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Resumen

En esta tesis se diseno e implement6 una metodologia experimental a escala microfluidica,
enfocada al estudio de la difusiéon en redes cuasi-bidimensionales aleatorias de microcanales.
Para ello, se adapto la técnica de la recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueo
(FRAP) con el objetivo de determinar el coeficiente de difusion efectivo adimensional D/ D
de la fluoresceina en una soluciéon acuosa dentro de estas redes; donde Dy es el coeficiente
de difusion molecular de esta especie. Se estudio el comportamiento de D/Dy en funcion de
dos parametros adimensionales que describen las cualidades geométricas de estas redes: la
homogeneidad v = R/(L) y el aspecto reticular n = (L)/w, donde (L) y w son la longitud
media y el ancho de los canales, y R es el radio de la zona en que la difusién es medida. El
parametro 7y describe los efectos de los detalles geométricos sobre la difusion y 7 cuantifica
el volumen accesible al fluido. Adicionalmente, en estas geometrias estudiamos la respuesta

de D/Dy frente la accion de un flujo periodico de amplitud = y promedio nulo.

Determinamos un parametro critico 7. ~ 2.7 a partir del cual la red puede ser descrita
como un medio efectivo. En esta escala, encontramos que D/Dy ~ 0.7 para un valor fijo
de n = 3.64. Ademas, medimos el efecto del aspecto reticular n sobre la difusién; en este
caso D/Dy disminuye cuando 7 aumenta, llegando rapidamente a un nivel de saturacion
D/Dgy ~ 0.4—0.5 paran > 2.5. Por otro lado, para v = 0.6, lo que llamamos la micro-escala,
se encontr6 que existe una dependencia del ntimero de conexiones existentes en un nodo
de la red sobre D/Dy. En el caso de la accion del flujo externo, observamos un importante
incremento de D/D* en términos de la amplitud adimensional de oscilacion de este flujo

xz/(L), siendo D* el coeficiente efectivo de difusion en ausencia de flujo.

En la primera parte de esta tesis establecemos la base tedrica correspondiente del proceso
de difusion, incluyendo una descripcion para medios no homogéneos. También discutimos los
aspectos relevantes del FRAP, que es la metodologia experimental que usamos en este tra-
bajo. Mas adelante, describimos los métodos experimentales desarrollados, donde resenamos,
entre otros detalles, la forma de obtener geometrias reticulares desordenadas mediante los
mosaicos de Voronoi y el procedimiento de construcciéon de los microcanales que reprodu-
cen estas geometrias. Luego, mostramos en detalle los resultados experimentales, entre ellos,
los ya mencionados. Finalmente incluimos las conclusiones del presente trabajo, presentando

ademas las sugerencias para futuras investigaciones en este tema.



Abstract

In this research, an experimental methodology at microfluidic scale was designed and
implemented, focused on the study of diffusion in quasi-two-dimensional randomly distribu-
ted networks of microchannels. The technique of fluorescence recovery after photobleaching
(FRAP) was adapted to measure the dimensionless effective diffusion coefficient D/Dq of
fluorescein in aqueous solution within these networks; where Dy is the molecular diffusion
coefficient of this specie. The behavior of D/D, was studied as a function of two dimen-
sionless parameters describing the geometrical attributes of the networks: The homogeneity
v = R/(L) and the reticular aspect n = (L)/w, where (L) and w are the mean length and
the width of the channels respectively, and R is the radius of the zone onto the diffusion
is measured. The parameter v describes the effects of geometrical details on the diffusion,
and 7 quantifies the volume accessible to the fluid. Additionally, within these geometries, the
response of D /Dy was studied under the action of a periodic flow with amplitude x and zero

net flux.

A critical parameter 7, = 2.7 was obtained to describe the scale in which the network
can be described as an effective medium. On this scale, it was found that D/Dy = 0.7 at a
fixed value of n = 3.64. Additionally, we measured the effect of the reticular aspect n on the
diffusion. In this case D/D, decreases when 7 increases, reaching rapidly a saturation level
D/Dy = 0.4 — 0.5 for n > 2.5. On the other hand, for v = 0.6, what is called the micro-
scale, the value of D/Dy was found to depend on the number of connections converging on a
node of the network. Furthermore, in the case of the action of the external flow, a significant
increase of D/D* was observed in terms of the dimensionless amplitude of oscillation of the

flow z/(L), where D* is the effective diffusion coefficient in the absence of flow.

In the first part of this research, the theoretical basis of the diffusion process is established,
including a description for heterogeneous media. Relevant aspects of FRAP are also discussed,
which are part of the experimental methodology used in this work. Then, the experimental
methods developed in this thesis are described, including the approach to design disordered
lattice geometries through Voronoi tessellations. The method for building the microchannels
with these geometries is explained also. Later, the experimental results are presented in detail,
including the ones already mentioned. Finally the conclusions of this study are summarized,

as well as some suggestions for future research in this topic.
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jSirena, como turba tu voz enganadora
jcomo haces dulce el lloro y agradable el tormento!
fontana cristalina del parque de la aurora,

que nunca has de apagar la viva sed que siento.

Atalanta, que alegras con tus labios risuenos
mis neurdticas noches de muchacho enfermizo;
Esfinge, que te yergues frente a mis locos suenos;

Arcdngel, que me niegas la entrada al Paraiso...

Por la Nada huye el Tiempo en su carro triunfante
—squién podrd detener el curso de lo Eterno?—
jAbre, divina duenia, la puerta de diamante:

no importa que tu alcdzar llame cielo al infierno!

Medardo Angel Silva
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Motivaciones del presente trabajo

En la naturaleza existen diversas formas de trasporte de materia, momentum y energia.
Estos procesos se dan en amplios regimenes de escalas espacio-temporales lo que ha dado lugar
a desarrollar descripciones muy particulares validas dentro de cierto rango de parametros
que caracterizan el fenémeno estudiado. Desde escalas astronémicas tales como los jets de
energia expulsados por pulsares, pasando por corrientes de aire de la atmosfera, o transporte
de electrones en nanoestructuras nos dan la idea de la amplitud de condiciones donde los

fenémenos de transporte estan presentes.

Mas particularmente, hablando ya de fluidos, los procesos de transporte de materia tienen
gran importancia en estudios como reacciones quimicas, transferencia de proteinas a nivel
celular, recuperacion de solutos dentro de medios porosos, movilidad de espermatozoides, por
citar algunos. Todos éstos, aqui mencionados, tienen lugar en una escala tal donde los efectos
viscosos y superficiales toman un papel clave en la descripcion del medio y de la dinamica
resultante. La microfluidica es el campo que precisamente cubre esta escala, con fluidos que
transitan en canales del orden de 100 um y con volimenes del orden de nanolitros, y donde
los efectos inerciales son despreciables frente a los efectos viscosos. Una forma de cuantificar
este régimen es mediante el nimero de Reynolds:

_ pVo Lo
,r] Y

Re (1.1)



donde p es la densidad del medio, Vj y Ly son las velocidades y longitudes caracteristicas
del proceso, respectivamente; y 71 es la viscosidad dinamica. Vemos, por lo tanto, que el
numero de Reynolds es una comparacion entre los efectos inerciales y los viscosos. En la
escala microfluidica, la longitud caracteristica es Lo ~ 1 um, y su velocidad V5 = 10 pm/s.
Para el caso que el medio sea acuoso, la llamada viscosidad cinemdtica n/p ~ 107% m?/s, por
lo que Re ~ 1075, Esto nos dice que la escala microfluidica responde a regimenes de bajo

namero de Reynolds (Re < 1), siendo los efectos viscosos los que prevalecen.

Experimentalmente hablando, la microfluidica es un campo de reciente desarrollo, a par-
tir de la década de 1990s (Tabeling), 2005). Esto gracias a la miniaturizacion de los sistemas
microelectro-mecanicos (MEMS por sus siglas en inglés), lo cual facilité la construccion,
control y deteccion de sistemas microfluidicos. Entre estos instrumentos podemos mencio-
nar microreactores quimicos, microbombas, sistemas de separacion de especies quimicas, por
mencionar algunos. Hoy en dia los sistemas microfluidicos tienen una enorme aplicacion en
quimica y biologia por la versatilidad que presentan al efectuar analisis y pruebas. Ademas, la
mayoria de sistemas microfluidicos en si (no sus instrumentos de control y sensores) pueden
ser construidos en materiales suaves, tales como polimeros, elastomeros o plasticos, lo que
los hace aptos para ser combinados con varios otros elementos, lo que se conoce comtinmente

como la tecnologia lab on a chip.

Por otra parte, el advenimiento de la microfluidica, también ha motivado que diversos
aspectos teoricos de la mecénica de fluidos sean enriquecidos y probados. La hidrodinamica,
mezclas, flujos en gotas y chorros, fendomenos de interfases en estas escalas, procesos de difu-
sion, son habitualmente motivo de estudios tedricos, experimentales y numéricos. También,
asuntos como la cinética de reacciones quimicas y transferencia de calor se han apoyado en

regimenes microfluidicos para su caracterizacion.

Estas técnicas microfluidicas, por lo tanto, ofrecen un alto nivel de control de la geometria y
condiciones en general (flujo externo, ausencia de turbulencia), lo que ha abierto la posibilidad
de llevar a cabo estudios de procesos complejos que en otro escenario resulta complicado
estudiar. Entre éstos podemos mencionar los fenémenos de transporte que toman lugar en
estructuras vivas; en las que la naturaleza misma de ellas, impide un 6ptimo control de las

condiciones de experimentacion.

Hablando en este sentido mismo, un problema actual dentro de la biologia celular es com-

prender los procesos de trasporte de proteinas dentro de las células. Especificamente, existen



estudios que tratan de entender bajo qué tipo de transporte tiene lugar este desplazamiento
de proteinas. Ademas, teniendo en cuenta las diferentes estructuras internas presentes en
la célula (organelos), la geometria por la cual se produce el transporte es de fundamental

importancia para tener una adecuada descripcion (Dayel et al., [1999; Dieteren et al., |2011)).

Una estructura interna presente en las células biologicas es el reticulo endoplasméatico
(ER). En éste se observan dos regiones bien marcadas: el llamado ER rugoso que esté formado
por sacos o cisternas aplanadas, y el ER liso formado por una red de tibulos que recuerda a
una geometria reticular bidimensional no uniforme, ver figura [I.1] El ER se extiende por el
citoplasma estando conectado con la membrana nuclear externa. El espacio interior, o lumen,

del ER y la membrana nuclear forma un solo compartimento.

La funcion del ER es variada dependiendo del tipo de célula, incluyendo la sintesis de lipi-
dos, hormonas sexuales, proteinas por mencionar algunos. Asi, el lumen del ER se encuentra
poblado de estos compuestos y otros solutos en un medio acuoso. Adicionalmente a lo dicho,
en el lumen del ER también se produce un transporte de estos productos, los cuales se mue-
ven en el interior de estos tibulos a través de toda esta estructura. En tal sentido, muchos
trabajos acerca del proceso de transporte en el reticulo endoplasmatico han sido efectuados,
usando modelos de difusion en estas geometrias (Dayel et all [1999; [Sbalzarini et al., 2005;
Cui-Wang et al., 2012).

Al ser el ER parte de un organismo vivo su estructura es muy dinamica, particularmente
hablando del ER liso, se ha observado que su geometria reticular cambia continuamente,
pudiéndose crear nuevos nodos y/o aristas, asi como desaparecer. Este tipo de factores limitan
la posibilidad de, al efectuar un estudio experimental, tener las mismas condiciones en cada
realizacion; por tal razén muchas repeticiones son efectuadas con el proposito de tener una

aproximacion estadistica valida.

No obstante que el transporte en el ER ha sido estudiado en base a modelos difusivos, otros
procesos de transporte activo también han sido propuestos. La acciéon de motores moleculares
en los filamentos, asi como también las propiedades visco-elasticas de la estructura misma
(ER) y medio circundante (citoplasma, citoesqueleto) pueden dar origen a un movimiento

dirigido que acelera el transporte de masa (Brangwynne et al., [2009).

Motivado en lo anterior, este trabajo se enmarca en estudiar el proceso difusivo de un

fluido en geometrias similares a las mostradas por el ER. Para ello, se desarrollard una meto-
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Figura 1.1: Reticulo endoplasmaético de una célula.

(a) Representacion esquematica de una célula animal superior. Se destacan algunas estructuras internas,
entre ellas el ER. (b) Esquema del ER junto al nticleo celular, observamos la geometria distintiva del ER
rugoso y del ER liso. (c¢) Fotografia real del ER: Vemos la estructura de redes dentro de la que circulan los
fluidos celulares. Se utiliza una técnica de excitacion de la proteina fluorescente verde para poder observar la
estructura. Imagen cortesia de Jorge Toledo. BNI/SCIAN Lab, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

dologia experimental que incluye caracterizar y reproducir estas estructuras reticulares, pero
ahora estaticas, usando técnicas microfluidicas de fabricacion, para posteriormente utilizarlas
con el fin de observar el desarrollo del proceso difusivo en estas redes, bajo distintas condi-
ciones experimentales y ademas, haciendo uso de procesos de fluorescencia para cuantificar

la difusién.



1.2. Recuperacion de la fluorescencia después del foto-

blanqueo (FRAP)

Una técnica experimental para estudiar la difusion es la llamada recuperacion de la fluo-
rescencia después del fotoblanqueo (FRAP por sus siglas en inglés). Esta fue desarrollada a
mediados de los 70s para medir propiedades en los procesos de transporte en sistemas peque-
fios tales como el movimiento de moléculas en células vivas (Jacobson et al.,[1976). La técnica
FRAP consiste en marcar a las moléculas cuya difusion se desea estudiar con un fluoréforo,
una molécula fluorescente que puede emitir luz visible al ser excitada con la apropiada longi-
tud de onda de la radiacion incidente. Esta molécula fluorescente debe ser lo suficientemente
pequena para no afectar las propiedades difusivas de la molécula bajo estudio. O simplemente
podemos estudiar las propiedades de la difusion de las moléculas fluorescentes mismas, las
cuales pueden ser de tamano comparable con otras moléculas disueltas en la solucién o el
medio celular. Estudios recientes se basan en el uso de la proteina fluorescente verde como

fluoroforo para el estudio de la movilidad en el interior de estructuras celulares (Dayel et al.,
1999; Dieteren et al., 2011)).

El principio del FRAP se basa en destruir la fluorescencia localmente mediante la irradia-
cién de un laser o una fuente de luz intensa adecuada sobre una zona fluorescente. Producto
de esta exposicion, la fluorescencia desaparece irreversiblemente quedando oscurecida la re-
gidon expuesta, esto es conocido como el fotoblanqueo. Luego, esta region empieza a recuperar
progresivamente su fluorescencia debido a la difusion de las moléculas no blanqueadas cir-
cundantes hacia la region fotoblanqueada. Asi, el flujo difusivo de las moléculas causa que la
concentracion de moléculas fluorescentes crezca en tiempo en la zona fotoblanqueada, lo que
se relaciona directamente con el nivel del fluorescencia observado y las propiedades difusivas

de la especie.

1.2.1. Fluorescencia y fotoblanqueo

Por lo que hemos visto, los proceso de fluorescencia y fotoblanqueo son importantes para
realizar experimentos usando FRAP, por lo que en este apartado nos centraremos a describir

los procesos fisicos que producen estos fenémenos.

La fluorescencia es el resultado de un proceso cuantico que se produce en algunas moléculas



llamadas fluoréforos. Este proceso se da en varias etapas. Primero, al incidir un laser o una
luz adecuada sobre las moléculas, los fotones de energia hy, excitan a éstas pasando desde
el estado base Sp{0} (nivel 0, subestado vibracional 0) a un estado singlete S;{n} de mayor
energia, donde n es el enésimo subestado vibracional del estado Sy (ﬁgura. Esta excitacion
se produce en ~ 10715 s, tiempo suficientemente corto para que otros procesos no ocurran en

ese lapso de tiempo. Asi, para el proceso de excitaciéon tenemos:

n
3
Estado A '
excitado S 2 -y ok 1
1 : J Transicién no radiativa
0
N
o
9]
Absorcion Fluorescencia S
n’ I
Estado 3
base So 2 ‘
1 !
0

Figura 1.2: Proceso cuantico de fluorescencia

Los fotones absorbidos excitan al fluor6foro del estado base Sp{0} a un estado excitado S1{n}. Luego, la
energia n-vibracional es disipada hasta llegar al estado excitado de menor energia vibracional S;{0}. Se
emite entonces el fotén de fluorescencia hacia el estado Sy donde nuevamente pueden ocurrir procesos de

relajacion.

Luego, ocurre una relajacion vibracional del estado excitado Sij{n} debido a una transfe-
rencia de momento entre la moléculas fluorescentes y el soluto, pasando al estado excitado
de menor energia vibracional S;{0} en un tiempo tipico ~ 107 s. Ademas, otros procesos
cuanticos no radiativos toman lugar durante este lapso temporal, tales como el decaimiento
colisional (interacciones de corto alcance), cruce intersistema (transicion a un estado triplete),
conversion interna (acoplamiento vibracional entre el estado excitado y otro méas bajo). Esto
causa que no todas las moléculas excitadas regresaran al estado base mediante el proceso de

fluorescencia.



Una vez que la molécula se encuentra en el estado excitado base S1{0}, un fotéon de energia
hvy, es emitido, regresando al estado base Sp{n'} en general. Aqui nuevamente se produce un
relajamiento vibracional hasta llegar al estado de menor energia Sp{0}. Como vemos, debido
a los procesos de relajacion vibracional, la energia del foton emitido (de fluorescencia) es
menor que la del foton de excitacion causando una diferencia de energia llamada el cambio
de Stokes. Es decir, la longitud de onda de la luz emitida por fluorescencia es mayor que la

de excitacion, ocupando en realidad una pequena banda de longitudes de onda.

Si{n} — So{0} + hvy, + calor . (1.3)

Este proceso de fluorescencia es ciclico mientras los fotones mantengan excitando a las
moléculas del fluoréforo, por lo que una sola de ellas puede generar muchos fotones detec-
tables. Ademas, debido a los procesos no radiativos mencionados ya, se define la eficiencia
cuédntica de fluorescencia )y como la razén entre el nimero de fotones emitidos en compara-
cion al namero de fotones absorbidos. Esta fraccion puede ser experimentalmente obtenida
por técnicas de fotoespectrometria, donde se obtienen curvas de respuesta de flujo reflejado
y/o absorbido (por la muestra) en funciéon de un flujo luminoso incidente de referencia. Para
la fluoresceina, la eficiencia cuantica de fluorescencia reportada es de @y ~ 0.92 (Gaigalas
and Wang), 2008}, Diaspro, 2006]).

A diferencia del proceso de fluorescencia, el fotoblanqueo no ha sido totalmente entendido,
aunque algunas teorfas han sido propuestas (Diaspro|, [2006)). El fotoblanqueo puede descri-
birse como el proceso en que las moléculas del fluoréforo dejan de ser fluorescentes debido a
un fenémeno de reaccion fotoquimica que destruye a la molécula (fotélisis). Sin embargo, los
detalles especificos acerca de las etapas y condiciones para que se dé esta reaccién atn son

discutidas.

