elegans L4. De este modo la anchura del canal central pasa a las
360 um. Por otro lado, las entradas y salidas se han adaptado a los tubos finalmente utilizados,
por lo que para la entrada el didmetro interior y exterior es 1.8mm y 4mm respectivamente. Por
otro lado, para las entradas 2 y 3 y las dos salidas, los didmetros interiores y exteriores son
1.8mm y 2.8mm respectivamente.

Respecto a la distribucién del canal central, se opta por un Unico canal de ancho 360 um
creciente, con el fin de facilitar la impresidn. Pese a ser un canal lo suficientemente ancho para
gue los C. elegans puedan escapar, generando una suficiente distribucién de presiones puede

evitarse este inconveniente sin mayor problema. De este modo el modelo obtenido es:

Figura 60: Modelo 1 dispositivo para C. elegans L4. En verde la simplificacién adoptada.
Fuente propia

Dicho modelo puede verse con mayor detalle el plano 5. Partiendo de las condiciones del
modelo seleccionado para C. elegans L1 (vl=1 mm/s, p1=1000 Pa, p2=8000 Pa, p3=1000 Pa), se
procede a realizar la simulacién, obteniendo:
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Figura 61: Distribucion Presion en la zona central modelo 1 L4. Fuente Propia
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Figura 62: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 1 L4. Fuente Propia
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Figura 63: Lineas flujo (Streamline) en la zona central modelo 1 L4. Fuente Propia
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A primera vista, puede verse que el comportamiento es el adecuado y que su funcionamiento
es bueno, sin embargo si se analiza tanto los caudales de las entradas 2 y 3 como la velocidad
en la zona de inspeccién (7 cm/s), se determina que la solucién no es correcta.

El caudal en las entradas puede calcularse mediante:

60 s 1mL
1min 1000 mm

Q(mL/min) = v(mm/s) - A (mm?) - = (ec.16)

Donde el area a tratarse de una seccion circular de diametro 1.8 mm, es:
(4
A(mm?) = i 1,82 = 2,5447 mm? (ec.17)

Tras el calculo se determina que el caudal necesario para la entrada de mayor presién (entrada
2), es 93,14, mL/min, lo cual es muy elevado. Dicho aspecto indicaba que el cambio de magnitud
de los canales requeria el uso de presiones menores. De este modo, tras una serie de ajustes, se
obtiene el comportamiento deseado con valores mas adecuados de presién y caudal. Tomando
v1=2,7 mm/s, p1=1000 Pa, p2=400 Pa, p3=230 Pa, se obtiene:
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Figura 64: Distribucion Presidn en la zona central modelo 1 L4. Fuente Propia
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Figura 65: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 1 L4. Fuente Propia
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Figura 66: Lineas flujo (Streamline) en la zona central modelo 1 L4. Fuente Propia

Analizando la figura 64, puede verse como se genera una pequeia zona con presidén negativa
muy cercana a cero, la cual no se considera como un inconveniente. Por otro lado, analizando
tanto la figura de la velocidad (figura 65) como las lineas de flujo (figura 66), se ve una clara
separacion de flujo, donde una parte pequefia de flujo va hacia la salida 1, mientras que la otra
gran parte de flujo va por la segunda salida, tal y como se deseaba puesto que p2>p3.

Respecto a los caudales, en este caso se obtienen para las salidas 2 y 3 respectivamente Qx=17,4
mL/min, Q3=3,05 mL/min y una velocidad en la zona de inspeccién de 0,019 m/s, por lo que se
considera correcto y se decide imprimir el modelo para su prueba en el laboratorio.
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Cabe destacar que tras varias pruebas en el laboratorio, no fue posible su correcto
funcionamiento. La presidn necesaria para introducir el fluido en su interior era muy elevada,
por lo que se producian numerosas fugas. De este modo, se procedié a realizar un redisefio del
anterior, haciendo que tanto las entradas 2 y 3 como las salidas 1 y 2 se ampliaran mas
tempranamente desde el punto central, con el objetivo de reducir la presién necesaria. También
con el objetivo de reducir las pérdidas, se acortaron los canales de los conductos citados
anteriormente.

De este modo el modelo finalmente disefiado (Plano 6) presenta la siguiente forma:

Figura 67: Modelo 2 dispositivo para C. elegans L4. En verde la simplificacién adoptada.
Fuente propia

Partiendo de las condiciones usadas para el anterior modelo (v1=2,7 mm/s, p1=1000 Pa, p2=400
Pa, p3=230 Pa), se procedi6 a realizar una simulacién obteniendo:
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Figura 68: Distribucion Velocidad primera prueba modelo 2 L4. Fuente Propia

Pese a tener un buen comportamiento, al calcular el valor de caudal en la entrada 2, se detecté
gue este era excesivo (Q2= 26.57 mL/min). Por otro lado, la velocidad en la zona de inspeccién
era 0.012 mm/s, por lo que era necesario realizar un ajuste en los parametros de simulacion.

52



Estudio de un Dispositivo Basado en Microfluidica para la Manipulacién y la Inspeccién de C.
elegans

De este modo, tras varias simulaciones en las que se fueron variando parametros, finalmente
tomando v1=1,8 mm/s, p1=1000 Pa, p2=280 Pa, p3=150 Pa, se obtuvo:
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Figura 69: Distribucion Presidn en la zona central modelo 2 L4. Fuente Propia
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Figura 70: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 2 L4. Fuente Propia
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Figura 71: Lineas flujo (Streamline) en la zona central modelo 2 L4. Fuente Propia

Analizando los resultados, puede verse como en este caso también se tiene una zona de
presiones negativas, sin embargo ahora es un poco mayor que en el modelo 1. Por otro lado si
se analiza tanto la velocidad (figura 70) como la distribucion de las lineas de flujo (figura 71),
puede verse que el comportamiento ha mejorado significativamente con respecto al modelo
anterior, es decir, practicamente no va flujo por la salida 1.

En este caso los caudales de las entradas 2 y 3 son 16,dmL/min vy, 3,94=4 mlL/min
respectivamente y la velocidad en la zona de inspeccidon estd en torno a 2 cm/s. A la hora de
realizar las simulaciones, dichas condiciones forman parte del caso 1.

Puesto que su funcionamiento era correcto, se envid para su impresion. Sin embargo, en su
primera prueba en laboratorio con las bombas seleccionadas, para las condiciones utilizadas en
simulacidn, no se detectaba con mucha claridad la separacidn de los flujos, por lo que se optd
por ir ajustando experimentalmente los diferentes pardmetros, hasta conseguir otras
condiciones con las que hacer otra prueba (caso 2). Tomando v1=8 mm/s, p1=1500 Pa, p2=310
Pa, p3=150 Pa, se consiguid en prueba experimental, ver de forma mas clara la separacién del
flujo proveniente de la entrada 1. De este modo, en el laboratorio se probaron dos casos. El
primero de ellos, con condiciones menos extremas, obtenidas de Ansys descritas en las figuras
69, 70y 71, y el segundo, con condiciones de caudal mas extremas la una de la otra, obtenidas
mediante ajuste experimental.

De este modo, para los valores del caso 2, el modelo presenta el siguiente comportamiento en
simulacién:
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Figura 72: Distribucion Presidn en la zona central modelo 2 L4 Caso 2. Fuente Propia

ANSYS
_R18.1
Academic

0.004 (m)
1

0.003

Figura 73: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 2 L4 Caso 2. Fuente Propia
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Figura 74: Lineas flujo (Streamline) en la zona central modelo 2 L4 Caso 2. Fuente Propia

Analizando los resultados, puede vers, que se obtiene un comportamiento similar al caso
anterior con diferentes condiciones de funcionamiento, por lo que se toma como valido.

Observando la figura 72, puede verse como presenta una distribucion de presiones muy similar
a la obtenida para el caso 1 (figura 69). Por otro lado, analizando la distribucion de velocidades
(figura 73), puede verse un incremento de esta dado el incremento de la velocidad en la entrada
1. Sin embargo, si se compara con la figura 70 (caso 1), ambas distribuciones son muy similares.
Por ultimo, observando la figura 74, puede verse como se genera un vortice cerca de la abertura,
causado muy probablemente debido al aumento de la velocidad del flujo.

Cabe destacar que, en este caso hay una mayor diferencia entre los caudales, los cuales ahora
son respectivamente para las entradas 2 y 3 19,2 mL/min y 1,98=2 mL/min. Por otro lado la
velocidad en la zona de inspeccidn esta en torno a los 5 cm/s, siendo superior a los 2 cm/s fijados
como requisito. En este caso se ha decidido relajar dicho requisito, con el objetivo de conseguir
su funcionamiento en el laboratorio, ya que un parametro vital para que funcionara bien fue el
caudal de la entrada 1, fuertemente relacionado con la velocidad en la zona de inspeccién.

4.3. SIMULACION CON COMSOL MULTIPHYSICS

Por otro lado, también se ha utilizado el simulador Comsol, ya que este permite de forma facil,
realizar simulaciones temporales introduciendo las funciones temporales, por lo que se ha
utilizado para ver la evolucion temporal del flujo y ver cémo funciona el dispositivo, ante
pulsaciones de flujo producidas por la bomba.

A continuacidn se va a mostrar tanto los diferentes pasos y parametros para la configuracién de
Comsol Multiphysiscs, ademas de los resultados obtenidos para los modelos elegidos para C.
elegans L1 y C. elegans L4. Cabe destacar que, para su uso, se ha consultado el manual de
referencia de Comsol [80] y el ejemplo de microfluidica descrito en [81].
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4.3.1. Configuracion de Comsol Multiphysics

En primer paso es seleccionar el tipo de proyecto, en este caso se elige Nuevo Asistente de
Modelo (figura 75A) y posteriormente la dimensidn, en este caso 3D (figura 75B).

A) Nuevo B)

.mph
Asistente de
modelo

“mph
Modelo en
blanco

Seleccionar dimension de espacio

|

|
W |
|
2D
axisimétrico

9

|
ED) D 1D oD
axisimétrico

Figura 75: Configuracion del tipo de estudio. Fuente propia

Tras esto se debe indicar la/s fisica/s que van a ser relevantes en la simulacion. En este caso se
indica flujo laminar (figura 76A) y estudio estacionario (figura 76B). En el caso que se desee ver
la evolucion temporal puede seleccionarse en este paso, o afiadirla mds adelante sin ningun
problema una vez creado el proyecto.

A : o B y :
) Seleccionar fisica ) Seleccionar estudio
Buscar 4~ Preprogramar estudios
b ¥} AC/DC |~ Estacionario
b)) Acstica |VX. Temporal

~# Estudios personalizados
@ Estudio vacio

b £+ Transporte de especies quimicas
b ][ Electroquimica
4 Fluje de fluido

4 == Flujo monofasico

== Flujo deslizante (spf)

== Flujo laminar (spf)
Flujo turbulento
Maquinaria rotativa, flujo de fluido

2

=N 4

5% Flujo en tuberia (pfl)

Golpe de ariete (whtd)

b H Flujo de pelicula delgada
b & Flujo polifasico
b @ Medios porosos y flujos en subsuperficies

Estudio afiadido:
|= Estacionario
Interfaces fisicas afiadidas:

Flujo laminar (spf)

Agregar
Interfaces fisicas afiadidas:

Flujo laminar (spf)

Figura 76: Configuracidn de la fisica y el paso temporal. Fuente propia

Una vez definida la configuracién del proyecto se procede a importar la geometria a estudiar.
En este caso a diferencia de Ansys, se debe crear un volumen 3D del interior, el cual va a ser
importado en el programa. De este modo la ventana de importacidn presenta la siguiente forma:
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Figura 77: Pestaiia Importar en Comsol Multiphysics. Fuente propia

Cabe destacar que, es importante marcar como unidades las de Comsol, ya que si no el programa
no realiza el cdlculo correctamente. Una vez importada la geometria, se procede a crear una
seccién 2D de la misma con el objetivo de reducir la complejidad y el coste computacional. De

este modo, se crea un plano de corte en xz tal y como puede verse a continuacion:
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4 () Definiciones globales
Pi Parametros
a= Variables 1
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4 [ Componente 1 (comp1)
= Definiciones
4 '\ Geometria 1
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| Formar unién (fin)
2= Materiales

Ajuste

vy

de trabajo

) Construir seleccionado ~

=

I8 Construir todos los objetos

Etiqueta: Planoc de trabajo 1

~ Definicién de plano

Tipo de plano: Rapido
Plano: plano xz
Tipo de desplazamiento: Distancia
Coordenada y: 0

Sistema de coordenadas local

Figura 78: Plano de Trabajo Comsol. Fuente propia

Posteriormente se debe crear un nuevo componente, en este caso 2D, el cual contendrd la
seccion creada anteriormente y con el cual se realizara el célculo. De este modo una vez creado
el componente, para importar la seccidén se debe crear en este una seccion trasversal mediante

la opcién marcada en la figura 79:
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B [ Importar ~ Snapto grid + [Cudriico ) I wy 7] Chaflan s A =  Selecciones
¢ ol [E§ Insertar secuencia | [ Snap to geometry| A/ Clbico i " & Sy St ¢ T 7]Redondear 5 : . =l = Medida
onstruir [t ectangulo Circulo ooleanosy Transformadas Conversiones eraciones | Partes Programacion
todo | [ Exportar —Sélido M. punto o O prmitivas O e e 2 >, Tangente i c o o+ Eliminar secuencia
= | A t Seccion Trasversal
Constructor d A a2 3
- - Ly sE@cseN S@EF ~EEE a&8
4 % Pborrarmph (root) [E Construir todos los objetos o 4 L L 4 L L
4 () Definiciones globales 0.0257 oF
P; Parimetros Etiqueta: Seccion transversal 1 B
a= Variables 1 0.027] [
i eiles ~ Seccion transversal
4 T Componente 1 (comp1) Plano de trabajo: o0
b = Definiciones - i L
4 Woestanr Geometria 1: Plano de trabajo 1 (wp1) ~| [Z 0.01
@; Importar 1 \"m{)f} Intersectar: 0.0057 q
4 [[E] Plano de trabajo 1 (wp1) RS = Rua" b
\ Geometria de plano )
b Iy Vista2 Tolerancia de reparo:
| Formar unién (fin) Automatico v | -0.0057 F
b i Materiales ] L
4 Q Componente2 (comp2) v Selecciones de entidades resultandes .01
b = Definiciones = F
4 A Geometria2 Contribuira: | Ninguno v| | Nuevo | -0.015
[&] Seccién transversal 1 (cro1) [7] Seleccién de objetos resultante -0.027] §
* Formar unién (fin) =
Mostrar en fisica: |_Seleccién de dominio 4 L
it Materiales -0.025 m
A Malla 1 T T T T T T T
alla 0.1 0.09  -0.08 0.07  -0.06 -0.05 -0.04 -0.03 -0.02 -0.01

4~ Estudio 1
[ Paso 1: Estacionario
b [rne Configuraciones del resolvedor
4 [@ Resultados
% Conjuntos de datos
£5£ Valores derivados

[] Selecciones de 30

¥ Mostrar en fisica

Mensajes Estado del célculo  Registro
\

La geometria finalizada est vacia

Figura 79: Creacion del componente 2D. Fuente propia

Una vez creada, se debe seleccionar la opcidn construir seleccionado, importando asi la seccion

al componente 2D. Posteriormente, se procede a eliminar la fisica creada al comienzo en el
componente 1 (3D) y a afadirla en el componente 2 (2D), evitando asi realizar célculos

innecesarios.

Una vez creada la geometria, se procede a configurar el resto de pardmetros de simulacién igual

gue en Ansys. En primer lugar, se indica como material el agua. Por otro lado se establecen las

mismas condiciones de contorno establecidas en Ansys, a la vez que se indican las diferentes

entradas y salidas:

4 & P17.mph (root)

4 () Definiciones globales Etiqueta: Entrada 1

Pi Parametros o
¥ Seleccion de contorno

a= Variables 1
= Materiales Seleccién: | Manual
b [@ Componente 1 (comp1)
4 %) Componente 2 (comp2) [on ) 1
= Definiciones
b YA Geometria 2 Activo
2 Materiales
4 == Flujo laminar (spf)

@B Propiedades de fluidos 1
& Valores iniciales 1

£3 Pared 1 Anular y contribucién
&3 Entrada 1 a5
e Entrada 2 Ecuacion
© Entrada 3 ~ Condicién de contorno
& Salida 1
& Salida 2 Velocidad
A Malla2 -
b ~do Estudio 1 ¥ Velocidad

4 @ Resultados
b Z Conjuntos de datos
232 Valores derivados

@ Velocidad normal de entrada
D Campo de velocidad

Up 0.0001

El
g -
B &
..

m/s

Figura 80: Condiciones de contorno utilizadas en Comsol. Fuente propia

Posteriormente, se procede al mallado, optandose por una malla fina con el fin de no

incrementar excesivamente el tiempo de computo (figura 81A). Finalmente se lanza la

simulacién (figura 81B). Cabe destacar que se ha mantenido la configuracion por defecto,

estableciendo la tolerancia relativa en 0.001 al igual que en Ansys.
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Malla

& Construir todo

Etiqueta: Malla 2

~ Ajustes de malla

Tipo de secuencia:
Malla controlada por la fisica
Tamafio de elemento:

Fina

= Calcular C* Actualizar solucién

]

Etiqueta:  Estacionario
~ Configuracién del estudio
Resultados mientras resuelve

~ Seleccion de fisicas y variables

[] Medify model configuration for study step

Interfaz fisica

Resuelve para Discretizacion

Flujo laminar ™ Ajustesdelaf v

Figura 81: A) Ventana de mallado. B) Ventana de Calculo. Fuente propia

En el caso de haber deseado una simulaciéon donde van variando los parametros, en la pestafia
Estudio, puede aiadirse el paso Temporal. Cabe destacar que previamente hay que deshabilitar
o eliminar el anterior paso para evitar problemas durante la simulacién. Indicar que dicha opcién
temporal, fue usada para ver la evolucidon temporal de los pardmetros en el dispositivo,
alternando las presiones en las entradas 2 y 3 (figura 82) con el fin de comprobar que el
dispositivo funcionaba correctamente.

T T T T T
8000 ! ; . . Evolucién P Ent2|
\ { \ | \ — Evolucion P Ent3] |
| I | | | f I |
| / \ f \ | \ |
7000 | | | .
| | | | | /
\ | | | |
| | | o
6000 |- | | | | |
| W | | |
1 | |/ |
5000 |- \f \/ 'l‘ { | ‘.' 4
= ‘.(' i | I'r'
(=9 | !
o I i f f
|- ) 1 / -
4000 [ A { | | |
[l I\ I [
[ [ [ [
[ [ [ [
3000 [ [ [ [
[ [ [ [
( | I \ | \ I |
[ [ [ [
2000 |- | | | ‘. | I | i
f | | | \
[ {0 [ .
| | | | | | | |
| | | | | \ |
1000 ! / ]
. . . . .
0 1 2 3 4 5 6
t(seg)

Figura 82: Evolucidn de la presion en entradas 2 y 3 para paso temporal. Fuente propia

Por otro lado, también se verificd el comportamiento ante una pulsacion en la bomba. Se
introdujo una pulsacidn senoidal de una determinada frecuencia y amplitud, en los tramos de
presion constante. De este modo se comprobd que las bombas utilizadas eran validas, ya que su
pulsacidn puede llegar hasta un 10% del valor y se recomienda trabajar con frecuencias por
encima de 10Hz.

Un aspecto destacable de este programa, es que permite definir pardmetros en base a férmulas
matemadticas dependientes de otros parametros como puede ser el tiempo de simulacién. De
este modo, pueden ser utilizarlos directamente al definir las condiciones de contorno. A
continuacién (figura 83), puede verse una vista de estos parametros para el caso de simulacion
con paso temporal:
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A) v Parametros B) ~ Variables
» Nombre Expresién Valor Descripcion ™ Nombre |Expresibn Unidad
p2 8000[Pa] 2000 Pa il p2 Pa
pl 1000[Pa] 1000 Pa 10 ((p2-p1)/(13-12)) " t+ ((p1*63-p2*12)/(t3-12)) Pa
t1 0ls] 0s 11 p2 Pa
2 1s] 1s 12 ((p2-p1)/(-t5+t4))"t+ ((p1*t4-p2*5)/ (-t5+14) Pa
3 15(s] 155 13 p! Pa
t4 2.5s] 255 14 ((p2-p1)/(t7-46))*t+ ((p1*t7-p2*t6)/ (t7-16)) Pa
t5 3[s] s f15 p2 Pa
t6 4ls] 4s 16 ((p2-p1)/(-19+18))"t+ ((p1*t8-p2*19)/(-19+18)) Pa
t7 45s) 45s 2 ((p2-p1)/(-13+12))t+ ((p1*12-p2*13)/ (-13+12)) Pa
t8 5.5(s] 555 3 pl Pa
9 6s] 6s f4 ((p2-p1)/(t5-t4))"t+ ((p1*5-p2*t4)/(t5-t4)) Pa
5 p2 Pa
6 ((p2-p1)/(-t7+16))"t+ ((p1*t6-p2*7)/ (-17+16)) Pa
7 pl Pa
18 ((p2-p1)/(t9-t8))"t+ ((p1*19-p2*18)/(t-t8)) Pa
9 pl Pa
Pent2 FI%(E<12)+£21(t> =t2) &BU(t<13)) +£3* (> =t3) &l(t<td))+F4* ((t> =td... | Pa
Pent3 9% (£<12)+ F10*(t> =t2) &Bu(t<13)) + F11*((t> =t3) &Bu(t<t4)) +F12*((t>... Pa

Figura 83: Definicion de los parametros de simulacion para el caso temporal. Fuente propia

Tal y como puede ver en la figura 83, aparecen dos tipos de datos. El primero de ellos,
Pardmetros, se ha usado para aquellos valores constantes. Por otro lado el tipo Variables, se ha
usado para aquellas variables cuyo valor es fruto de una operaciéon matematica, siendo su valor
dependiente del tiempo de simulacion.