Se sugiere que las interacciones fotodinamicas entre los estados triplete del fluoréforo
excitado y del oxigeno molecular disuelto pueden ser las responsables que dan origen al
fotoblanqueo. Si las moléculas tienen una alta probabilidad de efectuar un cruce inter-sistema,
esto es pasar del estado excitado singlete al estado excitado triplete, éstas serdn mucho mas
propensas a interactuar con el medio, ya que el estado triplete tiene un tiempo de vida
mucho mayor que el singlete (milisegundos contra nanosegundos). En este estado, la molécula
es altamente reactiva y puede reaccionar quimicamente con el medio de forma irreversible.
Ademas, los estados tripletes del oxigeno pueden interactuar con los estados excitados de la

molécula produciendo, en ese caso, que se creen radicales libres de oxigeno que destruyan al
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fluoroforo.

Otras explicaciones subrayan que los eventos de absorciéon de varios fotones o de un segundo
foton después que la molécula esté ya en el estado excitado pueden estar involucrados en el
fotoblanqueo. Estos eventos tienen una baja probabilidad de ocurrencia por lo que es necesario
que la intensidad de la luz incidente sea varios 6érdenes de magnitud superior que para el caso
de la excitacion por un solo fotén. La accion de esta luz de intensidad mayor es la responsable
de que la moléculas excitadas en el estado singlete tengan una mayor probabilidad de efectuar
una transicion al estado triplete excitado, lo que permite que las reacciones fotoquimicas

tomen lugar.

De forma equivalente al proceso de fluorescencia, la eficiencia cuantica del fotoblanqueo
@y se define como la relacion entre el nimero de moléculas que han sido fotoblanqueadas y
el nimero de fotones absorbidos durante la exposicién. Para la fluoresceina, Q, = 3 x 1077,

a una intensidad de excitacion incidente de 5.09 mW /mm? a 488 nm (Diaspro), [2006)).

Debemos hacer notar que durante un experimento FRAP existen dos clases de fotoblan-
queo: uno intencional y el otro no. El fotoblanqueo intencional es el que se realiza de forma
controlada y motivada a producir el oscurecimiento de una zona para posteriormente obser-
var la recuperacion de la fluorescencia, en este caso la eficiencia de fotoblanqueo debe ser la
mejor posible. En el otro caso, el llamado blanqueo por observacién, se produce en la fase
experimental de la recuperacién ya que necesariamente debemos iluminar la muestra fluo-
rescente para obtener las medidas. Esto provoca un fotoblanqueo no deseado que debe ser
minimizado durante el experimento y/o corregido en el tratamiento posterior de los datos,

tema que abordaremos al detalle en la seccion [2.5.2]

1.3. Movimiento browniano

Ya que este trabajo tiene como proposito el estudio experimental de las propiedades di-
fusivas en geometrias complejas, en la presente seccidon, y en las subsiguientes, exponemos la
base tedrica de este tema. Nuestra descripciéon empieza con el movimiento browniano, para
luego entrar en detalles de la ecuacion de difusion, y su solucién en dos casos particulares.
Més adelante, incluimos ademaés, una aproximaciéon de la ecuacion de difusion para medios

no homogéneos.



Iniciamos con el movimiento browniano. Este debe su nombre a Robert Brown, quien en
1827 observo los desplazamientos erraticos en las trayectorias de las particulas de polen en
agua. Sin embargo, la causa de estos movimiento no pudo ser explicada ain. No obstante,
varias décadas después, el movimiento browniano fue asociado a un proceso de difusiéon mo-
lecular provocada por las fluctuaciones térmicas de las moléculas, las que a su vez dan origen
a eventos colisionales. Esta interpretacion fisica y su formalismo teérico fue desarrollado por

Einstein y Langevin.

El movimiento browniano se puede modelar como una caminata aleatoria en una linea
para el caso unidimensional. Supongamos entonces que tenemos una particula que puede
moverse sobre el eje x realizando pasos discretos de longitud Az; = +[ y de duracién 7 cada
uno. Consideremos ademas que cada paso es estadisticamente independiente de cualquier

otro y que es igualmente probable realizar un paso hacia una u otra direccion.

Por facilidad consideremos que al tiempo t = 0 la particula se encuentra en x = 0. Ahora,

la posicion luego de N pasos es:

N
TN = ZA%. (1.4)
i=1

Si efectuamos M de estas caminatas, se puede demostrar que la posicion media (prome-
diada en M) sigue siendo el origen, es decir, (xy) = 0, lo que es consecuencia de la simetria
de la probabilidad de efectuar un paso en cualquiera de las dos direcciones. Esta cantidad,
por lo tanto, no es capaz de explicar el movimiento observable en el proceso difusivo. Aho-

ra, introduzcamos otra cantidad conocida como el desplazamiento cuadrdtico medio definida

como:
LN~ (o 0)?
@) =372 («F) (15)
j=1
donde x%) es la posicion final de la particula luego de N pasos en la j-ésima caminata. Luego,

al efectuar el calculo explicito bajo las premisas ya mencionadas, obtenemos que:
(2%) = N2, (1.6)
de donde definimos la longitud de difusiéon como:

Iv = ((2%) — (zx)?)'* = VNL. (1.7)



Y ya que los N pasos son efectuados en un tiempo t = N7, podemos escribir:

I(t) = \/; = \/g — V2Dt (1.8)

donde la constante D es el conocido coeficiente de difusion de la particula sobre el fluido
base. Vemos que la longitud de difusion depende de t'/2, por lo que este proceso es muy lento

aun para escalas microfluidicas y poco conveniente para efectuar mezclas.

Este modelo puede ser extendido a dos y tres dimensiones descomponiendo en cada direc-

cion el movimiento, asi se puede llegar a que en general:

[(t) = V2Ddt, (1.9)

siendo d = 1, 2, 3, la dimension del espacio donde se produce la difusion.

Este tipo de comportamiento, dependiente de t'/2, se conoce como difusién normal. Cabe
mencionar que algunos procesos difusivos pueden describirse en funcién de */2, siendo v un
ntmero; por lo que no solamente tenemos la difusiéon normal sino otro tipo de comportamien-

tos, llamados de difusion anémala.

1.4. La ecuacion de difusion

Como vimos en la secciéon anterior, el movimiento browniano puede ser modelado bajo
un punto de vista microscopico, es decir, considerando el caracter discreto de la moléculas.
Sin embargo, estos procesos de interaccion a nivel molecular causan un fenémeno plenamente
observable a nivel macroscopico; nos referimos a la difusion. Este proceso puede ser mode-
lado por ecuaciones macroscopicas que describen un comportamiento continuo del medio a

diferencia del modelo microscopico.

Para abordar este tema, centrémonos al estudio de una solucién, cuya concentracion del
soluto es C'(7,t). Definimos la densidad (mésica) de corriente J como la cantidad de sustancia
pasando perpendicularmente a través de una superficie de referencia por unidad de tiempo.
La ley fenomenologica de Fick para la difusion establece que para bajas concentraciones, el

flujo de la especie es una respuesta lineal al gradiente de concentracién, asi:
J(7t) = —DVC(7,1). (1.10)
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Sin embargo, se ha encontrado que esta ley se responde muy bien también a soluciones
con mas alta concentracion. En esta ecuaciéon vemos que la direccion del flujo es opuesta al
gradiente de concentracion, lo que explica, por ejemplo, el hecho que una mancha de tinta
inmersa en agua se expanda hacia las regiones de menor concentracion. La ley de Fick puede
ser vista como la representacion macroscopica de los efectos de las fluctuaciones térmicas en

las particulas.

Ahora por otro lado, aplicando la ley de conservaciéon de masa de la especie difusiva, en

un volumen V' de superficie .S, tenemos:

a — —
O fow e [ras. an
ot Jy g
de donde, con la directa aplicacion del teorema de Stokes, obtenemos:
oCc = =
- J = 1.12
5 +V.-J=0, ( )
e inmediatamente, usando la ley de Fick [1.10] se llega a:
oC
—— _DV?2C = 1.1
BT vV-C =0, (1.13)

la cual es conocida como la ecuacion de difusion. En esta deducciéon hemos considerado a D
como una constante en virtud de que el medio es homogéneo. En otro caso, cuando el medio

es heterogéneo, el coeficiente de difusion debe ser considerado dependiente de 7y C' inclusive.

Uno de los aspectos importantes de la ecuacion de difusion es su irreversibilidad. Vemos
que un cambio t — —t en la ecuacion de difusion implica un coeficiente de difusion negativo
—D, lo que fisicamente no tiene sentido, ya que esto supondria que cualquier inhomogenei-
dad en la concentracion sea amplificada mientras mas localizada sea. Desde el punto de vista
microscopico, para revertir el proceso difusivo a un estado inicial de concentracion, se nece-
sitaria revertir exactamente las velocidades de todas la particulas del sistema, no solo de las
moléculas que difunden, sino también de las que constituyen el fluido base. Esta reversion
de velocidad no deberia tener la mas minima fluctuaciéon y ser absolutamente sincronizada
entre todas las particulas, proceso muy dificil que tenga lugar debido a que las fluctuaciones
térmicas para cada trayectoria estaran presentes. No obstante, existen procesos fisicos en que
no solamente existe la difusion, sino que ésta puede estar acompanada por otros efectos que
entran en competencia con la difusion. En estas circunstancias, podemos tener situaciones

en que las in-homogeneidades se ven magnificadas antes que atenuadas.
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Para resolver la ecuacion de difusion, necesitamos tener tanto el perfil inicial de concentra-
cion C(7,0), asi como las condiciones de borde del sistema. Dentro de estas consideraciones
debemos definir la geometria sobre la cual la especie difundira. La condiciéon de borde tem-
poral tiene que ver con el hecho que a tiempos muy grandes, la concentracion llega a ser

uniforme en el espacio considerado.

1.5. Solucion de la ecuacion de difusion en una dimension

En razon de las necesidades posteriores del presente trabajo, en esta seccion nos enfocamos
a solucionar la ecuacion de difusion en una dimension (eje x) para el caso de un perfil
inicial de concentracion tal que: sea nulo en un ancho 2a, centrado en el origen, mientras que

fuera de esta region la concentracion inicial es constante Cj, asi:

Cwoy=4 0 ll=a (1.14)
Co |z|>a.

El método de solucién que usaremos sera por medio de la transformada de Fourier. Asi,

definimos:
C’ k, t ““““C t)dx 1.15a
( \/27r / JE ) ( )
C t ”“CC k,t)dk . 1.15b
(93 \/27r / ) ( )

Usando la ecuacion en [[.13] tenemos que ésta se transforma en:
0,C(k,t) = —DE*C(k, 1), (1.16)

cuya solucioén es:

C(k,t) = C(k,0)e P*? (1.17)

con
2C sinka

Vor k ’

C(k,0) = \/%7 /_ " O, 0 d = Cov/ZRo(k) — (1.18)

donde hemos usado el perfil de concentracién inicial y 0(k) es la distribuciéon delta de

Dirac unidimensional.
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Finalmente, realizando la transformada inversa, tenemos que:

%) ) . © gink , '
C(z,t) = Co/ S(k)e PFle=theql — o Smk @ Dk ,~ikz gy,
T

—00 —00

“a (- el s i),

siendo erf(z) la conocida funcién error. Este resultado esta de acuerdo con la expresion

presentada por |Crank| (1975)) para el problema complementario (la especie difunde desde el
centro hacia los lados) bajo otro método de solucion. En la ﬁgura podemos ver la evolucion
del perfil de concentraciéon para variables reducidas adimensionales, pudiéndose observar la
forma en que la concentracion en la region —1 < z/a < 1 va subiendo debido a la difusion
desde los extremos. A tiempos suficientemente grandes se alcanza una condicién homogénea

de concentracion Cy en todo el espacio.

1 500
\ /
50
0.8+ .
I —
5
(=} 06_ 4
o)
o \/
1
0.4r .
0.2r .
1/4
0
-3 -2 -1 0 1 2 3
x/a

Figura 1.3: Concentracion normalizada C'/Cj vs distancia normalizada z/a

Curvas de concentracion para el caso de un perfil de concentracién inicial definida por la ecuacion m
Los ntimeros en la curvas corresponden a un tiempo adimensional ¢/714. Para el valor 0, se tiene el perfil
de concentracion inicial; mientras que para tiempos muy largos la concentraciéon tiende a ser Cj en todo el

espacio, debido a la ausencia de bordes considerada.

Complementariamente, obtengamos la expresion de la concentracion media para toda la

region —1 < z/a < 1 en funciéon del tiempo. Como podemos suponer ya a partir de la figura

13



[1.3] dentro de este intervalo, la concentracion media debe ir creciendo con el paso del tiempo

hasta alcanzar un valor igual al del espacio circundante. Asi, haciendo el calculo obtenemos:

2 1 ¢ 2714
C(t) = %/ Clx,t)de = Cy | 144/ 27rt7'1d (1 —e i > — erf( ?) : (1.20)

donde hemos introducido el tiempo caracteristico de recuperacién 74 como:

CL2

= —. 1.21
T1d 2D ( )

C(/C,

0.2} 4

0.1 1

00 20 40 60 80 100

t/t

1d
Figura 1.4: Concentracién media normalizada C(t)/Cy vs tiempo normalizado t/7i4

La curva de recuperaciéon muestra la evolucién temporal de la concentracién media C(t)/Cy en la region
|z|/a < 1. Vemos que a tiempos largos, la concentracién media C(t)/Cy tiende a 1. Esta curva nos puede dar

a conocer el coeficiente de difusion D de la especie.

En la figura mostramos el comportamiento de esta funcion, o la llamada curva de
recuperacion, debido a que la concentracion media inicial en la region |x/a| < 1, que puede
ser vista como una perturbacion, va recuperandose hasta alcanzar el equilibrio (o saturacion)
con la concentracion del espacio restante que se supone suficientemente grande. Como vemos,
esta curva esté descrita por el pardmetro 74 que toma en cuenta el tamano a de la region

de analisis, pero también el coeficiente de difusion D que es propio de la sustancia que esta
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difundiendo. Por tanto, mediante la curva de recuperaciéon podemos conocer este coeficiente
D que caracteriza a la especie. Este tipo de curva de recuperacion de la concentracion dentro
de una region dada sera una de las herramientas analiticas que usaremos en el desarrollo de

este trabajo.

1.6. Solucion de la ecuacion de difusion en dos dimensio-

nes

Ahora pasemos al caso equivalente en dos dimensiones. Aqui consideramos la difusion de
un perfil inicial de concentracién nula en el interior de un circulo de radio R, mientras que
la concentracion fuera del circulo es constante Cy; una vez mas consideramos que el espacio
externo es lo suficientemente grande. Es decir, al t = 0, la concentraciéon en cualquier punto
del espacio bidimensional, en coordenadas polares (r,6) cuyo origen coincide con el centro

del circulo, es:
0 r<R,

(1.22)
C() r>R.

C(r,0,t =0) :{

En este caso, deseamos obtener la expresion para C(r,6,t) por lo que tenemos que consi-

derar la ecuacion de difusion [1.13]) que en coordenadas polares puede ser escrita como:

2 2
%§_D<ac 19C 180)20

o7 Tror 2 on (1.23)

Aplicando el mismo método de transformada de Fourier, en este caso para dos dimensiones,

podemos obtener que esta ecuacion en el espacio de Fourier (k,6y) toma la forma:

,C(k, by, t) = —DE>C(k, Oy, 1) . (1.24)

Solucionando esta ecuaciéon tenemos que:

C(k, 0, t) = C(k,0,0) e Ptk >0. (1.25)

Y considerando el perfil inicial de concentracion [1.22] se puede demostrar que:

5(k) R

éw%m—%/omwmwﬁug(
§R2

™
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siendo J, () la funcion de Bessel de orden n. En este punto, observamos que la dependencia
angular en 6, deja de expresarse, esto debido a la simetria angular del perfil inicial, por lo
que podemos decir que C(k, 0, t) = C(k,1).

Ahora, aplicando la transformada inversa para encontrar la concentraciéon en el espacio
métrico C'(r,t), la cual también es angularmente simétrica, podemos llegar a la expresion
integral:

i 2
C(r,t) = Cy— RC’O/ J(ER) Jy(kr)e P*tdk . (1.27)
0

Vemos en esta ocasion que no tenemos una expresion cerrada para C(r,t) a diferencia del
caso unidimensional. Sin embargo, tal como ya se manifesto, estamos mayormente interesados
en conocer la recuperacion de la concentracion media C(t) en todo circulo en funcién del

tiempo t. Entonces, haciendo este célculo, tenemos que:

R p2rm oo T2
oty = — / / C(r, t)d*F = Cy — 2C, / JilER) (:R) Pt
0 0 0

T TR?
_2T2d 2T2d 27—2d
- W(=) +0(7))
exp( / ) ( o\ + 1 ;

donde se realiz6 primero la integracion en 7y luego en k, e I,,(x) es la funcion modificada de

(1.28)

Bessel de orden n. Asi mismo, se define el tiempo caracteristico de difusién (o recuperacion)

en dos dimensiones como: )
R

Tog = — . 1.29

1D (1.29)

En la figura podemos ver la curva de recuperacion de la concentracion para el caso
presente. Asi, comparando entre ambas situaciones, podemos decir que la recuperaciéon de
la concentracion es méas rapida en el caso bidimensional que en caso unidimensional debido
a la existencia de un grado de libertad adicional de movimiento. De igual forma, ésta es la
razéon por la que para la difusion en dos dimensiones, se define 753 como la mitad del valor

unidimensional 74, ecuacion [1.21}

1.7. Difusiéon en medios no homogéneos

En la seccion anterior hemos discutido acerca de la difusion cuando el espacio disponible es

homogéneo. Sin embargo cuando el medio tiene zonas accesibles a la difusién de las moléculas
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Figura 1.5: Concentracién media normalizada C(t)/Cy vs tiempo normalizado t/7og

La curva de recuperacion de la concentracion media C(t)/Cy en la region r/R < 1 muestra una mayor rapidez
de recuperaciéon que en el caso unidimensional. Similarmente a lo anterior, a partir de esta curva también

podemos conocer el coeficiente de difusion D.

y zonas donde no puede acceder, como en un medio poroso, la descripcion de la difusion puede

llegar a ser mas complicada.

En este tipo de medios, figura[L.6] la fraccion de volumen accesible al fluido V.. en relacion
al volumen total Vj, es conocida como la porosidad, p = V,../Vie. En tales medios, vemos
que la concentracion C(7,t) de la especie en difusion en el fluido cambia abruptamente a cero
en las zonas inaccesibles, por lo que resolver la ecuacion de difusion [1.13] bajo las condiciones

de borde muy complejas que describen a estos medios, resultaria muy complicado.

Sin embargo, un método que permite evitar este trabajo se basa en obtener un comporta-
miento promedio de la concentracion (C') en un volumen representativo del medio incluyendo
las zonas en que C(7,t) es nula. Este volumen tiene que ser mayor que el tamafo caracte-
ristico de una zona excluida (o poro) pero no mas grande que una cierta escala mesoscopica

para conservar la dependencia espacial de este medio (Lesne and Lagues, 2012).