4.3.2. Resultados

Una vez descrita la configuracion establecida en Comsol, se procede a analizar los resultados
obtenidos para los modelos elegidos. En primer lugar se va analizar el resultado para el modelo
para C. elegans L1.

De este modo tras la simulacidn estacionaria se obtuvo:

Superficie: Magnitud de velocidad (m/s)

=5
X107 | mis
m
A0.77
15
10 -
3 0.6
: —— =
S 0.4
-10 0.3
1s 0.2
20 0.1
25 0
vo

-0.028 m

Figura 84: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 5. Fuente Propia

Tal y como puede verse si se compara con la figura 58, el resultado obtenido es casi idéntico al
obtenido en Ansys. La velocidad tiene una distribucidn similar, y los valores obtenidos estan
dentro del mismo orden de magnitud, por lo que puede deducirse que el resultado es correcto.

Por otro lado al realizar la simulaciéon temporal pudo comprobarse que el funcionamiento era
correcto. A continuacién (figura 85), puede verse una imagen de la distribucién de velocidad
para el caso de p3>p2:
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Tiempo=2 s Superficie: Magnitud de velocidad (m/s)

-5
x10 m/s

A0.76

-
0.4
0.3
0.2
0.1
0
L Yo

-0.027 m

Figura 85: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 5 caso p3>p2. Fuente Propia

Por dltimo, también se verificé hasta que limite de oscilacion se podia llegar sin afectar al
correcto funcionamiento, de este modo se verifico que con frecuencias de trabajo superiores a
5 Hz incluso con una variacién cercana al 100% (doble del valor), el sistema seguia funcionando
correctamente, luego las bombas elegidas cumplian sobradamente con este requisito.

Una vez analizado el resultado obtenido el modelo para C. elegans L1, se procede a analizar el
resultado para el modelo elegido para C. elegans L4, para las condiciones de v1=1,8 mm/s,
p1=1000 Pa, p2=280 Pa, p3=150 Pa. De este modo, tras la simulacién se obtuvo el siguiente
resultado:

Superficie: Magnitud de velocidad (m/s)
x10™ . J :

m/s
A 0381

1 1 1 1 v 0
0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02 m

Figura 86: Distribucion Velocidad en la zona central modelo 2 L4. Fuente Propia

Tal y como puede verse si se compara con la figura 70, puede verse que el resultado obtenido
es muy similar al obtenido en Ansys. La velocidad tiene una distribucién similar, y los valores
obtenidos estan dentro del mismo orden de magnitud. De este modo se considera que el
resultado obtenido es correcto.

Por ultimo, en este caso también se verifico en este modelo hasta que limite de oscilacién se
podia llegar sin afectar al correcto funcionamiento, de este modo se verifico que con frecuencias
de trabajo superiores a 2 Hz, el sistema funcionaba correctamente.
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CAPITULO 5. PROGRAMACION Y PUESTA EN
MARCHA

5.1. PROGRAMACION

A continuacién, se van a describir los diferentes pasos y partes que componen la programacién
de los dispositivos, para el correcto funcionamiento del dispositivo, asi como la descripcion del
codigo a utilizar.

5.1.1. Configuracién y manejo de Raspberry Pi

El primer paso fue la instalacion del sistema operativo de la Raspberry Pi, grabando la imagen
en una tarjeta microSD, la cual hace de disco duro. Se optd por la distribucién oficial Raspbian,
la cual estd basada en una distribucién de Linux Debian adaptada para la Raspberry.

P& raspicasa (raspberrypi): VNC Viewer - m] X
® @ H| P 7 @ [[ox] 1301
Archivo Editar Ver Sort Ir Herramientas
M| 8 == | (& & [mome/pi I
+/|__|debootstrap a L L . o
e p ] (o] [EF] [V
# [ Jetc L CodigosJos Desktop  Documents Downloads
= Jj home ﬁEA _ - .
] L (] ]
#[_]Codigos. installation MagPi Music  oldconffiles
el @ @ @ &=
# [#] Docume ‘ ‘
o > = opency OpenCV- OpenCV-- Pictures =
26 elementos (22 ocultos) Espacio libre: 18,5 GiB (total: 29,2 GiB)

Figura 87: Entorno grafico Raspberry Pi desde VNC. Fuente propia

Una vez realizada la instalacion, se procede a instalar aquellas librerias y software necesario.
Como librerias necesarias destacan la de OpenCV, necesaria para llevar a cabo el procesado de
las imagenes, la libreria raspicam, la cual es necesaria para manejar la cdmara de la Raspberry
desde OpenCV y por ultimo la libreria WiringPi, encargada de generar y leer sefiales digitales en
Raspberry.

El lenguaje elegido para la programacién es C++, luego es necesario un programa para construir
y compilar el cédigo, de este modo se opta por el programa Cmake. Tal y como se describe en
su sitio web [82], se trata de un software open-source encargado de generar los makefiles y
todos los archivos de configuracién necesarios para el funcionamiento del codigo.
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Previamente es necesario crear el archivo CMakelLists.txt, el cual le indica a Cmake los archivos
del proyecto y las librerias que hay que afiadir y donde buscarlas, ademas de indicarle la versién
a usar. De este modo el archivo CMakelists.txt usado es:

| CMakeLists.txt: Bloc de notas - O X

Archivo Edicion Formato Ver Ayuda
cmake_minimum_required (VERSION 2.8)

set(CMAKE_MODULE_PATH "/usr/local/lib/cmake/${CMAKE_MODULE_PATH}")
find_package(raspicam REQUIRED)

'Find_package(OpenCV), Proyecto _w Codigo Fuente

add_executable (mainfcameral opencv.cpp)
target_link_libraries (main ${raspicam_CV_LIBS})
target_link libraries(main wiringPi)

Figura 88: CMakelists utilizado. Fuente propia

En verde aparece el nombre del archivo con el cédigo y en rojo aparece el nombre del proyecto.
Cabe destacar que el archivo ejecutable que se creard, tendra el nombre que se haya asignado
al proyecto.

Una vez generado el archivo txt, se procede a generar el archivo makefile y demas archivos. De
este modo estando situados dentro de la ruta del cddigo fuente, se ejecutan los siguientes
comandos:

> mkdir Build && cd Build
> cmake ..

Se crea el directorio Build, en el cual estaran todos los archivos de compilacion y el ejecutable
del programa una vez compilado. Los archivos makefile, son los archivos que usa make para la
compilacién del programa. Se encargan de especificar las diferentes librerias a usar,
instrucciones para la compilacién y una serie de reglas implicitas y explicitas, ademas de los
diferentes archivos que componen el proyecto [83].

Finalmente se compila el cédigo mediante:

> make

En caso de errores de compilacidon se mostrara por pantalla. Si todo el proceso se ha desarrollado
sin problemas, indicarad que ha sido compilado. Finalmente, mediante el siguiente comando se
puede ejecutar el programa desde la linea de comandos:

> sudo ./main

A continuacién (figura 89), puede verse una imagen de cdmo quedaria la carpeta Build tras
compilar el programa sin ningun error:
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fakeCach cmake_inst main
t
L

etx all.cmnake

40}
w
(&
[83]

Figura 89: Resultado de la compilacion. Fuente propia

A la hora de manejar la Raspberry Pi desde el pc, ha sido necesario el uso de varios programas
tales como Putty, WinSCP y VNC viewer. El primero de ellos, es un cliente SSH el cual permite
escribir directamente los diferentes comandos sobre el terminal de Raspberry. Por otro lado,
WinSCP se trata de un cliente SFTP que al igual que Putty, emplea el protocolo SSH. Dicho
programa se utiliza para la transferencia de archivos entre el pc y la Raspberry, evitando asi la
necesidad de usar memorias USB para la transferencia de datos entre estos dos. Cabe destacar
qgue ambas son aplicaciones de software libre. A continuacién (figura 90), puede verse una
captura de pantalla de ambos programas:

A B)
) & 192.168.1.33 - PUTTY ~ o x [ Documents - Casa - WinSCP - o x

Local Marcar Archivos Comandos Sesién Opciones Remoto Ayuda

B &2 63 Sincronizar P H @& 5 coh- Preajustes Predeterminado - & -

@ Coso X G Nueva sesion

% Mis documen ~ (2 - [F] + @ DR R lnling-
(3 Subir ~ K = [ Propiedades .
Ci\Users\Usuario\ Documents\ /home/pi/

Nombre Tamaio Tipo Modifi # || Nombre 8 Tamaiio

Prueba3?._files Carpeta de archivos  25/06/, || &

Prueba3l files Carpeta de archivos  25/06/; CodigosioseA
Prueba3o0_files Carpeta de archivos Desktop
Prueba29 files Carpeta de archivos Documents
Prueba2s files Carpeta de archivos Downloads
Prueba2g_copy files Carpeta de archivos installation
MagPi
Music
oldconffiles
opency 07/08/201¢
OpenCV-masrer-py3 28/05/201¢
OpenCV--py3 28/05/201¢
Pictures 27/06/201€
Public 27/06/201€
python_games 27/06/201€
raspicam-0.13 07/08/201¢
Temolates 27/06/201€ ¥
< >

Prueba27 files Carpeta de archivos
Prueba26 files Carpeta de archivos

Prueba2s files Carpeta de archivos
Prueba2d files Carpeta de archin

Prueba23 files Carpeta de archivos  25/06/;
Prueba2 files Carpeta de archivos
Prueba2l files Carpeta de archivos
Pruebald_files Carpeta de archivos
Pruebald files Carpeta de archivos
Pruebal? files Carpeta de archivos

Pruebal6 files Caroeta de archivos

Figura 90: A) Putty. B) WinSCP. Fuente propia

Puesto que Putty no permite la apertura de ventanas emergentes necesarias para ver las
imagenes capturadas, se hace uso de VNC viewer (figura 87), desde el cual se inicia la ejecucion
del programa.

5.1.2. Seitales PWM y filtrado

Tal y como se ha comentado a lo largo del apartado 3.4, la placa Arduino Uno serd la encargada
de actuaciéon sobre las bombas supervisada por la Raspberry Pi (apartado 3.4.2). Tanto en
Arduino como en Raspberry, una forma simple de general sefales analdgicas con un voltaje
determinado, es mediante las sefiales PWM.

Una sefial PWM (Pulse Width Modulation), es una onda cuadrada, la cual a lo largo del tiempo
varia entre un nivel alto (5V en Arduino) y un nivel bajo (OV en Arduino). Manteniendo constante
la frecuencia de generacion y variando el ancho de pulso, es decir activar la salida digital durante
un porcentaje de tiempo y mantenerla apagada el resto, es posible generar una sefial analdgica,
de modo que el promedio de dicha sefal, es el valor de la sefial analdgica deseada. A
continuacién (figura 91), puede verse unos ejemplos de sefiales PWM, para diferentes voltajes
promedio:
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Duty cycle 10%
5V — — — —

Promedio

ov

Duty cycle 30%
5V

Promedio

ov

Periodo

Duty cycle 50%
5V

Promedio

ov

Anchura pulso

Figura 91: Seiales PWM. Fuente [84]

El porcentaje de tiempo que esta la seiial activada respecto al total, es el ciclo de trabajo o ‘Duty
Cycle’. De este modo el ‘Duty Cycle’ puede calcularse mediante:

V.
Duty Cycle (%) = 100 - —22¢%4°__ (¢(.18)
(Vmax - Vmin)

Que en el caso de Arduino, Vmax=5 V y Vmin=0V, luego la ecuacién 18 puede reescribirse como:
Duty Cycle (%) = 20 - Vyeseado (€C.19)

La placa Arduino Uno dispone de salidas PWM de 8bits, por lo que dicho valor de ‘Duty Cycle’ se
debe introducir como un entero (int) entre 0y 255 (en Raspberry son 10 bits, luego esta entre 0
y 1024), de este modo se puede emplear la siguiente ecuacién para la conversion:

Duty Cycle (%) - 255

Duty Cycle (bits) = 100 (ec.20)

Cabe destacar que, puesto que se esta trabajando con enteros, en el caso de obtener un valor
con decimales se debe hacer un truncamiento tal y como se menciona en las referencias [85] y
[86]. De este modo a continuacién (Tabla 9), se puede ver la equivalencia en bits para valores
tipicos de ‘Duty Cycle’:

Valor en bits | Duty Cycle
0 0%
63 25
127 50%
191 75%
255 100%

Tabla 9 Equivalencia en bits para diferentes ‘Duty Cycle’

La forma de generar la sefial PIWM en Arduino es mediante el comando analogWrite(pin, value),
donde pin indica el pin a usar y value el valor entero de Duty Cycle. En el caso de Raspberry con
la libreria WiringPi, la funcidon es pwmWrite (int pin, int value), siendo los parametros similares
a la de Arduino.
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Tal como se ha hablado anteriormente una sefial PWM, va cambiando entre un valor maximo
(5V) y uno minimo (0V), por lo que si la tensién maxima admisible de un dispositivo es menor a
5V, podemos llegar a dafiarlo si es alimentado directamente con la sefial PWM. Resulta
adecuado el uso de un filtrado mediante un filtro RC paso bajo, de modo que la sefial resultante
se asimile en mayor medida a una sefial continua y analégica. De este modo el esquema eléctrico
seria:

R

VPWM C vV V V C VFiItrado
(Vin) (Vo)
i

Figura 92: Filtro RC pasa bajo. Plano 7

Analizando el esquema resultante se deduce:

G(s) = (ec.21)

1+4R-C-s
dVe(t)

it)y=cC T (ec.22)

Sustituyendo ec. 22 en la ec. 21, se obtiene:

Ve(®) =Vin(H) =R - C -

dVe(t)
—ar (ec.23)

Aplicando la transformada de Laplace para condiciones iniciales nulas se tiene:

Ve(s) =Vip(s) —R-C -s-V:(s) (ec.24)

Reordenando, finalmente la funcién de transferencia del filtro paso bajo RC, es:

G(s) = (ec.25)

1+4R-C-s

Como puede verse se trata de un sistema de primer orden, donde la constante de tiempo (1) es
R-C.

A la hora de la seleccién de los parametros del filtro es necesario tener en cuenta la frecuencia
de generacién del PWM. En el caso de Arduino Uno es de 490 Hz excepto los pines 5y 6 que es
980 Hz. En el caso de Raspberry es 3000 kHz, la cual usando el divisor (pwmSetClock (1000)), se
puede reducir a unos 457 Hz asemejandose a Arduino.

Finalmente, tras diversas pruebas, se opta por tomar R=3.3 kQ y C=10uF, por lo que la funcion
de transferencia y la frecuencia de corte son respectivamente:

G(s) = (ec.26)

1+ 0.033

frec.corte (Hz) = =4.2Hz (ec.27)

2:m-R-C
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Siendo su respuesta temporal:

Step Response
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Figura 93: Respuesta temporal filtro. Fuente propia

Como puede verse el filtro presenta un tiempo de establecimiento al 98 % (4t) de 0.132 seg, el
cual es bajo.

A continuacidn (figura 94), puede verse como quedaria la sefial filtrada, para una sefial PWM a
490 Hz y Duty Cycle del 60% (3V):

Salida del Filtro RC

Salida(y)
N ©w

-
T

! L ! L

0 0.05 0.1 0.15 02 0.25 03 0.35
Tiempo(seg)
Entrada al Filtro RC

Entrada(u)

0.05 01 0.15 02 0.25 03 0.35
Tiempo(seg)

Figura 94: Ejemplo de seiial filtrada. Fuente propia

Como puede verse la sefal filtrada presenta un rizado muy pequefio (distancia pico-pico
aproximadamente 0.072 V), por lo que se trata de un buen filtro. Cabe destacar que un aumento
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de Ry Cimplica un menor rizado, sin embargo, el tiempo de establecimiento se incrementa, por
lo que es necesario llegar a un compromiso entre estos dos aspectos para un buen
funcionamiento del filtro.

5.1.3. Comunicacién Arduino-Raspberry

Tal y como se ha comentado en anteriores apartados, Arduino es el encargado de actuar sobre
las bombas, supervisado por la Raspberry Pi, la cual debe indicarle el punto de funcionamiento
segun el caso detectado, por lo que es necesario establecer una comunicacidon entre ambas
placas.

De este modo existen dos alternativas para ello, la primera es mediante la comunicacién por el
puerto serie de Arduino. Sin embargo, con el fin de simplificar el cédigo y poder visualizar la
lectura de los voltajes suministrados tras el filtrado desde el IDE de Arduino, se descarta esta
alternativa. Para mayor detalle de este proceso puede seguirse el ejemplo descrito en la
referencia 87.

La otra opcidn es mediante la activacion de una salida digital de la Raspberry Pi, con el uso de la
libreria Wiring Pi, la cual es leida por Arduino.

A diferencia de lo que ocurre con Raspberry Pi, Arduino no consta de resistencias pull up
(normalmente cerrado) y pull down (normalmente abierto), por lo que para evitar la
indeterminacion de estado, es necesaria su inclusion, por ejemplo, cuando se trabaja con un
pulsador o por ejemplo en este caso, donde es necesaria la configuracién pull down, ya que sin
esta configuracion se producia una indeterminacion al leer el estado de la seial. A continuacién
(figura 95), puede verse una imagen donde se describen estas dos configuraciones:

RESISTENCIA PULL UP RESISTENCIA PULL DOWN
+5V +5V
4KT T

4K7

I

GND

(]
=
[w]

Figura 95: Configuraciones Pull up, Pull down. Fuente [88].

Por otro lado, tal y como pudo comprobarse con ayuda de un osciloscopio, habia una diferencia
entre las masas de Arduino y Raspberry. De hecho, al hacer una lectura de una sefial de
Raspberry desde Arduino, la sefial era muy diferente a la que debia ser. Este fendmeno fue
solucionado leyendo también la masa de Raspberry, de este modo se trabaja en todo momento
con la misma masa. De este modo a continuacién (figura 96), puede verse la forma en que se
establecié el montaje de la conexion:
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Figura 96: Comunicacién Raspberry Pi-Arduino. Fuente propia.

Para mayor detalle de la interconexién puede consultarse el plano 7 del apartado planos.

Para generar la sefial digital en Raspberry Pi, se hizo uso de la libreria Wiring Pi, en concreto se
utilizé la funcidn digitalWrite (int pin, int value) [89], donde pin indica el pin a usar y value el
valor, siendo 1 o0 0. Cabe destacar que previamente se debe realizar la inicializacidon de Wiring Pi
y definir el pin a utilizar como salida (OUTPUT). Esta parte podra verse con mayor detalle en el
siguiente apartado.

5.1.4. Descripcion del Cédigo y funcionamiento

Una vez definida la forma de compilar, como generar las sefales PWM y la comunicacién entre
las placas, se procede a describir las diferentes partes de las que se compone el montaje.