Este método, llamado de homogeneizacion, se basa en encontrar una ecuacion efectiva de
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Figura 1.6: Estructura caracteristica de un medio no homogéneo (poroso).

En un medio poroso, el fluido tiene zonas accesibles (blanco) y no accesibles (negro). En tales medios,

establecer matematicamente las condiciones de borde entre estas interfaces resulta muy dificil.

difusiéon en base a un promedio volumétrico de la concentraciéon, en donde las condiciones
de borde son absorbidas por la introduccion de parametros efectivos. Esta aproximaciéon no
solo ha sido usada para la descripcion de medios porosos sino también para estructuras vivas

como el cerebro (Nicholson, 2001).

Detallamos el procedimiento general en tres dimensiones, para el caso bidimensional, los
promedios volumétricos deben ser reemplazados por promedios superficiales. Definamos en-

tonces:

@»:%;cha (1.30)

donde V; es el mencionado volumen representativo del medio.
Ahora, recordando la ley de Fick, ecuacion y promediando en el volumen, obtenemos:
(J) = =D(VC), (1.31)

siendo D independiente de la posicion.

En el lado derecho de la ecuacién anterior, se puede hacer uso del teorema del promedio

(Gray and Lee| [1977)), teniéndose que:

WQ:W@+%AC£, (1.32)

donde la integral se extiende sobre el drea A de todas las interfaces existentes entre las zonas
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accesibles e inaccesibles al fluido, y dS es el vector elemental de superficie, perpendicular a

estas interfaces.
No obstante, esta integral puede ser escrita, segiin lo demostrado por |Lehner| (1979)), como:

1 B B
7O/Ac:ds —(E—1)¥(C), (1.33)

con F, para el caso de un medio is6tropo, estando definida por medio la ecuacion:

(VC) = pEV(C)*, (1.34)

siendo (C)* el promedio de la concentracion tomada en el volumen neto accesible al fluido
Viee dentro de Vjy. Asi vemos que E =1 si el medio es homogéneo, mientras que F < 1 para

un medio poroso.

Luego, reemplazando la expresion [I.33] en la ecuacion [1.32] obtenemos:

(VC) = EV(C), (1.35)

con lo que se tiene que la ley de Fick promediada es:

=

(JY = —ED(VC). (1.36)

En este punto podemos ya definir un coeficiente de difusion efectivo del medio como:

Dess = ED. (1.37)

Complementariamente, promediando la ecuacion de conservacion [1.12] tenemos que:

(2N 49Ty =0. (138)

De nuevo, el promedio de este gradiente podemos expandirlo usando el teorema de pro-
medio, asi:

<ﬁJ>=v.<>+7 J-ds. (1.39)

Para evaluar esta tultima integral de superficie, usamos el hecho que las interfaces son

impermeables al paso de moléculas difusivas, por lo que idénticamente se anula. En el caso de
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interfaces permeables se considera que este flujo es proporcional al gradiente de concentracion

entre ambos lados de la interfase. Entonces, con esta consideracion llegamos a que:

=

(V- Jy=V-(J). (1.40)

Respecto al promedio de la derivada temporal de C' en la ecuacion|1.38| se puede demostrar

que cuando las interfases son estaticas:

oC' o{(C)
— )= — 1.41
< ot > ot "’ (1.41)

con lo que la ecuacion toma la forma:
9C) & 7
{J)=0. 1.42
L) (1.42)
Luego, combinando esta ecuaciéon con la expresion [1.36], llegamos a:

—aé? — D VHC) =0, (1.43)

lo que equivale a la ecuacion de difusion en un espacio homogéneo con coeficiente de difusion
D.ss. En esta ecuacion, el parametro D, sy reemplaza a las condiciones de borde de la interfase,
cuando se considera el comportamiento de los valores promedios en la escala en que el medio

parece homogéneo (pero poroso).

En este sentido, es comtun escribir que

Djy=D/XN, (1.44)

siendo A la llamada tortuosidad. Este parametro cuantifica el incremento de la longitud
recorrida por una particula entre dos puntos del medio inhomogéneo respecto a la distancia
recorrida en un medio homogéneo. Este incremento se debe a que las moléculas en difusion
tienen que recorrer un camino mas largo entre dos puntos debido a la presencia de la interfases.
Microscopicamente hablando, la tortuosidad también puede ser relacionada con el hecho de
que las moléculas en difusién, ademas de colisionar con las otras moléculas de su misma
especie y del solvente, también chocan con las interfases presentes en el medio poroso. Esto
provoca, que en un tiempo dado, una determinada molécula se desplace menos que si estuviera

en un medio homogéneo.
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Existen varios modelos para el calculo de la tortuosidad a partir de la estructura geométrica
del medio. Estas aproximaciones abordan detalles como: el niimero de caminos posibles entre
dos puntos; el tamarno, forma y variacion de las zonas accesibles; factores topologicos que dan
cuenta de la conectividad del medio, entre otros. Sin embargo, determinar las contribuciones
relativas de tales aspectos resulta una cuestion abierta. Més atin, desde el punto de vista del
movimiento mismo de las particulas, el calculo de A puede incluir no solo factores geométricos
sino también constitutivos. En estas consideraciones pueden tomarse en cuenta el efecto de
la viscosidad o las interacciones entre las moléculas en difusion y las interfases. No obstante

este tipo de efectos también resultan de dificil cuantificacion.

Volviendo a nuestra aproximacion desarrollada, vemos que a pesar que el proceso de di-
fusion es muy complicado de modelar a escalas microscopicas, éste puede ser descrito de
manera méas simple en escalas mayores mediante las variables promedio colectivas. De hecho,
este tipo de aproximacion también es conocido como de campo medio, e incluso, demostra-
ciones matematicas rigurosas de la validez de las teorias de campo medio efectivas han sido

probadas (Bensoussan et al., [1978]).

No obstante, existe un régimen critico en el cual esta aproximaciéon de campo medio falla.
Esto ocurre cuando la geometria porosa del medio es fractal, es decir, se pueden encontrar
poros a cualquier escala. En este caso, no se aplica una ecuaciéon de difusion normal, sino que

un comportamiento de difusion anémala debe considerarse (Lesne and Lagues, [2012]).

1.8. Modelo teérico de la recuperacion de la fluorescencia

En la seccion [1.2] describimos la técnica del FRAP y detallamos los procesos fisicos de
fluorescencia y fotoblanqueo. Ahora, en la presente secciéon, exponemos un modelo teodrico
que relaciona el proceso difusivo de recuperacion de la concentracion (seccion |1.6) con la

recuperacion de fluorescencia en un experimento FRAP.

Muchas descripciones tedricas del FRAP han sido desarrolladas, las cuales han ido toman-
do en cuenta diversos detalles de esta técnica. Uno de los trabajos pioneros fue realizado por
Axelrod et al.| (1976) donde ya se toma en cuenta las condiciones del perfil de iluminacion
como parametro para describir la recuperacion de la fluorescencia. Cabe destacar que en un

experimento FRAP la variable medible es la fluorescencia que esta directamente relacionada
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con la concentracion del fluoréforo. Sin embargo, la fluorescencia se ve afectada ademas por
la forma de los perfiles de excitacion y observacion debido a ser una variable de intensidad
luminosa. Por lo tanto, este aspecto influye sobre el nivel de fluorescencia excitada/detectada

por lo que debe ser tomado en cuenta.

Trabajos posteriores tedricos, numéricos y experimentales han ido agregando aspectos
tales como la naturaleza de la muestra en estudio: geometria, solucion de varias especies,
adherencia, organismo vivo; asi como también las condiciones experimentales del proceso:
diferentes perfiles de iluminacion, fotoblanqueo parcial, tiempo de fotoblanqueo (Soumpasis|,
1983;; |Sbalzarini et al., 2005} [Frank et al., [2008).

En lo que sigue, tomamos en cuenta las hipotesis de Axelrod para la descripcion del FRAP.
Se considera un espacio homogéneo donde la region fotoblanqueada seré un circulo de radio
R, siendo C(r,t) la concentracion de moléculas no fotoblanqueadas a la distancia r a un
tiempo ¢, existe invariancia angular. Si la intensidad del perfil del (foto)blanqueo es I(r), la
concentracion de las moléculas no blanqueadas justo después del blanqueo (¢ = 0) puede ser

escrita como:

C(r,0) = Coexp(—atyly(r)), (1.45)

siendo Cj la concentracion inicial uniforme previa al fotoblanqueo, aly(r) es la tasa de reac-
cion del fotoblanqueo a primer orden y ¢, es el tiempo de duraciéon del fotoblanqueo, el cual

es mucho més pequeno que cualquier tiempo caracteristico de transporte.
Ademés si definimos la cantidad de blanqueo como:
G = atb[b(O) s (146)

y la intensidad de blanqueo normalizada

ip(r) = , (1.47)
entonces la ecuacion se puede escribir como:
C(r,0) = Coexp(—Gip(r)), (1.48)

La ecuacion [1.48| es el perfil de concentracion inicial a partir de la cual deseamos obtener su
proceso de difusiéon. Sin embargo, a diferencia de la ecuacion m (perfil inicial de concen-

tracion bidimensional), en este caso la distribucion de la concentracion depende del perfil de
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blanqueo que no necesariamente es homogéneo ya hablando en términos de la ejecucion expe-
rimental. Asi, la evolucion difusiva de esta condicion esta gobernada por la misma ecuacion

ya mencionada antes:

= _D

5 (1.49)

aC 820+18_C+l82_0 —O
or2  ror r2002) 7

bajo la condicion de borde C(r,t — oo) = Cy debido a que el espacio exterior es mucho
mayor que el circulo blanqueado, ademés la dependencia angular en C' no interviene debido

a la simetria de la condicién inicial supuesta en el perfil de blanqueo.

Sin embargo, en el FRAP, la cantidad detectable y medible es el nivel de fluorescencia
media Fg(t) sobre toda la region fotoblanqueada, la cual se relaciona con la concentracion

mediante:

Fg(t) = g/L;bO”)C@(T, t)dZF, (150)

donde Cg(r, t) es la solucion de la ecuacion dependiente del pardametro G g es la eficiencia
neta de todos los procesos cuanticos de absorcion, emision y deteccion; A es un factor de
atenuacion de la intensidad de luz e I,(r) es el perfil de observacion, que no necesariamente

es igual al perfil de blanqueo I,(r).

Podemos ver de la ecuacion , que si el perfil de observacion I,,(r) es uniforme, la
fluorescencia F(t) es precisamente la concentracion media C(t) (ecuacion [1.28)), salvo un
factor de proporcionalidad, por lo que también estara descrita por una curva de recuperacion
(en tanto el perfil de blanqueo I,(r) reproduzca una condicion inicial de déficit local de
concentracion a t = 0). Por lo tanto, mediante el conocimiento de la curva de recuperacion
del nivel de fluorescencia Fi;(t) podemos tener informacion acerca de la propiedades difusivas

del proceso bajo consideracion.

La influencia que tiene un perfil de blanqueo usual localizado es introducir una distribucion
de fluorescencia en la zona blanqueada. Generalmente se consideran dos casos comunes del
perfil de iluminacién suministrada por el laser o la lampara de irradiacion, éstos son: un perfil

gaussiano
2P0 27’2
I(r) = —p2 OXP (_ﬁ> , (1.51)
o un perfil uniforme dentro del circulo de blanqueo y nulo fuera de él

Py/mR? <R
]b(T):{ b/ e

1.52
0 r>R, ( )
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donde F, es la potencia de la luz incidente.

Cabe mencionar que el nivel de fluorescencia justo al iniciar el proceso de recuperacion
F(0) es menor cuanto mayor sea el valor de G. En condiciones experimentales idealmente
se desea tener el mayor blanqueo posible, es decir F(0) = 0. Sin embargo, cuando esto no
se logra (como sucedera en nuestro trabajo experimental), conviene describir la recuperacion
de la fluorescencia en su forma fraccional neta como:
Fe(t) — Fe(0)
Fg(oo) - Fg(O) '

fa(t) = (1.53)

Esta normalizacién nos permite cancelar la dependencia en ¢ y A que se tiene en la ecuacion
lo que resulta conveniente al no tener que incluir estas variables experimentales como

parametros de ajuste o estimarlas.

Continuando con el modelo teérico, vemos de la ecuacion [1.50, que para obtener la expre-
sion de F(t) debemos conocer C(r,t), la cual esta descrita por la ecuacion de difusion. Asi

empleando el mismo método de solucién por transformada de Fourier:

Clrt) = % / eIk )2, (1.54)
y realizando un procedimiento similar a la seccién [I.6] llegamos a:
Ck,t) = C(k,0)e P¥t k>0, (1.55)
con
C(k,0) = % /exp (—Gip(r")) e 2 (1.56)

donde hemos usado la distribucion inicial de concentraciéon dada en la ecuacion [L48]

Ahora, usando estas expresiones e introduciéndolas en la ecuacion tenemos:

/QSG exp(—DE*t)d?k (1.57)

donde se ha definido una cantidad ¢¢(k ) que depende de las propiedades de la fuente de luz
utilizada, como:

—

b (F) = /Q Ly(r) exp(—ifs - ) a7 / exp(ik - 7 — Giy(r')) L7 (1.58)

donde €2 es la region donde se mide la recuperacion de la fluorescencia, es decir, el circulo de
radio R.
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La ecuacion es la que presenta |Axelrod et al. como forma general de la fluorescencia
para luego aplicar a los casos de perfiles de blanqueo y observaciéon gaussianos y uniformes
(ecuaciones y respectivamente). Para el caso del perfil uniforme, Axelrod llegd una
solucion que incluye una serie infinita, sin embargo, [Soumpasis (1983)) encontr6 una expresion
cerrada a este problema, coincidiendo con la ecuaciéon que describe la recuperacion de

la concentracion en dos dimensiones vista en la seccion [1.6l

A partir de este resultado, realizamos algunos calculos explicitos aun para cualquier for-
ma de perfiles de iluminacion y blanqueo. Separamos las dos integrales en definiendo

primeramente:

o1 (k) = /m 2 exp(ik - 7 — Giy(r"))d*7" . (1.59)

Ahora, la intensidad de blanqueo #,(r’) sélo incide en el circulo €2 de radio R, mientras

que en el espacio restante {2¢ es nula, por lo que la integral anterior se puede escribir como:

c

o (k) = / exp(ik - 7 — Glip(r'))d*F + / exp(ik - 7)d*7’
Q

(1.60)
= / exp(ik - 7 — Giy(1'))d*7 + / exp(ik - 7)d*F — / exp(ik - 7)d*F" .
Q R2 Q
Luego, efectuando las integraciones posibles en coordenadas polares tenemos que:
- o(k R
ol =2 (ot + 8 - ey (161)
donde R
Te (k) = / Jo(kr) exp (=G iy()) r'dr" (1.62)
0
De igual forma, definimos:
R
oo (k) = / Iy (1) exp(—ik - 7)d*7 = 27T/ Loy (r) Jo(kr)rdr. (1.63)
Q 0
Ahora, utilizando [1.61] y [T.63] en [1.57], tenemos:
. QC() ¢ 7 2 27
P(t) = 2% [ oiBn(Byesp(-DEOEE, (1.64

de donde llegamos a que:

Fa(t) =

2”3100 ( / " 0a(W)IRTa(k) — RA(kR)] exp (~DK) dk + ¢2<O>) o (169)
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y usando la expresion de fraccion normalizada neta [1.53] obtenemos:

_q_ 15" d2(k) kT (k) — Ry (kR)] exp(—Dk?t)dk

fa(t) % da(k)[KTa(k) — R (kR))dk

(1.66)

La expresiones y describen en general la recuperacion de la fluorescencia tomando
en cuenta los perfiles de blanqueo, de observacion y el parametro G. Para el caso de que
la intensidad de blanqueo y observaciéon sean homogéneos en la region circular blanqueada,
ecuacion , se puede demostrar que f(t) no depende de GG, quedando descrita por la misma

ecuacion que se obtiene para la recuperacion de la concentracion en el caso bidimensional, es

f(t) = exp (_727) (%(277) + h(?)) , (1.67)

donde 7, de aqui en adelante, es el tiempo caracteristico de difusiéon en dos dimensiones.

decir:

En el caso de que los perfiles de iluminaciéon de blanqueo y observacion sean gaussianos
(ecuacion |1.51]), basandonos en la aproximacion de Axelrod para G > 4, podemos obtener

que:
vG'T(v) -G
f(t) - 1— G_l )

siendo v = (1 +2t/7)~' y T'(v) la funciéon gama.

(1.68)

En la figura podemos observar las curvas de recuperacion de la fluorescencia f(t) para
el caso de perfiles homogéneos y gaussianos. Las diferencias aqui observadas se deben al
efecto de la forma de los perfiles de iluminacién y del parametro de blanqueo (G, mas no de
las propiedades difusivas del fluido en estudio. En general, podemos decir que la curva de
recuperacion de fluorescencia depende del parametro de blanqueo (experimental) G asi como

del tiempo caracteristico 7 de la especie en difusion.

Sin embargo, para otros tipos de perfiles de iluminaciéon debemos usar la expresion [1.66
y obtener las formas explicitas de f(t) de ser posible. Precisamente esta expresion es la que
usaremos para caracterizar el proceso de recuperacion de la fluorescencia en los experimentos
que describiremos en los siguientes capitulos ya que los perfiles de trabajo no se ajustan a

ninguno de estos dos casos particulares.
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Figura 1.7: Curva tedrica de la fluorescencia neta fraccional f(¢) vs el tiempo normalizado
t/T

Para el caso de perfiles homogéneos de iluminacion, la recuperacion de la fluorescencia f(t) es méas rapida que
para el caso de perfiles gaussianos. Inclusive, para mayores valores de GG en el perfil gaussiano, la recuperacion

es més lenta. Estas diferencias se deben a las condiciones de iluminaciéon en el blanqueo y la observacion. No

obstante, las propiedades difusivas del fluido en consideracién son las mismas
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Capitulo 2

Métodos Experimentales

En este capitulo exponemos inicialmente algunas propiedades de los mosaicos de Voronoi
como un método para obtener la estructura reticular aleatoria, y aplicar estas geometrias
al diseno de microcanales. Luego exponemos el proceso experimental de fabricaciéon de los
microcanales mediante el método de litografia 6ptica y suave. Posteriormente procedemos a
resenar el procedimiento de uso de los microcanales en conjunto con los demés instrumen-
tos para la realizacion de los experimentos FRAP. Mencionamos ademés las restricciones
experimentales que tenemos que manejar en base a nuestra metodologia de trabajo. Mas
adelante incluimos también el método de tratamiento de las imagenes para la obtencion de
la curva de recuperacion de la fluorescencia y la aproximaciéon numérica usada para obtener
los pardmetros de ajuste 6ptimos. Finalmente, describimos las variantes experimentales al

procedimiento anterior para el caso de los experimentos con flujo oscilatorio.

2.1. Diseno de los microcanales

2.1.1. Mosaicos de Voronoi

El presente trabajo tiene como objetivo determinar experimentalmente el coeficiente efec-
tivo de difusion D en estructuras que recuerden la geometria del reticulo endoplasmatico
(figura [1.1)). Vemos que estas redes son bastante heterogéneas y poligonales en su mayoria.

Un método para generar un tipo de geometria de estas caracteristicas se basa en los mosaicos
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de Voronoi, que ya ha sido usado para simular geometrias de medios porosos (Wu et al.|

2012), ademaés de ser utilizados en otras areas como geografia o biologia.

Los mosaicos (también llamados diagramas o teselaciones) de Voronoi dividen a una region
bidimensional (o tridimensional) en poligonos (o poliedros) convexos, que llamaremos celdas,
llenando todo el espacio sin sobreponerse. En la presente exposicién consideramos el caso
bidimensional. La forma méas simple de describir a los mosaicos Voronoi consiste en que
teniendo un conjunto dado de puntos en el espacio p;, que llamaremos semillas, la celda R;
asociada esta conformada por los puntos cuya distancia a p; es menor o igual a su distancia a
cualquier otro punto. En otras palabras, una celda de Voronoi R; estd compuesta por todos
los puntos que estdn mas cerca de p; que a cualquier otro punto semilla. Con este criterio,
a cada punto p; le corresponde una tnica celda de Voronoi R;. En la figura 2.1 podemos

apreciar un mosaico de Voronoi para una distribucion regular de semillas.

Aunque existe toda un formalismo matematico del tema, incluyendo variantes como mé-
tricas no euclidianas, topologia, hiper-dimensionalidad, definiciones equivalentes; nosotros no
ahondaremos en estos aspectos tedricos sino que nos centraremos en la descripcion estadisti-
ca geométrica que tienen estas estructuras. Al respecto, Zhu et al.| (2001) realiz6 un trabajo
muy detallado de la distribucion estadistica de varios parametros geométricos basado en la

generacion computacional de mosaicos de Voronoi irregulares.

Como hemos mencionado, los mosaicos de Voronoi se generan a partir de los puntos semi-
llas, por lo que la distribucion de éstos determinara la forma de los mosaicos. Esta distribucion
puede ser regular o irregular en el espacio. Cuando las semillas tienen un patréon regular, es
decir, todos los puntos semilla estan igualmente espaciados con sus vecinos mas proximos, la
red de mosaicos de Voronoi que genera es regular. En el caso de maximo empaquetamiento,
donde las semillas tienen 6 vecinas mas cercanas, el patréon de Voronoi obtenido es aquel
donde celdas son hexagonos perfectos, lo que conocemos como una red de panal de abejas.
Este modelo de distribucién de las semillas se conoce como modelo de esfera dura, en el
sentido que las semillas no pueden estar mas cerca que una distancia dy (las esferas son todas
iguales). Asi para la estructura regular de panal de abeja, si tenemos n semillas en un area

Ag, es facil demostrar que la distancia entre dos semillas vecinas cualquiera es:

EAN o

En la figura [2.1] se muestra la geometria de un mosaico regular de Voronoi. Observamos

29



P

Figura 2.1: Mosaico regular de Voronoi de méximo empaquetamiento.

Se muestra la distribucion regular de las semillas, asi como las celdas de Voronoi hexagonales. A cada semilla

p; le corresponde una celda R;. Se muestra la longitud de arista L de una celda y la distancia d entre semillas.

la estructura hexagonal de las celdas asi como sus respectivas semillas que coinciden, en este
caso, con el centro geométrico del hexagono. Identificamos L como la longitud de una arista

de la celda; para el caso discutido aqui, para cualquier arista tenemos que:

L= 22— (%)/ . (2.2

Ahora, modificando este modelo de esfera dura, podemos obtener mosaicos irregulares de
Voronoi. Supongamos de nuevo que deseamos generar n celdas de Voronoi (no necesariamente
regulares) en una area Aj. Esto unicamente sera posible si la minima distancia ¢ entre dos
semillas vecinas es menor que dy, ya que si fuera mayor, no cabrian las n semillas o celdas.
Lo que equivale a decir que las semillas son esferas duras de diametro dy o menos y por
lo tanto, al reducir su tamano, tienen un espacio adicional que les permite “moverse” de
la configuracion regular inicial. De esta forma la distribucion de las semillas sera irregular
y el mosaico de Voronoi correspondiente serd desordenado. Aqui, es conveniente definir el
parametro de regularidad « del mosaico de Voronoi como:

0

=T (2.3)

X
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Con esta definicién, vemos que si 6 = dy, x = 1, lo que corresponde a la red regular
de panal de abeja. En cambio, 6 = 0, quiere decir que no hay restricciéon en la distancia
entre semillas, siendo idealmente puntos que inclusive pueden coincidir en su posiciéon. Para
este caso, el mosaico de Voronoi obtenido serd completamente desordenado con y = 0. Este
parametro es conocido también como factor o densidad de empaquetamiento para el caso de

esferas duras.

2.1.2. Generacion de las redes

Una vez que hemos descrito a los mosaicos de Voronoi e introducido el parametro y
definido por la ecuacion 2.3 nuestro siguiente paso es generar los mosaicos de Voronoi bajo
este criterio, como una forma de obtener la geometria reticular desordenada que deseamos
estudiar. Asi, definimos una &rea unitaria Ay cuadrada fija cuyos vértices son los puntos
cartesianos (0,0), (0,1), (1,1), (1,0), donde las semillas seran colocadas. Luego, necesitamos
dos parametros para que el mosaico de Voronoi quede completamente determinado; por
conveniencia de nuestro trabajo, los parametros que escogimos para generar y caracterizar

los mosaicos seran el nimero n de semillas (o celdas) y el parametro de regularidad .

A partir de estas consideraciones, empleamos el software Matlab 2012a para generar
computacionalmente los mosaicos de Voronoi, para lo cual desarrollamos un algoritmo para
obtener n puntos aleatorios (semillas) en la region Ay de forma que cada uno de éstos se sitie
a una distancia no menor que 9, el cual queda determinado con el parametro de control x. El
proceso de obtencion de estas n semillas parte con la generacion del primer punto aleatorio.
Luego, un segundo punto aleatorio es generado y el algoritmo discrimina si la distancia de
este punto al primer punto es mayor que 0. De cumplirse esta condicién el segundo punto
es conservado como semilla, de lo contrario, es descartado y un nuevo punto aleatorio es
generado hasta cumplir con esta condiciéon. Siguiendo el ciclo, el tercer punto aleatorio debe
cumplir la condicién de distancia minima con las dos primeras semillas ya generadas. Este
proceso se repite hasta alcanzar las n semillas. Una vez que se cuenta con la distribucion de
las semillas, el mosaico de Voronoi se obtiene utilizando las funciones incluidas en el paquete

informatico mencionado.

Al tener un mosaico de Voronoi irregular, vemos que las celdas obtenidas pueden ser poli-
gonos de cualquier lado, irregulares en general y de tamanos diversos dependiendo del factor

de regularidad. En la figura vemos estas diferencias para 4 valores de y para n = 100. No
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obstante de las heterogeneidades entre las celdas, se puede realizar un estudio estadistico de
las propiedades geométricas promedio para todo el mosaico. Al respecto, Zhu et al. (2001)), en
el trabajo mencionado, realiz6 el estudio estadistico de las distribuciones de los parametros
de las celdas tales como su nimero de lados, longitud de arista, angulos internos, area, entre
otros, encontrando que estas distribuciones puede ser descritas por modelos probabilisticos

tedricos existentes o proponiendo nuevos.
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Figura 2.2: Mosaicos irregulares de Voronoi para varios x

Todos los mosaicos de Voronoi que se muestran tienen n = 100 celdas. En el caso y = 0 el mosaico es

completamente aleatorio. A medida que x crece, el mosaico va adquiriendo mayor regularidad.

En lo que tiene que ver con los objetivos de esta tesis, nos centraremos tinicamente en
el analisis de la distribuciéon de la longitud de arista L de una celda de Voronoi. Para una
red completamente regular, L es monodispersa, y esta determinada por la ecuacion en
cambio, en un mosaico irregular, el parametro equivalente para todo el mosaico es la longitud

media (L) tomada de todas las aristas existentes.
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Figura 2.3: Histograma de frecuencias del parametro L/(L) para varios x

Los histogramas fueron construidos con datos de los mosaicos de Voronoi de 2000 celdas. Para y = 0.7 vemos
que la distribucion de L/(L) es mas estrecha que para valores menores. Ademés observamos que la asimetria

inicial se va atenuando. El ajuste segiun la ecuacion @ es mejor para X pequenos.

Con el proposito de tener una idea de la distribucion estadistica de L, escogimos generar 20
mosaicos de Voronoi de 2000 celdas cada uno, esto lo hicimos para valores de x desde 0 hasta
0.7 en pasos de 0.1. Luego, si consideramos que cada celda en promedio tiene 6 lados, cada
uno de los cuales esta compartido entre 2 celdas, la estimacion es que tenemos 1.2 x 10° aristas
para nuestro anélisis estadistico, para cada valor de y. Asi, para cada mosaico realizamos el

célculo de la longitud media de arista de celda (L) y su desviacion estandar s.

En la figura [2.3] observamos algunos histogramas de frecuencia normalizada que nos mues-
tran la distribucion de L/(L), a distintos parametros de regularidad. Podemos ver que a
medida que incrementamos el valor de x la distribucién se va haciendo mas angosta alrede-

dor de L/{L) = 1, y ademés se torna mas simétrica respecto valores de menor regularidad.
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Ademas incluimos el ajuste correspondiente de la curva de distribucion ¢(L), segtin el modelo

propuesto por Zhu:

q(L) = %;\/% (exp ( — %) + exp < — %)) , (2.4)

g
donde p, y o4 son pardmetros de ajuste para cada valor de x. Podemos observar que esta

distribucion se adapta mejor a los datos para y pequenos.

Lo siguiente que podemos hacer es conocer como se relaciona (L) con Ly, en funciéon
de x. Recordemos que Lj es la longitud de arista para un mosaico completamente regular
(mantenemos fijo n). El resultado podemos verlo en la figura , donde observamos que
(L)Y ~ Lg para cualquier valor de y < 0.6. Ademaés, la desviacion standard, mostrada como
barras en la figura, es maxima para xy = 0 con un valor de s ~ 0.7 Ly. Para observar mas
claramente como varia esta dispersion, hemos graficado el comportamiento del pardmetro s/s*
en funciéon de y, donde s* la desviacién standard que corresponde a una red completamente
desordenada (x = 0). En ella vemos que la dispersion decrece al aumentar , sin embargo,
este decrecimiento no es tan pronunciado ya que como vemos, cuando x = 0.7 atin tenemos

una dispersion s &~ 0.7s*.
Asi, de acuerdo al resultado estadistico, para valores de x < 0.5 podemos escribir que:

(L) ~ L. (2.5)

Cabe destacar que el método aqui usado de generaciéon de las semillas no es eficiente
para obtener distribuciones con x > 0.7, ya que la probabilidad de obtener aleatoriamente
estructuras de mayor regularidad es cada vez mas baja al incrementar y, requiriéndose mu-
cho mayor tiempo de ejecucion del algoritmo. Para obtener mosaicos de mayor regularidad
existen otros métodos como por ejemplo, partiendo de la red regular hexagonal se puede ir

desplazando las semillas gradualmente adoptando la red un patrén irregular.

Con los resultados concernientes a la distribuciéon de L y su dependencia en y, y tenien-
do en cuenta el tipo de geometria en la que deseamos estudiar los fenémenos de difusion,
vemos que con un adecuado valor de regularidad, podemos crear mosaicos de Voronoi que
reproduzcan las estructuras reticulares heterogéneas que recuerdan a la vistas en un reticulo
endoplasmatico celular o incluso medios porosos. Asi, para los propoésitos de este trabajo,
valores de xy < 0.5 son aptos para obtener mosaicos de Voronoi muy desordenados. Ahora,

dentro de este rango, para acotar el estudio experimental del presente trabajo, se fijo un
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Figura 2.4: Longitud media L/(L) y dispersion s/s* en funcion de x

A la izquierda, vemos que (L) /L se mantiene practicamente constante para x < 0.5, sin embargo la desviacion
esta alrededor del 70 % para y = 0 decayendo a medida que aumentamos la regularidad. A la derecha, la
desviacion standard normalizada s/s* muestra poca variacion para x menores que 0.3, a partir de lo cual
empieza a reducirse con mayor rapidez, hasta llegar al valor nulo que corresponde a la red completamente

regular.

tnico parametro de regularidad y = 0.3. Este valor fue escogido en base al criterio de que
la distribucion estadistica de la longitud de arista L/(L) (figura a y = 0.3 esta mejor
descrita por la ley de probabilidad [2.4] en comparacion a otros valores de .

Luego de haber establecido el comportamiento estadistico de (L) y haber fijado el pa-
rametro de regularidad, estamos en condiciones de generar redes controladas para nuestro
trabajo experimental. De esta forma, ya con el fin de disenar y construir nuestra redes de
microcanales, escogimos generar mosaicos de Voronoi de N=500, 1000, 2000 y 4000 celdas
en un area unitaria con un parametro de regularidad fija x = 0.3. En este punto, usan-
do las herramientas informaticas mencionadas, generamos el grafico de las geometrias a ser

construidas.

Seguidamente, trasladamos este grafico a un software de tratamiento de imagenes (Illus-
trator CS6, Adobe Systems), donde realizamos varias adecuaciones. Primero escalamos el
grafico a un cuadrado de 1.5 cm de lado. Luego especificamos el ancho w de las aristas que
seran los microcanales, escogimos varios anchos desde 20 hasta 120 micrones, tabla 2.1} Adi-

cionalmente incluimos dos zonas elipticas homogéneas a los lados opuestos del cuadrado, las
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cuales servirdn como area de pre-llenado y pre-evacuacion. Complementariamente incluimos

los indicadores para los puntos de entrada y/o salida del fluido.

Ademés inscribimos la figura dentro de un circulo de 5.4 cm de diametro. Debemos espe-
cificar que toda la estructura de las redes generadas y demas identificadores que se pueden
incluir (texto) deben ser puestas en color blanco sobre un fondo negro ya que esto sera de

suma importancia para la posterior construccion de los microcanales, figura [2.5]

wasp15¢c-1000pts-120um
1=0.0198, s=0.0033

Figura 2.5: Diseno de una red de microcanales aleatorios usando una geometria de Voronoi,

de longitud (L) = 297 pum y ancho de canal w = 120 pm.

Como vemos, hasta aqui tenemos dos variables geométricas propias de las redes: (L) y w;
con ellas podemos introducir un parametro adimensional n = (L) /w que llamaremos aspecto
reticular. Este nombre se debe al hecho que la red puede ser vista como formada por hilos
muy delgados si 7 es grande o, por el contrario, formada por islas (las celdas) si 1 es pequeno.
Ademas, n nos da una idea de la fraccion accesible al fluido, ya que dado un (L) fijo, la
fraccion accesible vendra determinada por el ancho w de los microcanales. En la tabla
resumimos las redes disenadas para nuestro estudio experimental en términos de las variables

mencionadas.

2.2. Construccion de los microcanales

Para construir los microcanales, luego de haber cumplido con su diseno, se deben realizar

esencialmente dos pasos, primero construir el molde del microcanal y después el microca-
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w (pm)

N | (L) (pm) 20 40 60 80 120
200 418.5 20.93 | 10.46 | 6.98 | 5.23 | 3.49
1000 297 1485 | 7.43 | 495 | 3.71 | 2.48
2000 198 990 | 495 | 3.30 | 248 | 1.65
4000 145.5 728 | 3.64 | 243 | 1.82 | 1.21

Tabla 2.1: Valores de n de las redes microfluidicas disenadas.

Las celdas en gris significan que estos disenios no fueron construidos debido a: 1) tener el tamafio de celda
Voronoi muy grande en comparaciéon al campo de vision disponible del microscopio usado 6, 2) tener una
relacion entre (L) y w tal que el grosor del canal va ocupando el espacio de la celda Voronoi, por lo que la

geometria reticular se va perdiendo.

nal propiamente dicho. Para estos procedimientos seguimos un protocolo de litografia que

detallamos en cada caso.

2.2.1. Construccion del molde

Luego de que los canales han sido disenados en el computador, éstos son impresos en una
salida de pelicula transparente tipo offset para ser usados como fotomascaras en el proceso de
construcciéon del molde del canal. Este procedimiento se detalla a continuacion y es conocido
como litografia éptica (Chiu and Shaw, [1997; |Shaw et al., [1997).

El procedimiento consiste en grabar el diseno del canal sobre un substrato adecuado;
este grabado tendra un grosor predefinido del orden de los micrones y es lo que en adelante
llamaremos el molde. Para el efecto, usamos como substrato obleas o wafers circulares de
silicio de 2 pulgadas de diametro, pulidas sobre una cara, orientacion < 100 >, tipo P,
comercializadas por University Wafers. Sobre la superficie pulida de una oblea limpia y seca,
depositamos una porcion de resina fotoresistente SU-8 (Gersteltec Sarl), luego colocamos la
oblea en un spin coater con el fin de que la capa de resina tenga un espesor uniforme sobre
toda la superficie de la oblea. El tiempo y velocidad de rotaciéon del spin coater viene dada
por las especificaciones del fabricante de la resina de acuerdo al espesor deseado. En este
caso, usamos el protocolo suministrado para un espesor de 50 micrones (1700x 27 rad/min

durante 1 min 53 s, tiempo de desaceleracion 13 s).
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Figura 2.6: Esquema del grabado del diseno y molde

A la derecha: La luz ultravioleta incide sobre la fotomascara, la cual solamente deja pasar la luz UV por
las regiones transparentes, coincidentes con el disenio del canal, hacia la oblea con SU-8 en su superficie. A
la izquierda observamos el molde construido con la red de zonas de Voronoi ya grabadas sobre el wafer de

silicio.

Posteriormente, dejamos reposar por una hora para que escapen las posibles burbujas
atrapadas en la resina. Colocamos la oblea en una placa caliente a 65°C por 15 minutos
y luego subimos las temperatura en pasos de 5°C cada 3 minutos hasta alcanzar los 95°C,
temperatura que mantenemos por 40 minutos o hasta que el solvente se evapore y la resina
solidifique completamente. Con este procedimiento logramos que la resina quede firmemente

adherida a la oblea.