En primer lugar, se va a analizar el cddigo desarrollado para Raspberry Pi. De este modo el primer
paso consiste en la definicidn de las diferentes librerias a utilizar, y la definicidn de los pines a
utilizar en Raspberry Pi:

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <iostream>

#include <wiringPi.h>

#include "opencv2/core.hpp"
#include "opencv2/imgproc.hpp"
#include "opencv2/highgui.hpp"
#include "opencv2/videoio.hpp"
#include "opencv2/imgcodecs.hpp"
#include <raspicam/raspicam_cv.h>
#include <raspicam/raspicam.h>
using namespace std;

using namespace cv;

void pantallal();

// Declaraciones de lLos pines de Raspberry Pi para WiringPi. Se usa nomenclatura

// Broadcom:

const int pwmPinl = 25; // Pin que manda a Arduino, © -> configuracion por defecto;
// 1-> configuracion fldor - Broadcom pin 25, es el pin 22 de Raspberry

const int butPin2 = 27; // Active-low button - Broadcom pin 22, P1 pin 15. Pulsador
// para salir del While
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Posteriormente, dentro del main se debe realizar la configuracién de WiringPi indicando los
diferentes pines a usar y el tipo de los mismos:

int main(){

// Configuracion de WiringPi:

wiringPiSetupGpio(); // Initialize wiringPi -- using Broadcom pin numbers
pinMode(pwmPinl, OUTPUT); //Actuacidn sobre Arduino

pinMode(butPin2, INPUT); // botdn para salir

pwmSetClock (1000);

digitalWrite (pwmPinl, ©); //Configuracion por defecto

//Variables generales:

int opc;

int opc_ant=0;

int salir=0;

//Variables de lLa imagen a tomar:
int width=1280;

int height=960;

cv::Mat imagen_color;

cv::Mat imagen_gris;

cv::Mat imagen;

//Variables del histograma:

cv::Mat hist; //Para histograma en grises
cv::Mat hist_c; //Para histograma de color
int canales[1] = { 0 };

int canales_c[1] = { 2 };

int bins[1] = { 256 };

float rango[2] = { @, 256 };

const float *rangos[] = { rango };

double max;

int hist_size =256;

cv::Point pos_max;

Tras la definicién de variables, se procede mostrar una pantalla de bienvenida al programa, dada
por la funcidon pantallal(). Por otro lado, se definen los diferentes parametros de la
configuracién de la camara:

pantallal();
namedWindow( "window", WINDOW_AUTOSIZE);

//Configuracion cdmara:

raspicam: :RaspiCam_Cv Camera;

Camera.set ( CV_CAP_PROP_FRAME_WIDTH, width );

Camera.set ( CV_CAP_PROP_FRAME_HEIGHT, height );

Camera.set ( CV_CAP_PROP_BRIGHTNESS, 30 );

Camera.set ( CV_CAP_PROP_CONTRAST, 80 );

Camera.set ( CV_CAP_PROP_SATURATION, 20 );

Camera.set ( CV_CAP_PROP_GAIN, 50 );

Camera.set ( CV_CAP_PROP_FPS, 1 );

Camera.set (CV_CAP_PROP_EXPOSURE,50); //Velocidad obturacién. 560 eq. a 16,5 ms
Camera.set (CV_CAP_PROP_WHITE_BALANCE BLUE U, 1);

Camera.set (CV_CAP_PROP_WHITE_BALANCE RED V, 1);

Camera.set ( CV_CAP_PROP_FORMAT, CV_8UC3 ); //Adquisicion imagen en color

cout<<"Connecting to camera'<<endl;
if ( !Camera.open() ) {
cerr<<"Error opening camera"<<endl;
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return -1;

Tal y como puede verse las ganancias de rojo y azul se dejan con valor 1, para desactivar el modo
automatico.

A continuacidn (figura 97), puede verse como quedaria la pantalla de bienvenida disefiada:

X

- O
L_sﬂ 1751

m raspicasa (raspberrypi): VNC Viewer

@M o Blen [l -

0)))

Archivo Editar Pestanas Ayuda

Figura 97: Menu de bienvenida. Fuente Propia

Tal y como puede verse se ha optado por una interfaz simple con el fin de simplificar la
programacion. A continuacidn, puede verse el bucle While, dentro del cual se realiza todo el
proceso de vision.

while(salir!=1) //Salida mediante botdn
{
//Detectar si se desea salir:
salir=digitalRead (butPin2);

//Tomando foto (frame):

Camera.grab();

Camera.retrieve (imagen);

cv:: imshow("window", imagen); //Mostrar imagen
waitKey(1);

La condicion para salir del While, es mediante la activacidon de un pulsador conectado a la
Raspberry, por lo que el primer paso serd la lectura del estado de la entrada asociada al pulsador.
En caso de que no este activo, se continlda con el bucle. Tras la comprobacién anterior, se
procede a la captura de la imagen. Al realizar la captura dentro del While, el resultado es un
video a través de la ventana Window, por lo que cada imagen capturada seria un ‘frame’ del

video.

Tal y como se comenté en el apartado 3.1, no fue posible la obtencién de C. elegans con
fluorescencia, por lo que se optd por intentar clasificarlos enviando los gusanos pares por una
salida y los impares por la otra. En el caso de haber sido posible obtener C. elegans con
fluorescencia, la forma de proceder hubiera sido la siguiente:
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//Parte de procesado de imagen:
//Histograma de canal Rojo:
calcHist(&imagen, 1, canales_c, cv::noArray(), hist_c, 1, bins, rangos);

//Calculo del maximo y posicion en del histograma
cv::minMaxLoc(hist_c, ©, &max, 0, &pos_max, cv::noArray());
printf("Maximo %f en %d\n", max, pos_max.y);

// Mostrar histograma:

int hist_ancho = 512; int hist_alto = 400;

int bin_w = cvRound((double)hist_ancho/hist_size);

Mat histImage(hist_alto, hist_ancho, CV_8UC3, Scalar(@, 0, 9));
normalize(hist_c, hist_c, ©, histImage.rows, NORM_MINMAX, -1, Mat());

for (int i = 1; i < hist_size; i++)
{
line(histImage, Point(bin_w*(i - 1),
hist_alto -cvRound(hist_c.at<float>(i - 1))),
Point(bin_w*(i), hist_alto - cvRound(hist_c.at<float>(i))),
Scalar(255, 0, @), 2, 8, 0);
¥
namedWindow("Histograma", CV_WINDOW_AUTOSIZE);
imshow("Histograma", histImage);

//Parte de deteccidn:

//DETECCION:

//Retorna opc=1 si se detecta fluorescente
//Retorna opc=0 si no se detecta fluorescente

En primer lugar, mediante calcHist [90] se procede a calcular el histograma del canal rojo y
mediante minMaxLoc [91], se determina su maximo y en qué posicién se encuentra. Se opta por
calcular el histograma del canal rojo puesto que el tipo de fluorescencia a detectar es mCherry.
Previamente se deberia haber realizado un estudio con fotos de este tipo de C. elegans, con el
objetivo de determinar aquel valor caracteristico en el histograma, que lo diferencia del resto
de gusanos y utilizar dicho valor para realizar la distincién. En funcién del resultado, se fuerza a
opc = 1 (detectado fluorescente) o opc=0 (no se ha detectado fluorescencia). Por otro lado,
también se muestra como generar la ventana para mostrar el histograma mediante las funciones
normalize y line dentro del bucle for.

Puesto que finalmente se clasifica en funcion de si el gusano es par o impar, el primer paso es
segmentar la imagen, para ello se en lugar de tomar la imagen en color, se toma directamente
en gris sustituyendo CV_8UC3 por CV_8UC1, al hacer la configuracidn de la camara:

Camera.set ( CV_CAP_PROP_FORMAT, CV_8UC1 ); //Adquisicion imagen en gris

Por otro lado, también se definen nuevas variables necesarias para el proceso:

int conteo=0; //Lleva el conteo para determinar par o impar
int impares=0;

int pares=0;

//Variables de lLa imagen a tomar:

int width=1280;

int height=960;

cv::Mat imagen_s;
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Una vez adquirida la imagen, mediante threshold [93] se procede a segmentar y mediante la
funcién findContours [94], se detectan y cuentan el nimero de contornos (gusanos) detectados:

//Segmentacidn y conteo:
cv::threshold(imagen, imagen_s, ©, 255, cv::THRESH_OTSU);

namedWindow("segmentacion”, 1);
imshow("segmentacion", imagen_s);
cv::imwrite ("imagen_seg.jpg",imagen_s);

vector<vector<cv::Point> > contornos;

vector<cv::Vec4i> h;

cv::findContours(imagen, contornos, h, CV_RETR_LIST,
CV_CHAIN_APPROX_NONE);

int numContours = contornos.size();

printf("Encontrados %d\n", numContours);

conteo=conteo+numContours;

El método escogido ha sido el Otsu, el cual es idéneo cuando las condiciones de iluminacion
varian a segln el momento en que se realice el experimento.

Una vez detectados y contados, se hace la distincién mediante el operador %, el cual hace la
division y devuelve el resto. Si este es 0 serd par, en caso contrario sera impar:

//Detectar par o impar:
if (conteo%2==0)

opc=0; //Pares config. 1
else

opc=1; //Impares config. 2

Cabe destacar que, puesto que es posible que detecte mas de un C. elegans, puede que en dos
iteraciones consecutivas el nimero pueda ser impar o par. Todo esto depende de la
concentracién de C. elegans con la que se trabaje.

Una vez determinado el caso, se hace una distincidn para enviar una configuracién u otra a

Arduino:
//Opciones una vez se ha la hecho detecciodn:
if((opc==1)&&(opc_ant!=opc))
{
printf("Config 2\n");
digitalWrite (pwmPinl, 1);
opc_ant=opc;
//mandar config 2
}
if((opc==0)&&(opc_ant!=opc))
{
digitalWrite (pwmPinl, ©);
printf("Config 1\n");
opc_ant=opc;
//mandar config 1
}
}
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Finalmente, en el caso de haber salido (se ha activado el pulsador de salida), se libera la cdmara
y se envia la configuracion 1 (configuracidn por defecto) al Arduino. Por ultimo, se espera a la
pulsacion de una tecla en el caso de que se quiera revisar los datos de la consola, antes de
finalizar el programa.

Camera.release();

digitalWrite (pwmPinl, ©);

printf("Fin de programa\n");

printf(“Detectados: %d, Impares: %d Pares: %d\n", conteo, impares, pares);
getchar();

return 0;

Una vez explicado el programa a ejecutar en la Raspberry, se procede a analizar el disefiado para
Arduino. Un programa para Arduino consta de 3 partes. En la primera parte, se definen las
diferentes variables a utilizar:

int pinLed1=9;
int pinLed2=10;

//Valores de Dutty Cycle:
//Casol:

//int Vmax=99;

//int Vmin =19;

//Caso2:

int Vmax=120;

int Vmin=6;:

//0tros valores:
int tespera=3000; //Tiempo minimo de espera en miliseg antes de retornar a la otra
//configuracion.

float value = 9;
int vall=0;
int val2=0;
int val3=0;
float val_v1=0;
float val_v2=0;
float val_v3=0;
int conf=0;
int conf_ant=0;

Por otro lado, la segunda parte, void setup [95], es la parte en la que se realiza la configuracion
y se ejecutan aquellas instrucciones que solo se van a ejecutar una sola vez. En este caso, en
dicha parte se configura la velocidad del puerto serie a 115200 buidos. Por otro lado, se fija la
configuracién por defecto para que el programa ya comience con esta y se configura la sefial de
frecuencia mediante la funcién tone, la cual generara una sefial cuadrada de 40Hz entre 0y 5
voltios.

void setup() {
Serial.begin(115200); //iniciar puerto serie
analogWrite(pinLedl,Vmax); //Config por defecto
analogWrite(pinLed2,Vmin); //Config por defecto
tone(2,40); //Sefial de frecuencia 40Hz
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Por ultimo, en la tercera parte, void loop [96], se encuentra la parte del cédigo que se ejecutard
repetidamente mientras la placa se encuentre encendida. De este modo, en primer lugar, se lee
el estado de la seial de Raspberry ademas del valor de GND de esta. Debido a problemas con la
sefial al realizar la lectura con digitalRead(), tanto la lectura del estado como la de GND, se
realizan mediante analogRead y el valor resultante de la resta de ambas, se compara con 1,5V
(valores por debajo de 1,5 V son un 0 digital), para determinar el caso a tratar.