Después situamos la fotoméascara del diseno del canal (salida transparente offset) sobre la
capa solida de resina, teniendo en cuenta la mejor disposiciéon para evitar posibles fallos en
la estructura de la resina (hoyos, regiones mas gruesas). Luego procedemos a iluminar este
arreglo con una lampara ultravioleta (UV) colocada perpendicularmente a 30 cm de altura
(ﬁgura. El tiempo de iluminacién utilizado fue de 6 minutos. La exposicion a luz UV actua
como catalizador de una reaccion quimica que tiene lugar en la resina fotoresistente, que sin
embargo ocurre en presencia del calor, por lo que inicialmente no observamos atin la geometria
inscrita sobre la resina. Por tal razén, inmediatamente luego de la exposicion colocamos
nuevamente la oblea sobre la placa caliente siguiendo la misma rampa de incremento de
temperatura mencionada antes. Una vez efectuado ese horneado seremos capaces de observar

el diseno del microcanal sobre la resina fotoresistente.
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Luego seguimos con el revelado o desarrollo del molde. Esto lo hacemos por inmersion de
la oblea en el solvente quimico propylene glycol monomethyl ether acetate (Sigma-Aldrich),
llamado comtinmente desarrollador SU-8. El tiempo de inmersién depende del tamano y
geometria del diseno, en este caso, tipicamente fue de 6 minutos o hasta que toda la resina
que no fue expuesta sea removida de la oblea. Asi, s6lo la porciéon de resina que fue expuesta
a la luz UV (el diseno) permanece en la oblea. Seguidamente limpiamos con isopropanol
toda la oblea para eliminar restos de desarrollador y evitar un sobre-revelado de la resina.
Como paso opcional, se horneo la oblea en la placa caliente a una temperatura de 135°C por
un tiempo de 2 horas para re-entrelazar algunas grietas existentes posterior al desarrollo y
brindar mayor resistencia a la estructura en general, ademas este horneado asegura que la

resina SU-8 no cambie sus propiedades mecénicas a las temperaturas de uso.

2.2.2. Construccion del canal

Una vez que tenemos el molde, podemos construir el canal (Xia and Whitesides| [1998]).
Primeramente procedemos a realizar la mezcla de poly-dimethylsiloxane (PDMS), un poli-
mero muy usado en el campo de la microfluidica, con un reticulante con el fin de lograr que
cadenas de PDMS se enlacen entre ellas. Esta mezcla la hacemos en proporcion de 1 g de
reticulante por cada 10 gramos de PDMS. La mezcla obtenida es transparente en el rango
6ptico de observacion, aunque inicialmente es algo opaco debido a las burbujas de aire en la
mezcla por lo que es recomendable dejar reposar al menos una hora antes de continuar con

el siguiente paso.

Procedemos a verter los 11 gramos de esta mezcla sobre el molde obtenido en el apartado
anterior, previo a colocarlo sobre un recipiente a fin que no se derrame el PDMS. Ademas,
vertemos PDMS adicional sobre placas limpias de vidrio, que serviran de substrato del canal,
y que sellaran el molde. Dejamos que el PDMS endurezca, dejandolo reposar por la noche al
ambiente y en la manana siguiente colocarlo por varios minutos en el horno. Luego, proce-
demos a separar toda la pieza de PDMS del molde (figura . Realizamos las perforaciones
para las entradas y salidas del flujo, y sometemos tanto la pieza de PDMS como el substrato
de vidrio a un tratamiento de plasma por un intervalo de 8 minutos con el fin de excitar las
moléculas de PDMS para su posterior pegado. Sellamos el canal pegando la cara de PDMS
donde esta inscrito el diseno del canal con la cara de la placa de vidrio cubierta con este

polimero igualmente, y finalmente colocamos el chip microfluidico en un horno para reforzar
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Figura 2.7: Procedimiento para la construcciéon del microcanal

Para la construccion del canal, debemos contar con el molde previamente fabricado (1). Sobre éste vertemos
el PDMS (2), formando la estructura hueca del canal (3). Perforamos la entradas y salidas (4), sometemos
a tratamiento de plasma (5), y finalmente sellamos el canal con otra placa de vidrio (6). Imagen toma-
da de http:/ /www.elveflow.com /wp /wp-content /uploads/2012/04/PROCESS-MOLDING-SINGLE-LAYER-
PDMS-DEVICE-copie.png

el pegado.

En la figura mostramos dos vistas de una red microfluidica de canales terminada. Al
nivel macroscopico, podemos observar la estructura transparente obtenida donde el chip esta
expuesto a la luz de excitacion del microscopio. Observamos las entradas y salidas del fluido,
fluoresceina en nuestro caso. Al nivel microscopico, vemos los detalles de la geometria de la

red de microcanales, ubicamos los pardmetros L y w.

2.3. Montaje experimental

En el desarrollo de todos los experimentos de este trabajo, los microcanales fueron lle-
nados con una solucion de fluoresceina disodio (Kingscote Chemicals) a una concentracion
de 0.5 mM en agua, teniendo una tonalidad verdosa. El llenado de los canales se lo realiza
conectando una manguera a una entrada del microcanal, y mediante el uso de bombas de
jeringa (KDS200, KDScientific) se inyecta un flujo constante de esta solucion del orden de

1 pL/min (figura . Adicionalmente se conecta otra manguera a la salida del canal como
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Entrada : \ Salida

Figura 2.8: Vistas reales de una red de microcanales.

A la izquierda: Mostramos una red de microcanales construida, se observa las mangueras de entrada y salida.
Los canales fueron llenados con fluoresceina. La imagen fue tomada a través de un filtro para observar la
fluorescencia de emision. A la derecha: Una red de microcanales vista al microscopio. Identificamos la longitud

L de una celda (la red completa tiene n = 2000 celdas) y el ancho w para toda la red.

via de escape del aire y fluido sobrante, ademas se debe tener sumo cuidado de que todas las

porciones de aire en el interior de los canales sean removidas.

Para realizar las mediciones de la recuperacion de la fluorescencia mediante la técnica de
FRAP, usamos un microscopio invertido (Eclipse TS100, Nikon) con su respectivo accesorio
de iluminacion por lampara de mercurio (Intensilight C-HGFI, Nikon). Esta lampara ofrece
la mayor iluminacién entre longitudes de onda entre 340 nm y 600 nm, teniendo ademas
picos de intensidad en longitudes de onda ~430 nm, ~534 nm, ~ 542nm, entre otros. La
longitud de onda para la excitaciéon de la especie quimica usada en estos experimentos, la
fluoresceina, es \.,=494 nm, mientras que la de emision es \.,,=521 nm, por lo que vemos
que el equipo usado es apropiado para estudios de fluorescencia. Como podemos observar en
la figura el proceso Optico inicia con la luz que viene de la lampara de iluminacion y
atraviesa un filtro para excitacion, dejando pasar la luz de longitudes de onda A, (con un
cierto ancho A\, ), pasa por un espejo separador de rayos (beamsplitter) y por el objetivo para
excitar el espécimen. Luego, la fluorescencia de respuesta pasa por el mismo objetivo y por el
beamsplitter, donde toma un diferente camino 6ptico, llega a filtro de emisioén dejando pasar la

luz de longitudes de onda A, (con un cierto ancho A\.,;,) y luego al sensor correspondiente.

La obtencion de las imagenes se realiz6 acoplando al microscopio una camara de video

(Marlin F080-C, Allied Vision Technologies), la misma que fue conectada al computador
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Figura 2.9: Disposicion experimental

Se muestra el microcanal conectado a las mangueras de entrada y salida. La bomba de jeringa acoplada nos

entrega un flujo constante.

donde se guardaron las imagenes. Debido a que la recuperacion de la fluorescencia es rapida
a tiempos pequenos después del fotoblanqueo mientras que a tiempos largos es lenta cuando
ya alcanza el equilibrio, disenamos una aplicacién que permita obtener muchas imagenes a
tiempos cortos y pocas a tiempos largos. Esta aplicacion controlé el obturador de la camara
por intermedio de una tarjeta de adquisicion de datos (USB 6008, National Instruments) que
permiti6 la comunicacion entre el computador, donde se ejecuta la aplicacion (en LabView,

National Instruments), y la cdmara. La disposicién experimental descrita se muestra en la

figura [2.11]

2.4. ;Coémo realizamos los experimentos FRAP?

Una vez que hemos colocado el microcanal en el portaplacas del microscopio y debidamen-
te llenado con la solucién de fluoresceina, enfocamos y seleccionamos una region de interés.
El proceso de fotoblanqueo lo efectuamos usando la misma luz que proporciona la lampara
de mercurio, iluminando la zona del canal a la méxima intensidad y con una lente de mag-
nificaciéon 10x. Realizamos esto con el fin de que la luz sea lo suficientemente intensa y sea
capaz de producir el fotoblanqueo en las moléculas de fluoresceina. El tamano de la zona
fotoblanqueada es controlado mediante la apertura del diafragma, con lo que se define un

radio R de la zona blanqueada que consideramos circular. En este punto, podemos definir el
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Figura 2.10: Optica para la excitacion y emision de fluorescencia

Imagen basada de http://www.edmundoptics.com/technical-resources-center/microscopy/understanding-

microscopes-and-objectives/

nuevo parametro adimensional:

B

=T (2.6)

al cual llamaremos homogeneidad en el sentido que al crecer R (o disminuir (L)), el area
en consideracion encierra mayores detalles geométricos de la red. Por ejemplo, si v ~ 1,
estarfamos considerando un sector de fotoblanqueo local, con una escala al nivel de la longitud
de las aristas donde los efectos colectivos de la red no son apreciables. En cambio, v > 1
corresponde a una escala donde los detalles colectivos de la red entran en consideracion,

donde podemos considerar valida la aproximacion de medio efectivo homogéneo.

Continuando con la descripcion del FRAP, una vez que se ha realizado el fotoblanqueo,
se obtendra que la zona de exposiciéon quede bastante oscurecida, inclusive perceptible a
simple vista debido a los tamanos que manejamos. El tiempo tipico de fotoblanqueo fue de
3 segundos, llegando hasta los 5 segundos dependiendo del area de la zona fotoblanqueada.
Todo este proceso de fotoblanqueo y la subsecuente recuperacion de la fluorescencia de la
zona blanqueada es grabado en imagenes TIFF con una resolucion de 1280 x 768 pixeles a
escala de grises de 8 bits, en la cual un pixel negro corresponde a un nivel de gris 0 y un pixel

blanco un nivel de gris de 255.
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Figura 2.11: Diagrama de control y adquisicion

El computador PC controla la tarjeta DAC, la cual genera pulsos eléctricos que accionan el disparador de la
camara CAM, acorde a nuestro requerimiento: muchas imégenes al inicio de la recuperacion y pocas después.

Las iméagenes capturadas se guardan en el computador PC.

Inmediatamente después que hemos realizado el fotoblanqueo, cambiamos la lente de mag-
nificacion (girando el revolver del microscopio) de 10x a 2x con el fin de observar toda la zona
blanqueada. Simultaneamente disminuimos la intensidad de luz fluorescente en un factor de
8 (/8x) para minimizar el efecto de blanqueo no intencional que toma lugar al observar la

recuperacion de fluorescencia.

A partir de este punto, que corresponde a t = 0, consideramos que se inicia el proceso
de recuperacion de la fluorescencia. Realizamos la grabacion de las imagenes a 5 Hz durante
los primeros 90 s debido a que en esta etapa la recuperacion de la fluorescencia es répida,
a esta etapa la llamamos grabacion continua. Luego de este tiempo procedemos a tomar las
imagenes cada 57 s, momento en que accionamos la iluminaciéon por 3 s mientras las imagenes
son tomadas y guardadas (a 5 Hz igualmente), luego de esto desactivamos la iluminacion
hasta el siguiente minuto cuando se repite el procedimiento. Dependiendo de la magnitud
de la zona blanqueada, podemos extender el tiempo de grabacién desde unos pocos minutos
hasta una hora. La frecuencia de grabacion de 5 Hz es suficientemente rapida para captar la

recuperacion de la fluorescencia por difusion.

2.5. Restricciones experimentales

Existen algunas limitaciones y efectos de tipo experimental que debemos mencionar, que

tienen que ver con las caracteristicas mismas del equipo usado, del método de experimentaciéon
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escogido y de procesos fisicos complementarios que ocurren durante el experimento. Estos
efectos tienen que ser considerados y/o corregidos en el proceso del posterior analisis de
datos, para asi obtener un mejor resultado al caracterizar el proceso de recuperacion de la

fluorescencia por difusion.

2.5.1. Perfil de iluminacion

Primeramente, al realizar experimentos FRAP preliminares pudimos observar que el perfil
de iluminaciéon de la lampara fluorescente no era uniforme debido probablemente a un mal
ajuste del equipo. Esta inhomogeneidad afecta al proceso de fotoblanqueo y a las imégenes
correspondientes a la recuperacion de la fluorescencia, razén por la que es necesario conocer
experimentalmente este perfil de iluminacion. Adicionalmente, el modelo mateméatico que
usaremos incluye conocer el perfil de iluminacién como un factor que debe tomarse en cuenta
para la descripcion de la evolucion de la curva de recuperacion de fluorescencia (secciéon .
Por lo que nuestro trabajo consiste en medir el perfil radial de iluminaciéon de blanqueo (o
excitacion) y de observacion (o emision), para varios radios de apertura del diafragma con

las que trabajaremos mas adelante.

Para el caso del perfil de blanqueo I,(r), necesitamos un desarrollo tedrico previo. Re-
cordemos que en el proceso de fotoblanqueo el nivel de iluminacién es maximo, causando
una rapido descenso de la fluorescencia, llegando a un nivel homogéneo de saturacion. Esto
enmascara los detalles del perfil de iluminaciéon usado por lo que resulta complicado tener

una idea de su forma, bajo estas circunstancias.

Por tal motivo, establecimos una aproximacion tedrica que sea valida para casos en que el
fotoblanqueo sea muy débil, ya que esto lo podemos lograr reduciendo la intensidad de luz de
la lampara y exponiendo la muestra fluorescente por tiempos muy cortos. Asi, apoyandonos
en la hipotesis ya utilizada en el analisis teorico, seccion [1.§] ecuacion [1.48] consideremos
nuevamente la concentracion de fluoresceina inmediatamente después del blanqueo C(r,0) en

funciéon de la distancia radial 7:

C(r,0) = Coe~ () (2.7)

donde Cj es la concentracion de la especie quimica antes del fotoblanqueo, GG es la cantidad de

blanqueo e i,(r) es el perfil de blanqueo. En equilibrio, la concentracion Cy es homogénea en
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todas la zonas. Ahora para blanqueos muy tenues podemos asumir que el nivel de fluorescencia
Fy es proporcional a la concentracion Cy de la especie quimica fluorescente. Ademas, si la
iluminaciéon no es uniforme, la fluorescencia Fy tampoco lo seré, sino que seré dependiente
en general del punto del espacio especifico (r,6) dentro del circulo de observaciéon. En este
punto ignoramos la distribucién angular de iluminacién, y solo nos enfocamos a obtener la
dependencia radial de los perfiles, ya que en adelante corregiremos el efecto de la asimetria
angular. Asi, la fluorescencia inicial (antes del blanqueo) pasa a ser una funcion del radio,
Fy(r). Con estas consideraciones entonces, salvo un factor, la fluorescencia inmediatamente

después del blanqueo F(r,0) puede ser descrita como:
F(r,0) = Fy(r)e %™ (2.8)

Luego, expandiendo a primer orden tenemos:

F(r,0) = Fy(r) x (1= Gis(r)), (2.9)
de donde: Fr 0
Giy(r) =1— ;07;7T)) , (2.10)

con lo que obtenemos una expresion para i,(r), acompanada del factor G. Sin embargo, ya
que estamos interesados en la forma del perfil mas no en su valor especifico, normalizaremos

esta intensidad como:

1 _ F(T,O)

. Fo(r)

Zb(’f‘) = —FOO,O) R (211)
1- Fo(0)

la cual es independiente del factor G.

Como podemos observar en la ecuacion [2.11] necesitamos conocer los niveles de fluores-
cencia (nivel de gris) antes de efectuar el fotoblanqueo, Fy(r), e inmediatamente después de
efecuarlo, F'(r,0); asi que el procedimiento experimental descrito a continuacion se basa en
obtener estos datos. Para ello, usamos un chip microfluidico disenado como un reservorio bidi-
mensional isétropo y homogéneo totalmente lleno de fluoresceina. Para un radio de apertura
R, usando el objetivo de magnificacion 2x, expusimos el chip a la luz de la lampara fluores-
cente bajo una intensidad /8z por intervalo de tiempo entre 1 sy 1.5 s, es decir, tomamos
alrededor de 15 a 23 iméAgenes para tener una mejor estadistica. Con este paso obtenemos
las imégenes previas al blanqueo Fy(r). Luego para obtener las imagenes débilmente blan-
queadas, usando objetivo de magnificacion 10x exponemos brevemente (~ 0.5 s) la muestra

a la luz de la lampara bajo el mismo nivel de iluminacién tenue /8z. Luego cambiamos el
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objetivo de magnificacién a 2x para captar las imagenes de la zona débilmente blanqueada.

De igual forma, grabamos estas imagenes dentro de los primeros 1.5 s.

Ya en las imagenes, definimos la zona de interés, circular en este caso, e hicimos un célculo
de iluminacion radial media dentro esta zona. Construimos cascarones circulares de espesor
constante 3.3 pm (distancia equivalente a 1 pixel en esta magnificacion) e incrementando
el radio interno en pasos diferenciales de 3.3 um hasta llegar al valor del radio de apertura
R. Realizamos este proceso tanto para el conjunto de imégenes previas al blanqueo como

posterior al blanqueo, promediando en las 15 a 23 imégenes de las que disponemos.

Luego, aplicando la ecuacion obtenemos el perfil de blanqueo normalizado i,(r). Por
otro lado, obtener la forma del perfil de observacion i,,(r) resulta mas sencillo, ya que en este
caso la intensidad de luz que incide es tenue (/8x), por lo que las diferencias de iluminacion
inherentes al perfil son mas faciles de detectar, ya que no existe fotoblanqueo. Por esto, el
perfil de observacion normalizado, para la misma region blanqueada, se obtiene directamente

a partir de las imagenes de pre-blanqueo como:

iop(r) = . (2.12)

En la figura[2.12 se muestra el resultado obtenido para el caso de una zona de blanqueo de
R = 1190 pm. Vemos que el perfil radial de blanqueo tiene una pequena pendiente decreciente
con el radio, produciéndose un notable decaimiento en las zonas préximas al borde. Esta
cola que se observa ya cerca del borde del area de exposicién al blanqueo tiene un ancho
caracteristico, repitiéndose para cualquier radio de apertura R. Esto se debe al efecto de
difraccion que ocurre cerca al borde del circulo de blanqueo, produciéndose un decaimiento

rapido en la intensidad de la luz.

Asi, usaremos estos perfiles experimentales de blanqueo (excitacion) y de observacion
(emision) en los radios que correspondan para el respectivo anélisis y correcciones en los
datos. La diferencia encontrada entre estos perfiles se explica por el hecho que para el proceso
de fotoblanqueo, toda la extension del perfil incide sobre la zona circular de interés; mientras
que para la observacion de la recuperacion de fluorescencia tinicamente una fracciéon del
perfil incide sobre esta zona blanqueada. Esto se debe a que para el fotoblanqueo usamos
un objetivo 10x, el cual enfoca toda la luz en la zona de blanqueo, mientras que para la
observacion posterior usamos un objetivo 2x, es decir, el campo de iluminaciéon total crece en

este caso, pero ya que la zona blanqueada se mantiene fija, solo debemos considerar la parte
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Figura 2.12: Perfiles de iluminacién para blanqueo y observacion

El perfil de iluminacion para el fotoblanqueo disminuye con el radio a una pendiente pequena, llegando a
atenuarse a lo sumo el 20 %, antes de llegar a una cola de ancho caracteristico. Para el caso del perfil de

observaciéon podemos ver que varia muy poco en términos del radio.

del perfil que incide sobre esta zona, que corresponderia a la quinta parte del perfil completo.
Ademés el hecho de ampliar el campo de iluminacién en la observacion, desplaza la cola de
difraccion lejos de la zona blanqueada por lo que no tiene influencia sobre ésta. En todo caso,
la regién que corresponde al perfil de observaciéon es bastante plano, pudiéndose inclusive

considerarlo constante, sin embargo trabajamos con los datos experimentales obtenidos.

2.5.2. El blanqueo por observaciéon

Otro efecto que ocurre en los experimentos FRAP es el blanqueo por observacion dado
que el solo hecho de iluminar la muestra ya causa un blanqueo que no necesariamente es
requerido. Este efecto toma lugar en la etapa de recuperacion de la fluorescencia cuando
la lampara es accionada para que la cdmara pueda grabar las imagenes. El blanqueo por
observacion no solo afecta a la zona fotoblanqueada originalmente sino a todo el campo
iluminado. Ademas, debemos notar que el perfil no homogéneo de iluminacién causa que el

blanqueo por observacion no sea uniforme. Para minimizarlo tomamos dos medidas: reducir la
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intensidad de la lampara fluorescente en un factor de 8 respecto a la intensidad maxima en el
proceso de captura de imagenes posterior al fotoblanqueo, e iluminar la muestra tnicamente
cuando la camara toma las imégenes, es decir, mantener iluminada la muestra durante los
primeros 90 s posterior al fotoblanqueo, para luego apagar y encender la lampara cada 57 s

por un intervalo de 3 s.

Atn con estas estrategias, tanto el blanqueo por observacién como las inhomogeneidades
del perfil de iluminacién que afectan a las imagenes deben ser corregidos. Para realizar esta
correccion, tomamos todo un conjunto de imégenes de la misma region de interés pero sin
fotoblanquear, bajo las mismas condiciones de iluminacién y protocolo de grabacién usadas en
el proceso del FRAP. A este conjunto de imagenes las llamaremos H (t) y las consideraremos
matrices de dimensiones p = 768 filas por ¢ = 1280 columnas, cuyos elementos de matriz
h;j(t) € [0,255] corresponden al nivel de gris para un tiempo ¢ dado; donde 7 € [1,768] e
j € [1,1280]. Con este conjunto H(t) podemos obtener factores que corrigen los efectos del
iluminacion. El método detallado para determinar estos factores se explican en la seccién del
tratamiento de datos 2.6l

2.5.3. El tiempo de fotoblanqueo

Otro detalle importante que debemos mencionar es el tiempo de fotoblanqueo. En nuestros
experimentos realizamos el fotoblanqueo exponiendo la muestra a la luz intensa entre 3 s y
5 s. Este tiempo se puede considerar instantaneo ya que si consideramos aun el radio mas
pequeno de la zona expuesta al fotoblanqueo, r ~ 250 pum, y conociendo que el coeficiente
de difusion de la fluoresceina es D ~ 4 x 1071 m? /s, obtenemos que el tiempo caracteristico
de difusion es 7 = r?/4D =~ 40 s, tiempo que es un orden de magnitud mas grande que el
tiempo de fotoblanqueo. Por lo tanto, en el tiempo que dura el fotoblanqueo, la difusion es

despreciable.

Ademés, una vez que se ha fotoblanqueado la zona de interés, existe un lapso de tiempo
que transcurre durante el proceso de cambio de lente y disminuciéon de la intensidad de luz,
previo al inicio de la grabaciéon de la recuperacion de la fluorescencia. En este tiempo %,
que tipicamente es méximo 2 s, el proceso difusivo en la zona de interés no es grabado. Sin
embargo, tomando en cuenta las mismas consideraciones anteriores, el incremento del radio de
la zona blanqueada durante t, es del orden 6 R &~ 10 um siendo mucho menor que el radio de

blanqueo. Por tal razon, el efecto del tiempo ¢, en la difusiéon temprana ha sido despreciado,

49



sino que consideramos a la primera imagen posterior a t, (cuando la intensidad de la luz fue
reducida y la lente ya ha sido cambiada) como el inicio de la etapa de recuperacion de la

fluorescencia debida a la difusion.

2.6. Tratamiento de datos

Contando con las imégenes grabadas del FRAP y sus correspondientes archivos de tiempos,
procedemos al tratamiento de los mismos. Consideramos las imégenes como matrices L(t) de
dimensiones p = 768 filas por ¢ = 1280 columnas, cuyos elementos de matriz [;;(t) € [0, 255]
corresponden al nivel de gris para un tiempo ¢ dado; donde i € [1,768] e j € [1,1280]. Lo que
nos interesa es el nivel de gris promedio. Primeramente, aprovechando la gran diferencia inicial
de fluorescencia que presenta la zona fotoblanqueada respecto al resto, definimos la zona de
interés creando una méascara binaria (blanco=1 y negro—=0) de la zona blanqueada M y de la
que queda por fuera, es decir, una mascara complementaria N (figura , ambas matrices
teniendo las mismas dimensiones que las imégenes originales. Aplicamos estas méscaras a las

imagenes L(t) mediante un producto definido por:

[L(t) %« M| = 1;;(t) x m; Vi, 7, (2.13a)
[L(t) * N] = 1l;;(t) x n;; Vi,7, (2.13b)

donde m;; y ny; son los elementos de las matrices M y N. Luego para obtener el nivel

promedio de nivel de gris la zona blanqueada y complementaria aplicamos respectivamente:

Zij[L(t) * My
Zij mj ’

Zij[L(t) * N1
Zz‘j T .

Fiult) =

(2.14a)

Fou(t) = (2.14b)

En condiciones ideales, la curva de recuperacion de fluorescencia (nivel de gris) de la zona
de fotoblanqueo deberia ser estrictamente creciente debido al proceso de transporte difusivo
de moléculas desde el exterior. Sin embargo, debido al blanqueo por observacion en el proceso
de la toma de imagenes, la curva de recuperacion de fluorescencia de la zona blanqueada no
es tal. En realidad, observamos que la recuperacion es creciente durante un cierto tiempo

hasta que el blanqueo por observacién causa que la fluorescencia decaiga a medida que es
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Figura 2.13: Mascaras de blanqueo y complementarias

A partir de la imagen pre-fotoblanqueo (a) y de la primera imagen posterior al fotoblanqueo (b), podemos
definir una mascara binaria para la zona blanqueada (c), y de la zona complementaria (d). Esto con el

posterior proposito de comparar el nivel de gris entre estas dos zonas en el transcurso del tiempo.

expuesta a la luz como lo vemos en la figura [2.14] Respecto a la variacion de fluorescencia
de la zona complementaria, ésta debe ser decreciente en el tiempo debido a la difusién de
las moléculas de fluoresceina desde la zona blanqueada hacia la zona complementaria. Pero
ademas este decaimiento de la fluorescencia en esta zona también se ve reforzado por el
blanqueo por observacién mencionado ya antes, por lo que la curva de evolucién de la zona

complementaria mostrada la figura incluye los dos efectos.

Ya que el proposito es comparar los niveles de fluorescencia entre la zona blanqueada con
la zona complementaria, y debido a que el perfil de iluminacién no es homogéneo lo que a su
vez causa que el blanqueo por observacion sea diferente entre las dos zonas, no seria correcto

simplemente obtener la fraccion de recuperacion como Fj,(t)/Fou(t). Lo que necesitamos
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Figura 2.14: Fluorescencia vs. tiempo

El efecto de blanqueo en la etapa de observacion en la toma de iméagenes atenda la fluorescencia de las
zonas expuestas. En el caso de la zona blanqueada se observa como el nivel de fluorescencia crece en las
etapas tempranas, mientras que a tiempos largos el blanqueo hace decaer esta recuperaciéon. La evolucion
de la fluorescencia de la zona complementaria es decreciente debido al proceso de difusién de las moléculas

fotoblanqueadas y reforzada por el blanqueo por observacion.

entonces es corregir estos efectos, lo cual lo hacemos introduciendo factores de correccion
para cada instante tiempo. Para esto usamos las imagenes de referencia no fotoblanqueadas
H (t) mencionadas en la subseccion [2.5.2]

Similarmente a lo descrito para el conjunto de iméagenes L(t) del FRAP, aplicamos las
méascaras M y N al conjunto H(t), que una vez méas las consideramos como matrices de
dimensiones 768 x 1280:

[H(t) * M] = hy(t) x my; Vi, j, (2.15a)
[H(t) * N] = hij(t) x ng; Vi, 7, (2.15b)

siendo h;;(t) los elementos de matriz de H(t). Ahora procedemos a obtener los valores de

fluorescencia media de la zona blanqueada y complementaria respectivamente, en ausencia
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del fotoblanqueo (intencional):

Zij[H(t) * M
dopmi

Zz’j[H<t) * N1y
Zij N ’

con lo que podemos comparar finalmente estos valores que corresponden a la diferencia de

Hi,(t) = (2.16a)

Hout (t) =

(2.16D)

fluorescencia entre las dos zonas mencionadas:

B(t) = . (2.17)

Estos son los factores de correccion que introducimos para relacionar de manera correcta
la recuperacion de fluorescencia en el FRAP. Asi, la fraccion recuperada por difusion de la

zona blanqueada respecto a la zona complementaria es:

Frac(t) = % « fﬁzt((tt)) | (2.18)

Debido a que el fotoblanqueo en la zona de interés no es total, es decir, no todas las
particulas de fluoresceina dejan de ser fluorescentes, la fracciéon definida en la ecuacion
parte de un valor distinto de cero, y va aumentando hasta saturar al valor de 1, ya que el
transporte por difusion entre la zona blanqueada y la complementaria provoca que se alcance
finalmente un estado de concentracién uniforme entre las dos zonas a tiempos suficientemente
grandes. Adicionalmente, por el modelo matemético que empleamos para describir el FRAP,
normalizamos esta fraccion entre un valor inicial nulo y valor final 1 a tiempos muy grandes,

es decir:

_ frac(t) — frac(0)
frac(oo) — frac(0)’

f(t) (2.19)

con frac(oco) — 1.

Como ejemplo, en la figura observamos que la curva de frac(t) parte originalmente
alrededor de 0.3, lo que significa que alrededor del 70 % de la fluorescencia fue reducida por
el proceso del fotoblanqueo. Por supuesto, a tiempos grandes la relacion entre la fluorescen-
cia entre las dos zonas crece mondtonamente hasta llegar a ser idealmente 1. En la misma

figura, vemos la curva de la fraccion normalizada correspondiente f(t), calculada a partir de
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Figura 2.15: Recuperaciéon de la fluorescencia después del blanqueo

A pesar del efecto del blanqueo por observacion, éste se cancela al comparar el nivel de fluorescencia entre las
zonas blanqueada y complementaria. Observamos una recuperacion creciente en el tiempo. En la leyenda de
la figura, frac(t) es la fraccion recuperada calculada segtn la ecuacion [2.18] mientras que f(t) es la fraccion

normalizada obtenida segin la expresion @

la ecuacion [2.19) la cual representa la recuperacion de la fluorescencia tipica para un experi-
mento FRAP. El tiempo de recuperaciéon caracteristico esta determinado por el coeficiente de
difusion de la fluoresceina, ademés del tamano y geometria de la zona blanqueada, en lo cual
nos enfocamos en este trabajo. Asi, apoydndonos en esta curva, y mediante la herramienta
numeérica que se describe a continuacion, podemos obtener el tiempo caracteristico de recupe-
racion y el coeficiente de difusion de los experimentos FRAP en las diferentes configuraciones

experimentales que se describiran mas adelante.

2.7. Aproximacion numérica del modelo tedrico

En el presente apartado detallamos la aproximacion numérica del modelo teérico descrito
en la seccion (1.8 Esta aproximacion nos permitiré realizar el analisis de la curva experimental

de recuperacion de la fluorescencia tomando en cuenta los perfiles de blanqueo y observacion
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medidos, con lo que finalmente seremos capaces de estimar los parametros difusivos de los

experimentos efectuados.

De acuerdo a lo mencionado en la ultima parte secciéon , el perfil de blanqueo Iy(r)
y observacion I,(r), ademas del coeficiente de difusion D, tienen un efecto crucial en la
forma de recuperacion de la fluorescencia. Estos perfiles de iluminacién vienen determinados
por las caracteristicas propias de los instrumentos utilizados y pueden ser medidos en forma
experimental como se ha mostrado ya (seccion . Sin embargo, luego, las curvas de
estos perfiles experimentales deberian ser expresados en forma analitica con el propoésito de
utilizar la ecuacion general de recuperacion de la fluorescencia. Aunque seria posible
ajustar expresiones analiticas que describan adecuadamente a estos perfiles experimentales
para cada caso, existe otra posibilidad de analisis véilida para cualquier perfil discreto, esto

es, la discretizacion.

El objetivo es obtener una aproximacion numérica de la integral con el fin de que
sea susceptible de aplicacion al caso de tener perfiles experimentales discretos de ilumina-
cion. Para tal propoésito, es conveniente realizar una adimensionalizacion de las expresiones

correspondientes. Asi definiendo los pardmetros adimensionales:
r =r/R, (2.20a)
k* = Rk, (2.20Db)

e introduciéndolos en tenemos que:

¢2(k) = 27 R /1 Lp(Rr*) Jo(K*r™)r*dr* . (2.21)
0

De la misma forma, la integral puede ser escrita como:

Rz/ Jo( ))exp (—=Gip[R(r*)']) (r*)'d(r*)", (2.22)

mientras que queda expresada segin:

(k*)2Dt

/ o () I Ty (k) — Jl(k*)]exp< R—) di* + ¢(0)), (2.93)

4
F(t) = 27TqR Co (

siendo

TG(k*):/O Jo(k* (r*)) exp (=G ip[R(r*)']) (r*)'d(r*) ", (2.24)
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o (k™) =27 /01 Lpy(Rr*) Jo (K r™)r*dr™. (2.25)

Asi, finalmente la fluorescencia neta fraccional es:

I a() T (k) — Jy (k)] exp(—t /47)dk
fooo Go(k*) [k* T (k*) — Jy(k*)]dk* :

flt)=1 (2.26)

Ahora efectuando una discretizacion en la integral en estas tres ultimas expresiones tene-

mos:
To(K )aise = »_ Jo(k*rp) exp (=G iy [R(r})]) () 'A(r) (2.27)
p=0
$2(k*)aise = 2> Lp(Rrp) Jo(k“ri)rn Ar® (2.28)
p=0

ZZLO Go (k) ki T (K )aise — J1(K))] exp(—t/4T) Ak*

R N 13 4 T P A V-V

(2.29)

con Ar* = 1/n y ry = pAr*. Por motivos practicos de célculo, en la suma de la ecuacion
hemos acotado hasta un valor maximo de k,, con lo que Ak* = k,,/m y ki = qAk*.

Las ecuaciones [2.27], [2.28 y [2.29] son las expresiones que usaremos para realizar los ajustes

de las curvas experimentales de recuperacion f(t)e., vs t. Vemos que para ello necesitamos
conocer los perfiles de iluminaciéon para el blanqueo y la observacion en forma discreta. En
este conjunto de ecuaciones, por lo tanto, tenemos dos parametros de ajuste: G, que nos da
la cantidad de blanqueo producido inicialmente, y 7 = R?/4D que nos da la informacion
de las propiedades difusivas de la especie en analisis. El ajuste lo efectuamos mediante la
minimizacion de los errores cuadraticos (f(t)esp — f(t)aisc)?, para lo cual se desarroll6 un

c6digo computacional.

En la figura mostramos el error relativo & = (f(t)aise — f(t))/ f(t) entre la aproxima-
cion discreta y la solucién exacta que corresponde al caso de perfiles homogéneos
de blanqueo y observacion. La aproximacion numérica se realizé6 con n = 100, k,, = 50 y
m = 500. Podemos apreciar que como € < 0, fais.(f) subestima el valor tedrico f(t). Para

tiempos muy cortos el error es ~ 10 %, pero rapidamente decae tal que para t ~ 7 ya es de
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Figura 2.16: Error relativo £ vs tiempo normalizado ¢/7

El error decae rapidamente con el tiempo, siendo menor al 2% ya en tiempos ¢t ~ 7. Los valores negativos de

£ nos indican una subestimacion de la aproximacion discreta de f(t) respecto al valor teorico.

menos del 2% y para tiempos mas grandes el error es casi nulo. Respecto a la bondad del
ajuste de la aproximacion discreta, se obtuvo que el coeficiente de difusién correspondiente
a esta aproximacion Dy, = 0.974D;,,, donde Dy, es el valor teérico. Por lo tanto, el error
relativo, que esta aproximaciéon proporciona en el ajuste de D, es una subestimacion del

—2.6 %.

2.8. Experimentos con flujo oscilatorio

Ya que uno de los objetivos de esta tesis es determinar el comportamiento de la difusion
en las redes microfluidicas descritas bajo la accion de un flujo oscilatorio de promedio nulo
mientras se produce la recuperacion de la fluorescencia, continuamos con la descripcion del

procedimiento para este caso.

Para llevar a cabo estos experimentos, el flujo oscilatorio periddico fue generado usando
una bomba de jeringa modelo Legato 180 (KDScientific), la cual permite ser programada
para fases de flujo en inyeccién y en succion alternadamente. Los pardametros de control

en la bomba fueron el caudal @ y el volumen de inyeccion/succion V; con lo que queda
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determinado, en primera instancia, el tiempo de inyeccion/succion.

Sin embargo, antes de realizar los experimentos FRAP bajo la influencia del flujo oscilato-
rio, se requiere una calibracion previa que relacione el valor programado de volumen nominal
a ser inyectado/succionado por la bomba con el periodo y la amplitud del desplazamiento del
fluido durante el ciclo. Esto es necesario debido a que nuestro punto de interés es caracterizar

la difusiéon en términos de la amplitud de la oscilacion x, y no del volumen V.

Adicionalmente, existen factores propios de la disposiciéon experimental usada que influyen
en la relacion entre x y V. Uno de estos factores es que la respuesta del fluido al flujo
de inyeccion/succion no es instantanea ya que la bomba ocupa un intervalo de tiempo de
transicion entre inyeccion y succion. Asi mismo, debemos recordar que las mangueras que
conectan las jeringas con las entradas y salidas de chip microfluidico, son elésticas. Asi que al
introducir el flujo externo, los efectos elésticos en las mangueras (dilatacion y/o contraccion)
hacen que la respuesta en el fluido que esta la red se vea afectada. En los experimentos
de prueba pudimos observar que cuando trabajamos en regimenes en los que el tiempo de
inyeccion /succion eran 1 s o menos, la repuesta del fluido era béasicamente nula consecuencia

de los efectos que acabamos de describir.