Una vez determinado el caso, se envia una opcién u otra hacia las bombas. Cabe destacar que,
resulta vital almacenar el estado anterior, con el objetivo de evitar que en cada iteracién se
sobrescriba el estado cuando el estado anterior es el mismo.

void loop() {
//Lectura Entradas:
vall = analogRead(A@);
val v1=(5.0/1024)*vall;
val2 = analogRead(Al);
val v2=(5.0/1024)*val2;
val_v3=val vil-val v2;
//Determinar la configuracién a usar:
if(val_v3<=1.5){
conf=0;
}
elseq{
conf=1;

}

//Actuacion sobre las bombas:
if((conf==0)8&&(conf_ant!=conf)){
analoghrite(pinLedl, Vmax);
analoghrite(pinLed2, Vmin);

conf_ant=conf;
//Configuracidén 1

}

if((conf==1)&&(conf_ant!=conf)){
delay(1);
analoghrite(pinLedl, Vmin);
analoghrite(pinLed2, Vmax);
delay(tespera); //Esperar tespera
conf_ant=conf;
//Configuracidén 2

}

}

El tiempo de espera dependerd de las diferentes pruebas, en este caso se prueba con 3
segundos, aunque la conmutacion no fue posible a un tiempo inferior 50 segundos tal y como
se comentara en el apartado 6.

5.2. PUESTA EN MARCHA Y MONTAIJE

A lo largo del siguiente apartado se van a comentar los diferentes pasos a realizar durante las
diferentes pruebas experimentales, ademds de comentar los diferentes montajes utilizados. Por
ultimo se tratard la configuracién del sistema de vision.
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5.2.1. Montaje

Durante las diferentes pruebas que se realizaron en el laboratorio, se fueron probando
diferentes configuraciones con el objetivo de mejorar la solucién.

El montaje fue colocado sobre el chasis de una impresora 3d antigua disponible en el laboratorio,
la cual disponia de un carro con un soporte para la cdmara, pudiendo moverla a lo largo del eje
horizontal x y el eje vertical (eje z), permitiendo regular su posicién sobre el eje longitudinal del
microdispositivo y su altura respectivamente.

La primera configuracidén probada (figura 98), fue con tipo de luz frontal con la ayuda de una
[dmpara tal y como puede verse a continuacion:

Figura 98: Montaje del Sistema con luz frontal. Fuente propia

Observando la figura 98, puede verse como el microdispositivo se encuentra en el centro
(rectangulo verde) y a un lado quedan las bombas piezoeléctricas (flechas rojas), las cuales se
fijaron con cinta adhesiva dado que su vibracién era muy pequefia. Por otro lado, también
quedan a un lado el depdsito de las bombas piezoeléctricas, el depdsito de descarga del
microdispositivo (a la izquierda) y el tubo proveniente de la bomba NE-300 (a la derecha). En la
parte superior queda colocada la cdmara con la dptica pin-hole (flecha azul).

Cabe destacar que, como posible solucién a las pequefias fugas, aunque en este segundo
microdispositivo eran muy pequefias, surgid la idea de fijar los tubos con pegamento al
microdispositivo. Sin embargo, dicha idea se descarté puesto que durante el cebado era
necesario colocar los tubos de salida de la bomba por debajo de esta, por lo que es necesario
extraerlos del microdispositivo cada vez que se cebaba el sistema.

La soluciéon propuesta en la figura 98 solucidn no proporciond los resultados deseados, tal y
como se comentara con detalle en el apartado de Resultados, por lo que se optd por utilizar otra
técnica de iluminacion.

El segundo montaje realizado fue con iluminaciéon backlight [97]. Dicha técnica consiste en
colocar el microdispositivo entre la iluminacion y la cdmara, de modo que con una fuente de
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iluminacion potente, es posible iluminar a través del objeto. De este modo se tratd de visualizar
el fondo del canal y por tanto, a los C. elegans, los cuales son altamente traslucidos. Se utilizé

como fuente, una lampara led de alta potencia, la cual se encontraba disponible en el laboratorio
(figura 99):

Figura 99: Luz de alta potencia. Fuente propia

A continuacidn (figura 100), puede verse el montaje con el tipo de iluminacidn backlight:

Figura 100: Montaje del Sistema con luz backlight, versidn 1. Fuente propia

Tal y como puede verse en la figura anterior, se tapd todo el montaje con una tela, con el
objetivo de evitar la entrada de luz desde el exterior.

Cabe destacar que, tras diversas pruebas, se detectd que a la cdmara, le llegaba excesiva
iluminacidn proveniente de la parte no tapada por la pieza, por lo que no se llegaba ver a esta.
De este modo, tal y como puede verse en la figura 101, se colocd un trozo de cartén encima del
microdispositivo, con una abertura del tamano del microdispositivo y se cerré todavia mas con
cartén alrededor, con el objetivo de que no llegara el resto de luz a la cdmara.
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Figura 101: Montaje del Sistema con luz backlight, version 2. Fuente propia

Por otro lado tal y como se comentd en el aparto 3.4.3, con el fin de evitar desajustar la otra
camaray grabar mas facilmente la distribucién de los flujos tintados, se hizo uso de otra cdmara.
De este modo el montaje alternativo que se utilizé puede verse a continuacién:

Figura 102: Montaje alternativo para visualizar los flujos tintados. Fuente propia

Por ultimo, a continuacién (figura 103), puede verse toda la parte del montaje electrénico con
los diferentes dispositivos utilizados. Para mayor detalle de las diferentes conexiones puede
consultarse el plano 7.
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Y Raspberr\

Figura 103: Montaje de los diferentes dispositivos electrénicos. Fuente propia
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Observando la figura anterior pueden verse dos pulsadores. El primero de ello, es el utilizado
para finalizar el programa. Por otro lado, puesto que no fue posible la deteccién de C. elegans
en el microdispositivo, el segundo pulsador se encarga de simular que ha sido detectado un C.
Elegans, permitiendo asi probar si es posible alternar entre las dos configuraciones de flujo (1 6
2). Dicho pulsador no aparece referenciado en el plano 7, debido a que en el caso de haber sido
detectados C. elegans, no seria necesario.

Cabe destacar que, a diferencia de lo que ocurre en Arduino, la placa Raspberry Pi dispone de
resistencias Pull up y Pull down en todos los pines GPIO, configurables por software, por lo que
se pueden conectar directamente los pulsadores a sus pines, sin que se genere una
indeterminacién en el estado de la sefial.

5.2.2. Modo de operacion

El primer paso a la hora de trabajar fue el cebado de las bombas piezoeléctricas. De este modo,
tal y como puede verse en la figura 104, se debe introducir suavemente el fluido hasta llenar el
tubo de entrada a la bomba, e inmediatamente después introducir el tubo en el depésito. Por
otro lado, se debe colocar el tubo de salida de la bomba por debajo de esta, hasta que esté
completamente lleno. Una vez realizado, la bomba queda cebada y el tubo de salida puede
colocarse donde convenga.

Figura 104: Cebado de la bomba. Fuente propia
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Cabe destacar que, para las primeras pruebas, se utilizé tanto el microdispositivo como las
bombas, Unicamente con agua con el fin de comprobar el correcto funcionamiento.

Una vez cebadas las bombas piezoeléctricas, se debe realizar la carga de los C. elegans en la
jeringa. Los C. elegans se encuentran en placas de Petri sobre una superficie de agar, en la cual
se han cultivado bacterias como alimento. De este modo, se debe introducir una pequeiia
cantidad de agua para disolver dicha superficie y poder absorberlos con la jeringa.

Una vez cargados, se coloca la jeringa sobre la bomba NE-300 (figura 105), conectando esta al
tubo de entrada al microdispositivo:

K.

-

Figura 105: Bomba NE-300 con la carga de C. elegans en la jeringa. Fuente Propia

Una vez cebadas las bombas piezoeléctricas y habiendo colocado la jeringa sobre la bomba NE-
300, se procede a realizar las diferentes pruebas.

Para la parte de pruebas con flujos, se utilizé colorante alimentario para pasteleria disuelto en
agua. De este modo, el flujo principal quedara en color azul, y el flujo de control (flujo de las
bombas piezoeléctricas), quedara en color rojo.

A la hora de realizar los videos de las diferentes pruebas, se hace uso el comando raspivid [98].
De este modo, se ejecuta el siguiente comando:

> raspivid -t @ -awb OFF -awbg 1,1 -ss VALOR -o NOMBRE_ARCHIVO.h264 ‘

Donde —t 0, indica el tiempo de duracion, el cual si es 0 finaliza a voluntad del usuario, -awb OFF
desactiva el modo automatico del Balance de blancos (AWB), -awbg 1,1 es el balance de la
ganancia roja y azul, la cual se deja en esos valores, -ss es el tiempo de exposicidon (‘shutter
speed’) especificado en microsegundos, el cual dependera del tipo de grabacién que se vaya a
realizar tiempo de grabacion. De dicho pardmetro se hablara con mayor detalle en el apartado
5.2.4. Por ultimo —o NOMBRE_ARCHIV0.h264 indica el nombre de salida del fichero de video
con formato h264, el cual es un cddec de video de alta compresion.

Por ultimo indicar que, puesto que tal y como se comentara en el capitulo 6, no fue posible
detectar C. elegans en el microdispositivo, con el fin de poder realizar las diferentes pruebas, se
simulara su deteccion mediante el uso de un pulsador. Al igual que con el resto de pines, el
primer paso es definir el tipo (INPUT):
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const int butPin = 17; //Broadcom pin 17, pin 11.Simula que se ha encontrado gusano

int main(){

pinMode(butPin, INPUT); //Definicidn del Pin. Simula que se ha encontrado gusano

Una vez definido el pin, y ya dentro del bucle While, junto antes de la distincion del caso, se hace
la lectura del pin y la distincién en funcién de si es par o impar:

//Deteccidén simulada con botodn:
boton=digitalRead (butPin);
if((boton==1)&&(boton_ant!=boton))
{

conteo++;

}

boton_ant=boton;

//Detectar par o impar:
if (conteo%2==0)

opc=0; //Pares config. 1
else

opc=1; //Impares config. 2

Posteriormente ya se continuaria con el envio de una configuracién u otra tal y como se comenté
en el apartado 5.1.4.