Para efectuar la calibracion, escogimos una tunica red de microcanales, en este caso con
longitud media de arista (L) = 198 pum y ancho de canal w = 80.2 um. Ademas, la red
fue llenada con un solucién acuosa de particulas fluorescentes con el propoésito de realizar
un seguimiento de ellas y asi poder realizar la medicion del periodo T y la amplitud de la
oscilacion z. Trabajamos con un caudal de inyeccion /succion fijo @ = 50 nL/s y variamos el

parametro programable volumen inyectado/succionado V' y con ello observamos la respuesta
del fluido.

Bajo este protocolo tomamos imagenes de una porcion de los microcanales para observar
la trayectoria oscilatoria de las particulas fluorescentes de acuerdo a las fases de inyeccion
y succion del flujo; la velocidad de adquisicion fue de 15 Hz. Contando ya con las imégenes
para cada valor de V, realizamos el seguimiento de varias particulas midiendo la longitud
recorrida x en la fase de inyeccidon y succion. Para la determinacion de periodo T' solamente
nos fijamos en el nimero de imagenes que existen entre que la particula parte de un extremo
y llega al otro. Los resultados de la calibracién se recogen en la tabla en donde ademas

incluimos el valor tedrico del periodo, calculado como T; = 2V/Q.
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V(nL) | T(s) | Tils) | x(pm)
100 435 | 4.0 52.18
125 5.04 | 5.0 | 120.39
150 6.10 | 6.0 | 189.30

162.5 | 6.40 | 6.5 | 34248
175 7.06 | 7.0 | 486.08
1875 | 7.50 | 7.5 | 721.86
200 8.02 | 8.0 | 927.07
2125 | 856 | 85 | 1109.57
225 9.24 | 9.5 | 1254.31
250 9.70 | 10.0 | 1510.21

Tabla 2.2: Calibracion de respuesta del fluido en el periodo T' y la amplitud = de oscilacion

respecto al pardmetro de control volumen inyectado/succionado V'

En la medicion de la amplitud de oscilacion, se debe hacer notar que las particulas tuvieron
una direccion preferencial de movimiento por los canales que mostraban mayor paralelismo
con el gradiente de presion existente. En la figura [2.17] la flecha indica la direccion neta del
gradiente de presion. En A, donde el canal es transversal a este gradiente, vemos que las
trazas de las particulas son menores que en B, donde la trayectoria tiene mayor componente
paralela. Esto nos muestra que en B las particulas tienen mayor velocidad que en A, siendo
la primera direcciéon mencionada sobre la cual medimos la amplitud. Debemos recordar que

existe una sola entrada de flujo y una sola salida lo que determina la direcciéon preferencial.

Figura 2.17: Trazas de las particulas fluorescentes sometidas a flujo en el microcanal

Vemos la diferencia de longitud de la trazas entre A y B, lo que nos indica una direccién favorable de

movimiento coincidente con la direcciéon de la diferencia de presion, mostrada por la flecha en la figura.
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La curva de calibracion, figura [2.18], muestra un comportamiento aproximadamente lineal
a partir de V = 150 nL, para voltmenes de inyecciéon /succion menores, la respuesta del flujo

es mas débil. Por debajo de V' = 100 nL, no se obtuvo respuesta del fluido.
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Figura 2.18: Curva de calibracion entre el volumen inyectado/succionado V' y la amplitud de
oscilacion x
Esta calibraciéon x vs V' corresponde al caso especifico en que usamos la red microfluidica con longitud media

de arista (L) = 198 pym y ancho de canal w = 80.2 ym. Para redes con otros parametros se deberia obtener

una nueva calibracion.

Una vez obtenida la calibracion entre el parametro de control V' y la respuesta x, podemos
realizar el experimento FRAP bajo esta nueva condicion. Para ello, escogemos la misma red
microfluidica para la cual fue obtenida la calibracién. En esta red, ya llena de fluoresceina,
realizamos el fotoblanqueo de la zona escogida para el analisis, sin introducir el flujo externo
todavia. Los parametros de iluminacion y procedimiento de blanqueo son los mismos que los
empleados para los experimentos FRAP y que estan descritos en la seccion 2.4] Ahora, sin
embargo, luego de haber fotoblanqueado la zona en cuestion, inmediatamente procedemos
a activar el flujo oscilatorio deseado. Este flujo oscilatorio causara que la zona blanqueada
realice un cierto movimiento periédico, lo que podria tener efectos en la rapidez de difusion.

Precisamente esta es la pregunta que tratamos de responder con estos experimentos.

Siguiendo con la descripcion, una vez que el flujo peridédico ha sido activado, grabamos la
recuperacion de la fluorescencia, teniendo en cuenta basicamente el mismo hecho ya mencio-

nado en la seccion [2.4] Esto es, grabamos continuamente durante los primeros 90 s posterior
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al fotoblanqueo para captar la rapida evolucion de la recuperacion en estos instantes, y luego
realizamos mediciones intermitentes alrededor de cada minuto, para reducir el blanqueo por

observacion.

Una diferencia que debemos mencionar es que la duracion de las etapas intermitentes de
grabacion fueron de un periodo de oscilacion T', de acuerdo al volumen V usado, tabla [2.2}
mientras que para el caso de los experimentos FRAP sin el flujo habiamos fijado la duracion
de las etapas intermitentes en 3 s. La razon de fijar en un periodo T la duraciéon de la
grabacion intermitente se debe a que en este intervalo de tiempo estamos seguros que la zona
fotoblanqueada efectia un ciclo completo y que, por lo tanto, en algiin instante dentro de este
intervalo T, se encuentra en la posicion original en que fue blanqueada. Para un conjunto
de imagenes tomadas bajo estas condiciones (movimiento de la zona blanqueada durante
un periodo), nos resulta facil ubicar la imagen en que la zona blanqueada coincide con la
region de blanqueo original, esta imagen es la que menor nivel de gris promedio tenga dentro
de la zona de interés especificada, definida como una mascara inicial en donde se realiz6 el
fotoblanqueo (figura [2.19).

La extension temporal de este proceso de grabacion depende del valor de V' (o z, de acuerdo
a la calibracion) usado, extendiéndose desde los 20 minutos hasta llegar a 1 hora de duracion,
yva que, adelantandonos a los resultados, observamos que la difusion se ve afectada con la
variacion de x, con lo que alcanzamos el equilibrio a mayor o menor tiempo de exposicion al

flujo.

De igual forma que para los experimentos FRAP sin el flujo, tomamos un conjunto de
imagenes de referencia de la misma region de interés pero sin efectuar el fotoblanqueo, aunque
si bajo la accién del flujo oscilatorio correspondiente, con el fin de efectuar las correcciones

debido al perfil no homogéneo de iluminacion y al blanqueo por observacion (seccion .

Con las imagenes del FRAP bajo el flujo oscilatorio y las imégenes de referencia res-
pectivas, continuamos con el tratamiento de ellas para obtener la curva de recuperacion de
fluorescencia. El método es muy similar al aplicado a los experimentos FRAP sin flujo, des-
crito en la seccion [2.6] Es decir, primero obtenemos las mascaras de las zona blanqueada
y complementaria a partir de las imégenes pre-blanqueo y primera post-blanqueo (figura
, M y N respectivamente. Luego, éstas son aplicadas a las imagenes del FRAP, seguin
las ecuaciones [2.13] Se obtiene el nivel medio de gris promediando en la zona blanqueada y

complementaria usando las ecuaciones
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Figura 2.19: Movimiento peridédico de la zona blanqueada debido a la acciéon de un flujo

oscilante.

Dentro de un periodo de oscilaciéon T, la zona blanqueada va a pasar por la regiéon original del blanqueo,
mostrado aqui como el circulo en linea de puntos para motivos explicativos. Cuando la zona blanqueada
coincide con esta maéscara, el nivel de gris es minimo, lo que nos dice que ha llegado al sitio original del
blanqueo. La etapa de grabacién intermitente no la tomamos en fase con el ciclo de oscilacién de la zona
fotoblanqueada, debido a que existi6 un tiempo de tolerancia finito de respuesta de la bomba en cada ciclo. Las
imégenes corresponden a la oscilacion producida por un flujo de 50 nL/s con un volumen de inyeccién /succion

de 200 nL.

Los factores de correccion por el perfil no homogéneo y al blanqueo por observacion, se

calculan de manera similar que el caso sin flujo, mediante las formulas [2.15] 2.16] y 2.17}

Con esto calculamos la fraccion recuperada normalizada, que aqui renombramos como fr(t),
mediante las ecuaciones y es decir:

_ frac(t) — frac(0)
Jr(t) = frac(oo) — frac(0)

(2.30)

En este punto, la curva de recuperaciéon mostrara la oscilaciones de la zona blanqueada debido
a su movimiento provocado por el flujo periddico. Para las fase grabada en etapa continua,
los primeros t. = 90 s de recuperacion de fluorescencia, estas oscilaciones son consecutivas,
como lo vemos en la figura [2.20] Para la fase de grabacion intermitente aparece solo una

oscilacion de periodo 1" cada minuto.
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Figura 2.20: Curva de recuperacion de fluorescencia bajo la accién de un flujo oscilatorio

Originalmente generamos la curva de recuperacion fr en la que observamos las oscilaciones provocadas por el
flujo periodico. Luego efectuamos un procedimiento de filtrado para obtener los puntos representativos f de
los valles de cada oscilacién. En la etapa de medicién continua las oscilaciones son consecutivas, mientras que
en la etapa intermitente los ciclos estan separados. La curva corresponde a un flujo de 50 nL/s con periodo

de oscilacion T' = 8.02 s

El proposito, sin embargo, es apreciar la evolucién con la zona blanqueada en los instantes
en que ésta regresa a la posicion original en que fue blanqueada luego de haber cumplido cada
ciclo. Como ya se mencion6 en parrafos anteriores, la zona blanqueada llega al punto inicial
de blanqueo cuando el nivel de gris es minimo (mas oscura) dentro de la méscara inicial, para
un periodo T'. Asi, para aplicar este criterio en la etapa continua de la curva de recuperacion,
encontramos el namero de oscilaciones efectuadas como n = t./T. Con este fraccionamiento
podemos establecer claramente los limites temporales inferior ¢;_; y superior ¢; del k-ésimo
ciclo como:

ty = kT para k=1,..,|n] (2.31)

Siendo |n] la parte entera de n, y tomamos ¢, = 0. Luego, identificamos los valores de

fr(t) que estan relacionados con los tiempos dentro de cada uno de los ciclos, generando los
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n subcojuntos fry(t), segiun:

fri(t) = fr(t), t€ [teor,til (2.32)

Luego, para cada uno de estos ciclos se extrae los 9 valores menores de fr, lo cual hacemos

para tener una mejor estadistica. Asi, obtenemos los subconjuntos f7 (¢) mas pequenos:

ri(t) = min{ fry(8)} (2.33)
donde min{ A} significa los n valores minimos del conjunto A.

Cabe aclarar que al tomar los 9 valores mas pequenos no estamos cometiendo un error
apreciable debido al movimiento de la zona blanqueada, ya que este punto corresponde a un
extremo de la oscilaciéon, donde la velocidad es pequena. Complementariamente, existe un
tiempo de respuesta finito (< 1 s) cuando la bomba de jeringa pasa del modo de inyeccion
a succion o viceversa, en donde el fluido tampoco ofrece respuesta, estando practicamente

quieto en este punto del ciclo.

Volviendo al procedimiento, con los conjuntos f7;(¢) obtenemos un promedio de cada uno

de ellos, que sera el valor representativo del valle de la k-ésima oscilacion:

i - SABOL a3

Complementariamente, obtenemos un valor promedio t; para el tiempo de cada valle de

la oscilacion. Con esto tenemos los pares {ty, fi}. Finalmente, formamos los vectores de f()
y i

f@&)=A{f1, fo, - fu} v t={ti,ta,..t,} con k=1,...n (2.35)

los cuales seréan los datos que usaremos para efectuar el analisis de resultados de estos ex-
perimentos. En la figura [2.20| vemos tanto la curva original fr con las oscilaciones debido al
flujo, asi como también los puntos de f obtenidos con el método descrito y que se ubican en
los valles, instantes en que la zona blanqueada llega al punto de origen. Para mayor claridad
se ha mostrado en mayor detalle la etapa de medicién continua, aunque también podemos

observar los 2 primeros puntos que corresponden a la etapa intermitente.
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Capitulo 3

Resultados

En este capitulo iniciamos con la determinacion del coeficiente absoluto de difusiéon para
la fluoresceina mediante un FRAP en un espacio bidimensional homogéneo, resultado que
nos servira como validaciéon del método usado y como valor de referencia frente a las demas
condiciones experimentales que se mencionan mas adelante. Continuamos después con el ané-
lisis del comportamiento de la difusion a nivel de la micro-geometria de las redes de canales,
introducimos aqui la variable nimero de alimentadores para esta descripcion. Posteriormen-
te mostramos los resultados obtenidos ya con las redes de microcanales disenados variando
algunos parametros geométricos (mesoescala) y realizamos la comparacion del coeficiente
de difusion efectivo con referencia al caso homogéneo. Finalmente, estudiamos la accion de
introducir un flujo oscilante de promedio nulo y cémo afecta esto a la difusiéon para una

determinada geometria.

3.1. Determinacion del coeficiente absoluto de difusion

Para iniciar nuestro anélisis, primeramente necesitamos determinar el coeficiente de di-
fusiéon molecular de la fluoresceina Dy, con el propésito de validar las herramientas expe-
rimentales aqui utilizadas, ademéas de servir como valor de referencia para las siguientes

configuraciones.

Con tal fin, nos valemos del caso conocido de la difusién en una geometria bidimensional

isotropa y homogénea, idealmente infinita. Usamos un chip microfluidico diseiado a manera
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de un reservorio de 1.5 cm de largo, 1.0 cm de ancho y altura nominal de 50 ym. La zona

fotoblanqueada es circular.

Trabajamos con dos radios de fotoblanqueo: Ry = 468 pm y Ry = 790 pum; y dos intensi-
dades de luz de observacion suministrada por la lampara: /8x y /4z (la octava y la cuarta
parte de la maxima intensidad respectivamente), con el fin de comprobar la independencia de
Dy respecto a estas variables experimentales. Asi mismo, usamos los perfiles de iluminaciéon

obtenidos segtn el procedimiento descrito en la seccion para los radios mencionados.

0.8+
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® Datos

0
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Figura 3.1: Datos de la curva de recuperacion y su ajuste. Espacio bidimensional homogéneo.

Radio circular de fotoblanqueo R; = 468 pum, a intensidad de observacion /4x

En la figura[3.1] vemos los datos obtenidos para la curva de recuperacion de fluorescencia
y su correspondiente ajuste para el caso R = R; a intensidad de luz de observacion /4z. El
ajuste lo realizamos usando el procedimiento numérico usado en la seccion 2.7 Los valores
para el coeficiente de difusién Dy, calculados partir de Dy = R? /47, se resumen en la siguiente

tabla:

Ry | Ry
[uminacién /4x | 4.62 | 6.05
[luminacion /8x | 3.69 | 4.16

Tabla 3.1: Coeficiente de difusion Dy (x107% m?/s) de la fluoresceina para dos radios de

blanqueo y dos intensidades de observacion.
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De estos resultados vemos que el valor Dy = 6.05 x 107° m?/s es el que més se desvia
respecto a los demas, los cuales son muy proximos al valor reportado anteriormente, Dy =
4.25 x 1071% m? /s, (Culbertson et al., 2002)). Esta diferencia obtenida en el caso mencionado
pudo haberse causado debido a que el microcanal era lo bastante nuevo, lo que significa que
el PDMS era muy permeable a la solucién, comportamiento que ha sido encontrado en otros
trabajos. Asi, descartando este dato, el valor medio del coeficiente de difusiéon medido para

la fluoresceina disodio es:

Dy = (4.16 +0.47) x 107'° m?/s. (3.1)

Usaremos este coeficiente Dy para efectuar las comparaciones con las siguientes configu-
raciones experimentales mostradas en este capitulo. Por otro lado, la curva de recuperacion
de la figura [3.1 muestra que el método numérico descrito nos da un buen ajuste tanto en su

comportamiento temporal como de los valores optimizados obtenidos de los parametros.

3.2. Difusién en la microgeometria de los canales

En esta seccién nos enfocamos a identificar la influencia que tiene el niimero de aristas que
confluyen en un determinado vértice de las redes microfluidicas complejas, lo que llamaremos
alimentadores, sin importar el angulo entre las aristas. Iniciamos con dos alimentadores,
es decir, difusion en una linea, hasta llegar al caso limite de infinitos alimentadores que

corresponde al espacio bidimensional homogéneo visto en el apartado anterior.

Para efectuar este experimento, fijamos un chip de trabajo, en este caso escogimos una
red con una longitud media de arista (L) = 418.5 um, ancho de canal w = 120 um, y el
radio de abertura del diafragma para el fotoblanqueo se fij6 en R = 251 um. Con estos
valores, v = 0.60, lo que nos determina que estamos trabajando en la micro-escala de la red
microfluidica. En la figura [3.2] se observa las regiones blanqueadas para 2, 3, 4, 5 e infinitos
alimentadores (circulo). La recuperacion de la fluorescencia se midi6 por 45 minutos, excepto
para el caso de la regiéon blanqueada circular, donde medimos por 200 s. Se repiti6 tres veces

cada experimento.

Una vez obtenidas las curvas de recuperacion de fluorescencia podemos observar que exis-
ten diferencias en la tasa de crecimiento, especialmente en las etapas intermedias, figura [3.3]

Se ve ademés un orden secuencial en la rapidez de la recuperaciéon respecto al ntimero de
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Figura 3.2: Zonas de blanqueo con varios alimentadores

Con 2 alimentadores (a) tenemos el caso de difusion unidimensional. Luego escogimos zonas de blanqueo con
3,4 y 5 alimentadores, (b), (c), y (d) respectivamente. Como limite tenemos el caso bidimensional homogéneo

(e), donde usamos el microcanal ya disefiado para el estudio de la secciéon anterior.

alimentadores. Recordemos que 7 es un tiempo efectivo que toma en cuenta la geometria del
medio, el cual, en la aproximaciéon de campo medio esta relacionada con un coeficiente de
difusion efectivo D (lo que en la seccion [1.7] habiamos llamado D,ss) tal que D = R?*/47. Asi,
realizamos el respectivo ajuste de las curvas de recuperacion e introducimos un coeficiente de
difusion efectivo normalizado D/Dy. Los valores obtenidos mostraron que existe una influen-
cia neta de los alimentadores. Asi, D ~ 0.4 Dy cuando el fluido solo puede difundir a través
de dos alimentadores, y cuando tenemos cinco alimentadores ya se alcanza un D ~ 0.8 Dy,

muy cercano al valor asintético D /Dy — 1 para muchos alimentadores, figura .