5.2.3. Condiciones de operacion

Conocidos los caudales necesarios con ayuda del software de simulacidn, es necesario traducirlo
en un valor de voltaje y ciclo de trabajo para poder trabajar con Arduino.

En primer lugar, a partir de las graficas proporcionadas por el fabricante, se obtienen las
ecuaciones que permiten hacer la conversion entre los diferentes parametros. De este modo a
continuacién (figura 106), puede verse tanto la grafica como la ecuacién (ec. 28), que relaciona

el voltaje de control (Vin) y voltaje el suministrado por el driver (Vpp):
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y =-2,0696x? + 76,927x + 35,272
R? =0,9999

Vin - Vpp
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Figura 106: Grafica Vin-Vpp Driver MPD-200A. Fuente Propia

Vop (V) = —2,0696V;,% + 76.927V;, + 35.272 (ec.28)

Tal y como puede verse, presenta un alto ajuste (R>=0.9999).

Por otro lado, la gréfica y la ecuacidn que relaciona el voltaje suministrado por el driver (A) y el

caudal proporcionado por la bomba (Q), para 40 Hz (frecuencia con la que se trabaja), presentan
la siguiente forma:

=0,1072x - 2,8143
Vpp-Q ' R2=1
30

25
20

15

Q (mL/min)

10

0 50 100 150 200 250 300
Vpp(V)

Figura 107: Grafica Vpp-Q Bomba SDMP 320. Fuente Propia

Q(mL/min) = 0.1072Vpp — 2.8143 (ec.29)

En este caso el ajuste también es muy bueno (R?=1).
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Despejando Vpp de la ec. 29, y sustituyendo en la ec. 28, se obtiene la ecuacidn 30, la cual permite

hacer la conversidn directa entre el caudal deseado (Q) y el voltaje de control necesario (Vin):

Q+ 2.8143)

—76.927 + \/6209.76 — 8.2784 - ( 01072

—4.1392

Vi,(V) = (ec.30)

Tras varias comprobaciones, se toma como correcta la solucién de la raiz positiva.

De acuerdo con lo indicado en el apartado 4.2.3, se van a probar experimentalmente dos casos
con diferentes condiciones de funcionamiento. A continuacion (Tablas 10y 11), pueden verse
los diferentes valores de caudal para cada entrada y su correspondiente valor de ciclo de trabajo
(‘Dutty Cycle’, DC), para cada condicién de funcionamiento:

Caso 1
Ne Entrada | Q(mL/min) | V (v) DC (%) DC Arduino
1 0,534 - - -
2 16,1 1,94 38,8 98,94=99
3 4 0,371 7,42 18,92=19

Tabla 10: Condiciones de Operacidn caso 1

Caso 2
N2 Entrada | Q (mL/min) | V (v) DC (%) DC Arduino
1 1,22 - - -
2 19,2 2,36 47,2 120,36=120
3 2 0,126 2,52 6,426=6

Tabla 11: Condiciones de Operacion caso 2

Tal y como se comentd en el apartado 5.1.2, el valor a introducir en Arduino debe ser un entero.
En este caso se ha optado por hacer un redondeo.

5.2.4. Configuracién del sistema de vision

Una vez descrito el montaje y la forma de trabajo, se procede a describir el proceso para el ajuste
del sistema de vision.

En el caso de la cdmara seleccionada para el proceso de deteccién, a la hora de ajustar el
enfoque, en primer lugar se hicieron pruebas fuera del montaje, con el objetivo de determinar
la distancia de separacion con el objeto. Una vez estimada se procede colocarla sobre el montaje
(figura 98). Por otro lado, aparte de poder regular la altura y desplazamiento horizontal tal y
como se comentd anteriormente, también puede ajustarse el enfoque girando los diferentes
acoples alejando o acercando la lente pin-hole al objeto.

En el caso de la cdmara que se utilizd para grabar los videos de la distribucién de los flujos, el
ajuste del enfoque debe hacerse manualmente girando la lente de la cdmara. De este modo con
ayuda de unas pinzas (figura 106), se ajusta el enfoque:
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Figura 108: Ajuste enfoque Raspberry Pi Camera Rev 1.3. Fuente Propia

El concepto de tiempo de exposicion (shutter time) [99], es el tiempo que permanece abierto el

obturador de la camara, es decir, es el tiempo que el sensor queda expuesto y por tanto estd
recibiendo luz. Se suele expresar en segundos y fracciones. La velocidad de obturacién (shutter
speed), es el valor inverso al tiempo de exposicién pero ambos se refieren al mismo concepto.
Dicho parametro es el que se indica en el comando raspivid, indicado en el apartado 5.2.2.

De este modo mayores tiempos de exposicidon, implicara que el sensor queda expuesto mas
tiempo, siendo este caso especialmente indicado para condiciones de baja luminosidad, como
es el caso del montaje con luz backlight. En dicho montaje es necesario utilizar elevados tiempos
de exposicidén, para poder captar los canales iluminados por la poca luz que atraviesa el
microdispositivo.
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

6.1. RESULTADOS

Tal y como se comentd en el aparto 3, en un principio la solucion se oriento a clasificar los C.
elegans en funcion de si presentaban fluorescencia. Sin embargo, debido a la imposibilidad de
este conseguir este tipo de C. elegans, se opté por intentar clasificarlos enviando los gusanos
pares por una salida y los impares por la otra.

En primer lugar, se trabajé con la técnica de iluminacidn frontal con la ayuda de una lampara

orientable. De este modo, tras varias pruebas se obtuvieron los siguientes dos resultados, ambos
obtenidos enfocando de forma diferente con la [dmpara, pero sin variar la configuracién de
iluminacion frontal:

Figura 109: lluminacion frontal, ajuste 1. Fuente Propia

Figura 110: lluminacion frontal, ajuste 2. Fuente Propia
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Ambas imagenes se obtuvieron con una velocidad de obturacién de 33 milisegundos (raspivid -
ss 33000). Cabe destacar que, esta configuracién (figura 98) no proporciond los resultados
deseados, ya que no fue posible visualizar C. elegans tal y como puede verse en las figuras 109
y 110. Esto puede ser debido a que, tal y como puede verse el material contiene numerosas
particulas brillantes, las cuales pueden hacer que los C. elegans no sean vistos.

Mediante la segunda técnica utilizada, la iluminacién tipo backlight se tratd de visualizar los C.
elegans, tratando de que una pequefia parte luz que atraviesa el microdispositivo, iluminara su
cuerpo altamente traslucido. De este modo mediante el primer montaje backlight (figura 100),
se obtuvo el siguiente resultado (figura 111):

Figura 111: lluminacion backlight shutter speed 1 segundo. Fuente propia

Tras varias pruebas, se descubrid que llegaba mucha luz por alrededor del microdispositivo y
esta volvia a ser proyectada sobre la superficie, por lo que el resultado era no era el deseado.
Tal y como puede verse, la imagen queda muy iluminada si se compara con los resultados
obtenidos mediante la segunda version de este montaje.

Mediante la segunda version del montaje con tipologia de iluminacion backlight (figura 101), al
dejar libre Unicamente la superficie del microdispositivo mediante un cartén, tal y como se
describe en el apartado 5.2.1, la imagen obtenida es mucho mas oscura. En este caso con
velocidades de obturacién de 33 ms, no era posible detectar nada, por lo que fue necesario
incrementar a valores de varios segundos, lo cual no es asumible para este tipo de aplicacion,
por lo que seria necesario adoptar una serie de medidas las cuales se describirdn en el apartado
siguiente. De este modo a continuacidn, pueden verse los resultados para velocidades de
obturacion de 1 (figura 112) y 5 segundos (figura 113):
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Figura 112: lluminacion backlight shutter speed 1 segundo. Fuente propia

Figura 113: lluminacion backlight shutter speed 5 segundos. Fuente propia

Ahora lo que realmente se ve es debido a la luz que atraviesa el microdispositivo y no debido a
reflejos como ocurria en el caso anterior de iluminacidn backlight (figura 111). Sin embargo,
tampoco fue posible detectar C. elegans, lo cual hace necesario pensar y tomar una serie de
posibles medidas para solucionarlo (apartado 6.2). Dado este caso, se utilizé un botén con el
objetivo se simular la deteccién (apartado 5.2.2) y poder hacer pruebas con la conmutacion
entre las dos configuraciones (Qmax Y Qmin), €s decir intercambiar los puntos de funcionamiento
de las bombas si el gusano detectado era de un tipo u otro.

Respecto a la prueba de distribucion de flujos, tal y como se comenté en el apartado 4.2.3, se
hicieron pruebas con dos casos con diferentes condiciones de operacién (apartado 5.2.3), en las
cuales se traté de visualizar la correcta distribucién de flujos, tratando de comprobar si el flujo
conmutaba de salida, segun el tipo detectado. En ambos casos, el resultado obtenido fue muy
similar, por lo que con el fin de no alargar excesivamente el presente documento se mostrara el
resultado obtenido para el caso 2, mostrando cuando el flujo va por abajo (figura 114) y por
arriba (figura 115):
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Figura 114: Prueba del flujo con colorantes, flujo hacia abajo. Fuente propia

Figura 115: Prueba del flujo con colorantes, flujo hacia arriba. Fuente propia

Tal y como puede verse en ambas imagenes, las salida no utilizada queda en tono blanco, lo que
indica que se encuentra llena de aire, y por tanto no sale fluido. Podria haberse asumido la salida
de flujo de control (flujo rojo) por la salida contraria, siempre que la mayor parte de flujo azul
(flujo que transportaria los C. elegans) saliera por la salida correspondiente.

Respecto al tiempo necesario para que el flujo cambie de salida, como minimo fue necesario 50
segundos, es decir, fue necesario intercambiar los puntos de funcionamiento de las bombas y
mantener la accién durante 50 segundos para que el flujo cambiase y saliera por la otra salida,
lo cual no es asumible para la aplicacion que se desea disefiar.

6.2. CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

A lo largo de presente proyecto se ha tratado de evaluar y disefiar un dispositivo que permitiera
la manipulacién e inspeccidn de C. elegans, en funcidn de si presentaban fluorescencia o no. Tal
y como se comento en el aparto 3, debido a la imposibilidad de conseguir este tipo de C. elegans,
se optd por intentar clasificarlos enviando los gusanos pares por una salida y los impares por la
otra. Dado este caso, se ha presentado el posible cédigo para amabas soluciones.
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Otra dificultad encontrada fue en la fabricacidon. En un primer lugar tal y como se indico, se
planteé el disefio para C. elegans L1, pero dada la imposibilidad de su puesta en prdctica con la
tecnologia de microfabricacién disponible, se extrapold todo el disefio para C. elegans L4, el cual
si fue posible fabricar.

En cuanto a los resultados obtenidos, puede verse como el objetivo ha sido conseguido en su
mayoria. Se ha disefiado un dispositivo el cual con unas modificaciones puede llegar a dar los
resultados deseados, se han seleccionado los diferentes equipos necesarios y se ha puesto en
practica para poder determinar su viabilidad. Por ultimo, se han analizado los resultados
obtenidos y se han buscado las posibles causas de fallo y mejoras a realizar.

En un primer momento fue necesario revisar numerosa documentacion, tanto en la fase inicial
de diseflo como en las siguientes fases de seleccién de dispositivos y programacién, lo cual hace
que el presente documento conste de una extensa bibliografia, tal y como podra verse en el
apartado 7. Respecto a las simulaciones, en un primer lugar fue necesario comprender el
funcionamiento del programa y consultar diversos ejemplos lo cual supuso un gran consumo de
tiempo. Por otro lado, con el fin de no alargar excesivamente la presente memoria, Unicamente
se han mostrado los resultados de simulacién mas relevantes, dado que dicho proceso se
extendié durante varios meses llegdndose a realizar un gran nimero de simulaciones y mas de
30 disefios diferentes. De este modo, en el apartado Planos Gnicamente se mostraran aquellos
disefios mas relevantes, los cuales proporcionaron buenos resultados

Respecto a los equipos necesarios, fue necesario realizar una extensa busqueda y contactar con
varios proveedores, sobretodo en el tema del sistema de bombeo. De hecho, fue necesario
contactar con una empresa japonesa (Takasago Electric), para la compra de las bombas
piezoeléctricas y los drivers de las mismas, con la correspondiente dificultad y plazos de trabajo
gue supuso.

Tal y como se ha analizé en el apartado anterior, mediante ambas tipologias de iluminacién no
fue posible visualizar los C. elegans, posiblemente en parte al color del propio material de
fabricacidn y al sellado, ya que este al ser cinta adhesiva tras un rato en contacto con el flujo, se
volvia ligeramente blanqueada y perdia propiedades de traslucidez. Como posibles medidas a
adoptar, destaca un redisefio bien seleccionando otro tipo de material mds traslucido, o bien
con otro tipo de sellado que al mojarse no quede ligeramente blanqueado, como puede ser el
vidrio el cual podria permitir una mejor visién del fondo del canal. Cabe destacar que en el caso
de usar un cristal, seria necesario lijar suavemente la superficie para reducir imperfecciones y
mejorar el sellado. Por otro lado, se deberia evitar uso de pegamentos para fijarlo dado el riesgo
de que este entrara en los canales, por lo que se podria utilizar mordazas. Otra posible
alternativa al uso de un cristal, podria ser recortar un trozo de acetato transparente con la forma
del canal mas un pequefio margen extra, el cual seria colocado sobre el canal y posteriormente
tapada toda la superficie con resina epoxi transparente.

Respecto a la distribucion de flujos, dado que el tiempo de conmutacion era inasumible (50
segundos), como posibles alternativas destaca el uso de configuraciones menos extremas, de
modo que ambas presiones (bombas 2 y 3) estén menos alejadas de un punto central y por
tanto, haya un menor tiempo de conmutaciéon. Por otro lado, un factor determinante en este
tiempo es la longitud de los tubos. Reduciendo la longitud, los cambios producidos por la bomba
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llegan antes al microdispositivo, por lo que el tiempo puede reducirse. Cabe destacar que por
limitaciones prdcticas, debe existir un minimo de longitud de tubo, ya que las bombas no pueden
estar encima del microdispositivo. Otra medida adicional podria ser utilizar tubo de menor
didmetro con juntas flexibles para la transicion entre el tubo de la bomba y este, de modo que
la velocidad se incremente y por tanto los cambios sean efectivos mas tempranamente.

Dados los resultados y teniendo en cuenta las diferentes modificaciones y mejoras propuestas,
para corregir los diversos inconvenientes que se han encontrado durante las pruebas, el
presente proyecto puede tener una alta viabilidad. Como posibles trabajos futuros, se propone
llevar a cabo las diversas medidas mencionadas para solucionar los problemas encontrados.
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PRESUPUESTO

1. PRESUPUESTO

A continuacién se van a describir las diferentes unidades de obra y el presupuesto completo del
presente proyecto:

CAPITULO 1 : Dispositivo y Sistema de Bombeo

Unidad de obra 1: Dispositivo Microfluidico

Cod. Unidad Descripcion Cantidad  P.unitario(€)  P.total(€)
MAT1 ud Dispositivo microfluidico 2 60,00 120,00
% % Costes directos complementarios 0,02 120,00 2,40

Coste total 122,40 €

Unidad de obra 2: Sistema de bombeo en la entrada 1

Cod. Unidad Descripcion Cantidad  P.unitario(€)  P.total(€)
MAT2 ud Bomba NE-300 1 468,27 468,27
MAT3 m Tubo flexible RS PRO PVC 25m 0,5 0,38 0,19

Transparente, Dint 3 mm
MAT4 ud Jeringa BD Emerald 5 ml 1 0,50 0,50
% % Costes directos complementarios 0,02 468,96 9,38

Coste total 478,34 €

Unidad de obra 3: Sistema de bombeo en la entrada 2

Cod. Unidad Descripcion Cantidad  P.unitario(€)  P.total(€)
MAT5 ud Bomba Piezoelectrica SDMP 320 1 126,72 126,72
20 mL/min
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MAT6 ud Driver MPD-200A para bomba 1 114,15 114,15
piez.
MAT7?7 m Tubo flexible Saint-Gobain 1,85 1,60 2,95
Plastico 15m Transparente, Dint
2.4 mm
% % Costes directos complementarios 0,02 243,83 4,88
Coste total 248,71 €
Unidad de obra 4: Sistema de bombeo en la entrada 3
Cod. Unidad Descripcion Cantidad  P.unitario(€)  P.total(€)
MAT5 ud Bomba Piezoelectrica SDMP 320 1 126,72 126,72
20 mL/min
MAT6 ud Driver MPD-200A para bomba 1 114,15 114,15
piez.
MAT7 m Tubo flexible Saint-Gobain 1,85 1,60 2,95
Plastico 15m Transparente, Dint
2.4 mm
% % Costes directos complementarios 0,02 243,83 4,88
Coste total 248,71 €
Total CAPITULO 1 727,05 €
CAPITULO 2 : Electrénica e Informatica
Unidad de obra 5: Sistema de visién y actuacion
Cod. Unidad Descripcion Cantidad  P.unitario(€)  P.total(€)
MATS ud Raspberry Pi 3 Model B 1 31,63 31,63
MAT9 uUd Adaptador Corriente Raspberry Pi 1 12,65 12,65
MAT10 uUd Camara para Raspberry Pi con 1 34,95 34,95
cable, objetivo y acoples
MAT11 ud Conector empalme cable cdmara 1 4,95 4,95
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MAT12 ud Cable camara 50 cm 1 7,09 7,09
MAT13 ud Samsung MicroSDHC EVO Plus 1 6,55 6,55
32GB Clase 10
MAT14 ud Elegoo UNO R3 1 9,99 9,99
% % Costes directos complementarios 0,02 107,81 2,16
Coste total 109,97 €
Unidad de obra 6: Filtros RC
Cod. Unidad Descripcion Cantidad  P.unitario(€)  P.total(€)
MAT15 ud Resistencia 3300 Ohm 2 0,02 0,04
MAT16 ud Condensador 10 pF 2 0,35 0,70
% % Costes directos complementarios 0,02 0,74 0,01
Coste total 0,75 €
Unidad de obra 7: Interconexién dispositivos
Cod. Unidad Descripcion Cantidad  P.unitario(€)  P.total(€)
MAT17 ud Breadboard ELEGOO MB-102 1 3,33 3,33
MAT18 ud Breadboard ELEGOO 170x6 1 2,33 2,33
MAT19 ud Pack Jumper Cable 65Ud macho a 1 4,27 4,27
macho
MAT20 ud Pack Cable de Puente Macho a 1 3,99 3,99
Hembra 40Ud
MAT21 ud Resistencia 10 kOhm 1 0,04 0,04
MAT22 ud Pack 20 Pulsadores 1 0,27 0,27
% % Costes directos complementarios 0,02 14,23 0,28
Coste total 14,51 €
Total CAPITULO 2 125,24 €
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CAPITULO 3 : Ingenieria

Unidad de obra 8: Trabajo del Ingeniero

Cod. Unidad Descripcion Cantidad  P.unitario(€) P.total(€)
MO1 h Ingeniero en practicas 360 16 5760
% % Costes directos complementarios 0,02 5760 115,2
Coste total 5875,2
TOTAL CAPITULO 3 5.875,20 €
Presupuesto ejecucion material 6.727,48 €
Gastos generales (13%) 874,57 €
Beneficio industrial (6%) 52,47 €
Presupuesto ejecucidn por contrata 7.654,53 €
21% IVA 1.607,45 €
Presupuesto Base licitacion 9.261,98 €

Asciende el presupuesto a la cantidad de NUEVE MIL DOSCIENTOS SESENTA Y UNO EUROS CON
NOVENTA Y OCHO CENTIMOS

2. VALORACION ECONOMICA DEL PRESUPUESTO

Tal y como puede verse, en un principio el coste puede parecer elevado, sin embargo costes
como son los de ingenieria Unicamente repercutirian en las primeras unidades fabricadas. De
este modo una vez desarrollado el dispositivo, cada uno de estos podria tener un coste
alrededor de 1000 euros, por lo que se trataria de un dispositivo econdmico frente al resto de
alternativas del mercado, las cuales tienen un coste muy superior. Cabe destacar que, en la
Unidad de obra 1, se han incluido dos dispositivos, dado que se llegaron a imprimir dos
prototipos diferentes, tal y como se ha comentado a lo largo del presente documento.

Por otro lado, en el caso de que se desease trabajar con varios de estos dispositivos en el
laboratorio, se podria reutilizar toda la parte de bombeo y electrdnica, haciendo a este sistema
ampliamente versatil y reutilizable, ademas de poder introducir mejoras y modificaciones
debido a que se trata de una plataforma abierta.

Finalmente, por todo lo anterior y teniendo en cuenta las modificaciones mencionadas en el
apartado 6.2, con el objetivo de obtener un dispositivo totalmente funcional, se deduce que
podria ser una alternativa viable para la manipulacion e inspeccion de C. elegans.
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