El caso de 2 alimentadores corresponde al proceso de difusion en una dimensiéon descrita
en la seccion [I.5] Asi que, unicamente para esta configuracion, realizamos el ajuste de D uti-
lizando una aproximacioén numérica unidimensional analoga al caso bidimensional detallado
en la seccion . Segiin este tratamiento, el valor obtenido es D = 1.65 x 107'Y m?/s, por
lo que D/Dy = 0.4. Este resultado no esta de acuerdo al valor que deberiamos esperar, ya
que teniendo en cuenta el desarrollo tedrico para el caso unidimensional (ecuaciones y
, el coeficiente de difusion que se cita es D = Dy. Esta diferencia obtenida puede deber-

se a un importante proceso de adsorcion entre las moléculas fluorescentes y las paredes del
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Figura 3.3: Efecto del ntimero de alimentadores en la difusion

observa el efecto de los alimentadores en el coeficiente efectivo de difusion D/Dj.

canal, hecho que no esté considerado en el desarrollo teérico y que provoca que la difusion
sea mas lenta que lo esperado. O por otro lado, puede deberse al efecto de la geometria lejos
de la zona de blanqueo, ya que como vemos, la linea del canal tiene ramificaciones en sus
extremos, lo que podria causar una alteraciéon en el comportamiento de la difusion respecto

al caso unidimensional citado. Adicionalmente, cabe la posibilidad que exista un artefacto

numérico en nuestra herramienta de anélisis que subestima el ajuste de D.
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La recuperacion en una escala logaritmica del tiempo muestra estas diferencias en forma maés clara. (c) Se



3.3. Difusion en la mesoescala de los canales

Ahora se prosigue con el desarrollo de experimentos FRAP en una region mas grande, lo
que hemos llamado mesoescala. En esta seccion trabajamos con los dos pardmetros adimen-
sionales ya definidos: la homogeneidad v = R/(L), que describe el efecto colectivo que la
geometria del canal, y el aspecto reticular n = (L) /w, que toma en cuenta el efecto del area
efectiva ocupada por el fluido. En esta descripcion colectiva, determinamos el comportamien-
to de D/Dy en funciéon de n y v, ademas también medimos las variaciones de la difusion de

acuerdo a la zona especifica de interés.

3.3.1. Efecto colectivo: Zonas de blanqueo y dispersiéon

En este apartado, nos enfocamos a determinar la variaciéon existente en la rapidez de
recuperacion de la fluorescencia de acuerdo a la zona especifica en que el fotoblanqueo fue
realizado. Es decir, para una determinada red microfluidica queremos cuantificar las diferen-
cias en el tiempo de recuperacion cuando, manteniendo fijo el radio de apertura del diafragma
R, realizamos fotoblanqueos en varias zonas de la red. Nuestra hipotesis es que si estamos
en la escala donde la micro-geometria se ve promediada dentro de una region mas grande (la
mesoescala), los pardmetros que caracterizan a esta ultima, determinaran el comportamiento
de la difusion en esta mesoescala. Por lo que independiente de la micro-geometria de la zona
especifica, el efecto colectivo de la mesoescala de la red en la difusién deberia ser equivalente

para cualquier zona.

Para efectuar estos experimentos, el radio de la region blanqueada es fijada en R = 790 pm.
Trabajamos con varias redes de microcanales de distinto valor v, en cada red escogimos
cuatro regiones de fotoblanqueo para efectuar la comparacion, figura La recuperacion de
la fluorescencia fue captada por una hora siguiendo el procedimiento descrito en la seccion

2.4 Para cada region de blanqueo, se repitié hasta por tres veces el experimento FRAP.

En la tabla[3.2] para cada region de blanqueo se muestra los valores del coeficiente efectivo
de difusion normalizado D /Dy junto con su desviacion standard porcentual s* = s/D x 100 %
por las tres repeticiones. En la dltima columna se calcula el promedio y desviacion entre las

cuatro zonas para cada red microfluidica.
De la tabla [3.2] para un mismo canal y una misma regiéon, podemos observar que la
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Figura 3.4: Las 16 regiones analizadas.

En la primera fila constan las 4 regiones con 7 = 10.46 y v = 1.89; en la segunda fila, las regiones con np = 7.43
y 7 = 2.66; en la tercera fila con n = 4.95 y v = 3.99; para la cuarta fila con n = 3.64 y v = 5.45. Todas las

zonas fueron expuestas a un radio de fotoblanqueo R = 790 pm

Region 1 Region 2 Region 3 Region 4 Promedio

n ~ D/Dy s* D/Dy | s* D/Dy | s* D/Dy | s* D/Dy s*
10.46 | 1.89 0.47 0.68 0.51 | 8.01 0.53 | 3.19 0.53 | 4.71 0.51 6.62
7.43 | 2.66 0.54 3.98 0.48 | 5.82 0.49 | 5.65 0.53 | 5.64 0.51 7.08
4.95 | 3.99 0.88 | 10.05 0.52 | 4.23 0.71 | 6.55 0.56 | 3.24 0.65 | 22.44
3.64 | 5.45 0.82 5.61 0.77 | 1.02 0.60 | 2.83 0.75 | 7.96 0.72 | 12.51

Tabla 3.2: Coeficiente efectivo de difusion normalizado D/Dy y su desviacion standard por-

centual s* para cuatro zonas de blanqueo en distintas redes microfluidicas caracterizadas por
(L) y w.

dispersion en D/Dq a lo sumo un 10 %. Es decir, el error debido a las repeticiones cae dentro

de este margen. Ahora, al promediar en las cuatro regiones para un mismo canal, vemos
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sorpresivamente que el valor de esta desviacion aumenta al incrementar el valor de v , el cual
es el parametro que nos indica el nivel de colectividad en que estamos trabajando. En la red
con 7 = 3.99, la dispersion es 22 %, lo que refleja la variabilidad de D/Dy en cada region.
No obstante, un mayor muestreo deberia ser realizado para reafirmar este hallazgo. Ademas
un hecho que apreciamos es que el coeficiente efectivo de difusion D /Dy para las redes con
v =1.89 y v = 2.66 es estadisticamente el mismo. Esto nos puede dar la idea de que a esta
escala, la geometria colectiva de la red, descrita por ~, aun no influye en la rapidez de la
difusion. Tomando en cuenta estas apreciaciones podemos decir, que para una misma red
microfluidica y a estas escalas de 7, la region especifica escogida para realizar el fotoblanqueo
influye en el ajuste del coeficiente efectivo de difusion a lo sumo en un 13 %, si no tomamos

en cuenta el valor atipico descrito para v = 3.99.

3.3.2. Efecto colectivo: Dependencia en -y

Para este caso fijamos un tnico chip de trabajo, caracterizado con longitud media de arista
(L) = 145.5 pm y ancho w = 40 pm, es decir n = 3.64. Luego escogemos una zona de interés y
realizamos los experimentos FRAP para varios radios de blanqueo, desde R = 280 pm hasta
R = 1134 pm. Con este rango efectuamos un barrido de R desde la escala micrométrica hasta
el maximo ya indicado, que esté limitado por las restricciones experimentales y metodolégicas

usadas.

En la figura se muestran las zonas fotoblanqueadas para los radios indicados. Como
podemos observar, la zona blanqueada incluye un mayor detalle de la geometria del canal
a medida que incrementamos el radio, hasta llegar tener una descripcion caracteristica del
tamano de celda, su dispersion, la forma, entre otros factores geométricos de la red. Los resul-
tados obtenidos al optimizar el pardmetro 7 de las curvas de recuperacion correspondientes
constan en la tabla [3.3] Cabe decir que el ajuste de los pardmetros se realiza usando el mis-
mo modelo que el usado para el caso de la difusion en el espacio homogéneo bidimensional,
seccion [3.1] ya que estamos usando una aproximacion de campo medio para estas geometrias,
es decir, describimos el fenémeno como si se tratara de una geometria homogénea en el cual

difunde el fluido con una tasa de difusién efectiva a ser conocida.

En estos resultados, podemos ver que el coeficiente efectivo de difusion D siempre es menor
que Dy, lo que nos indica cuan atenuada es la difusion debido a la presencia de la geometria

reticular. En otras palabras la difusion es mas lenta, por lo que el tiempo caracteristico
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R=280um R=365um R=468um R=613um

R=790um R=985um

&

Figura 3.5: Zonas fotoblanqueadas para el mismo microcanal a distintos radios de blanqueo

Para investigar el efecto colectivo en estas geometrias, escogimos una determinada region de la red e in-
crementamos el radio de la zona a ser blanqueada. Las imagenes corresponden a la red microfluidica con
(L) =145.5 pm y w = 40 pm.

R(pm) | v | 7(s) | D/Dy
280 [ 1.92| 86.34 | 0.55
365 | 251 | 138.74 | 0.58
468 | 3.22 | 184.16 | 0.71
613 | 4.21 | 285.11 | 0.79
790 | 543 | 51691 | 0.73
985 | 6.77 | 885.63 | 0.66
1134 | 7.79 | 1081.40 | 0.71

Tabla 3.3: Coeficientes de difusion normalizados D /Dy segin el parametro adimensional ~,

con 1 = 3.64 fijo.

de difusion 7 crece respecto a su valor en el espacio libre (sin obstaculos). En la figura
.6k, podemos ver claramente la diferencia. Ademés, tomando en cuenta que el coeficiente de
difusion efectivo D /Dy responde a un comportamiento promedio de toda la zona blanqueada,
figura , tenemos que D/Dy tiende a un valor representativo de 0.7 en los valores méas

grandes de v, donde ya el efecto colectivo de la geometria del canal interviene.

Mientras tanto que en la escala microscopica, D /Dy tiene un valor menor (= 0.57), donde el

efecto es netamente local. En v &~ 4 tenemos un maximo de D /Dy, aunque aun comparable al
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valor asintotico. Bajo esta consideracion y de acuerdo a lo mencionado en la seccién anterior,
podemos decir que existe un valor critico 7. ~ 2.7 que separa la descripcién microscopica
de la mesoscopica, ya que cerca de este valor vemos un cambio de régimen en los valores

normalizados del tiempo de difusion.

a b
1200 . ; 1
v canales -
1000}| - homogeneo, 0.l ;
v
T ¥ +
800t i
0.6}
o o° it
— 600t =
e [a)
0.4}
400t
200} 0.2y
0 500 1000 1500 0 2 4 6 8

R (um) Y

Figura 3.6: Tiempos de difusion caracteristico y coeficientes de difusion efectivos

A esta escala, (a) la recuperacion usando los microcanales es mas lenta en comparaciéon a una zona blanqueada
homogénea del mismo radio. (b) En cuanto al coeficiente de difusion efectiva del microcanal, éste corresponde
a alrededor 0.7 veces el valor en el espacio bidimensional homogéneo cuando 7y alcanza valores mayores que
5. Las barras de error son estimativas basadas en los resultados de la dispersiéon que obtuvimos en el anélisis

de la variabilidad por regiones de blanqueo, seccién w

3.3.3. Meétodo alternativo de determinar el limite entre la micro y

la mesoescala

Una metodologia para determinar el limite entre la micro y la mesoescala a partir de
la imégenes, sin inclusive utilizar el FRAP, consiste en medir el nivel de gris promedio,
incluyendo las zonas accesibles y no accesibles al fluido, en un intervalo de valores . De
acuerdo a la descripcion de un medio efectivo, este nivel de gris (que corresponderia al nivel

de fluorescencia o concentracion), debe converger a un valor estacionario cuando la escala en
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la que se toma el promedio es equivalente a la escala donde el medio puede ser descrito como

efectivo.

En tal razon, la metodologia implementada para llevar a cabo este procedimiento se basa
en utilizar las imagenes de los disenios de las redes microfluidicas (figura caracterizadas
por (L) y w, con lo que n queda definido. Es decir, anicamente utilizamos las imagenes
digitales de las redes, no construimos los microcanales. En otras palabras, trabajamos con
redes microfluidicas virtuales donde los canales, en color blanco, representan el fluido con una
concentracion uniforme, y el color negro son las zonas inaccesibles al fluido virtual. Luego,
en estas imagenes, escogemos varias regiones de interés al azar para medir el nivel de gris
(concentracion) promedio, con el fin de observar como evoluciona este nivel en funcion del

tamano de la region.

Detallando, para una determinada red, generamos computacionalmente 100 zonas circula-
res sobre ella. El centro de cada circulo es aleatoriamente escogido y su radio ¢ va creciendo
progresivamente en razon de 1 pixel (10.9 pm en escala métrica), hasta un radio méaximo Q.
El algoritmo fue escrito de tal forma que los circulos queden totalmente en el interior de la
red, figura [3.7] Para cada incremento de radio calculamos el nivel promedio de gris P, inclu-
yendo las zonas accesibles y zonas no accesibles. Este proceso lo repetimos hasta alcanzar el
radio méaximo, con lo que tenemos una curva que relaciona el nivel de gris promedio P en

dependencia de q.

Ahora, para este caso, el nivel colectivo es cuantificado por v = ¢/(L), donde ¢q ahora
representa la talla de la zona considerada. Por lo tanto, representamos las curvas obtenidas
como P en funcion de . Para nuestro anélisis escogimos una red de (L) = 145.5 ym y
variamos w de acuerdo a lo mostrado en la tabla con lo que se define varios valores de
n. Una vez que tenemos las 100 curvas, realizamos un promedio estadistico entre ellas con
el fin de obtener un comportamiento caracteristico de todas las zonas. Ademas, a partir de
este analisis, podemos ser capaces de encontrar un valor critico 7. que establezca el punto a

partir del cual el medio puede ser descrito como efectivamente homogéneo.

Calculamos el gran promedio P definido como el promedio de P entre todas las zonas
para un determinado v. Ademas, obtenemos también su respectiva desviacion standard s. En
la figura podemos ver el resultado obtenido para el caso n = 3.64. En ella, claramente
podemos ver que s se va reduciendo a medida que ~ crece, lo que nos muestra que las zonas

son efectivamente equivalentes.
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Figura 3.7: Circulos generados aleatoriamente sobre un red microfluidica

Se muestran 10 circulos generados mediante el algoritmo mencionado en el texto, donde el radio ha alcanzado
su maximo valor. A medida que los circulos van creciendo, se calcula el nivel de gris promedio en su interior.

La red corresponde a (L) = 145.5 ym y w = 40 pm. Los colores de la red han sido invertidos.

Una vez que tenemos Py s, definimos la desviacion standard normalizada o = s/ P, la cual
es decreciente en 7. Vemos en la figura [3.9] que si graficamos o versus « en escala logaritmica
para ambas variables, esta relacion es aproximadamente lineal. Este resultado nos sugiere
que podria existir una relacién de ley de potencia entre ellas, es decir, ¢ &< v°, donde b es
un namero real. Sin embargo, este tipo de ley no tienen una escala caracteristica, lo que no
permite obtener un pardmetro critico 7. basado en esta cualidad. Dado este impedimento,
en este punto, decidimos elegir un valor arbitrario de corte o. para el cual 7. quede definido.
Escogimos el nivel 0. = 0.05, es decir, cuando las diferencias son menores al 5% del gran
promedio, podemos decir que ya estamos en la mesoescala. En el punto en que o = o, el
valor critico 7, queda definido. Realizamos este procedimiento para redes con distintos 1. En
la figura mostramos las curvas de o y la recta de corte. Los resultados de 7. se recogen
en la tabla 3.4l

De estos resultados, vemos que el valor critico 7. depende de 7. Sin embargo, para anchos
de canal entre 20 pm y 60 pum, 7, practicamente se mantiene en un valor constante de 6.
Para anchos de canal mayores, vemos que 7. se alcanza a valores més pequenos. Esto se debe
a que al aumentar w, los detalles reticulares de la geometria se van perdiendo, por lo que el

medio se vuelve mas homogéneo.
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Figura 3.8: Nivel de gris promedio P en funcion de 7.

Se muestra el gran promedio P para las 100 zonas en cada valor -, las barras de error corresponden a la
desviacion standard respectiva. Vemos que la dispersion se va reduciendo a medida que 7 crece. El caso

presentado corresponde a 1 = 3.64

w (pm) | n | e (0. =5%)
20 | 7.28 6.30
40 | 3.64 6.15
60 | 243 5.99
100 | 1.46 4.65
150 | 0.97 3.07
250 | 0.58 0.76

Tabla 3.4: Valor del valor citrico 7. en funcion de 7 a un nivel de significaciéon o. = 5 %.

No obstante del criterio puramente arbitrario en el que nos basamos para obtener 7., es
decir o, = 0.05, debemos notar que las curvas que relacionan ¢ con 7 son distinguibles. Asi
que si escogemos un o, distinto, obtendremos diferentes .. Inclusive, otros criterios pueden
tenerse en cuenta, tales como observar la variacion de s en términos absolutos o relativos, o

ajustar modelos matematicos con pardmetro de ajuste ..
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Figura 3.9: Curva de o vs v

A la derecha: Se muestra la relacion entre o y v en escala logaritmica para ambos ejes. Se observa una relacion
lineal, lo que sugiere que una relacién en ley de potencia para estas variables. A la izquierda: La desviacion

standard normalizada ¢ decae con 7. Al establecer un valor de corte o, el valor critico 7. queda determinado.

3.3.4. Efecto del area efectiva

En esta seccidon nos interesamos en el efecto que el area efectiva de la zona blanqueada
tiene sobre la difusién. Asi nuestro propoésito es analizar la recuperacion de la fluorescencia
en términos del pardmetro adimensional n = (L)/w. Experimentalmente hablando, ahora
fijamos un tnico radio de fotoblanqueo, R = 790 um, y usamos varios microcanales con una
misma longitud media de arista, (L) = 198 pum, variando el ancho de los microcanales w.
Con esto fijamos v = 3.99, y n = (L)/w varia de acuerdo a w. En la figura vemos las
zonas expuestas al fotoblanqueo con sus respectivos anchos del microcanal. La recuperacion

de fluorescencia fue medida durante una hora.

Los coeficientes efectivos de difusion adimensionales D/D, obtenidos para estos experi-
mentos se muestran en la tabla[3.5] En la dltima fila se muestra un valor de w = 630 pm que
corresponde a un grosor de canal en el que la geometria de la red desaparece debido a que al
aumentar w, cada celda de Voronoi se hace més pequena, efecto que lo podemos apreciar en
figura[3.10] Por lo tanto, en este limite se alcanza el caso de difusion en el espacio homogéneo,
donde D = Dy dado por 3.1}
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w=47.7um w=73.6um w=80.2um

w=115.6um w=129.3um

Figura 3.10: Zonas fotoblanqueadas para diferentes anchos de canal w. La longitud de arista

(L) y el radio de blanqueo R se mantienen constantes

El hecho de aumentar el ancho w de los canales causa que el area (o volumen) accesible se incremente dentro

de un mismo radio de observacion R.

w(pm) | n | D/Dy
477 | 415 | 0.42
736 | 2.69 | 0.52
80.2 | 247 | 0.46
1156 | 1.71 | 0.51
129.3 | 1.53 | 0.57
630 |031] 1

Tabla 3.5: Coeficientes de difusion normalizados D /Dy segtin el parametro adimensional 7,

con vy = 3.99 fijo.

De los resultados podemos observar, que la difusiéon es mas lenta a medida que 7 crece, es
decir, mientras més angostos son los microcanales; estos puntos experimentales se muestran
en la figura[3.11] Vemos que el coeficiente efectivo de difusion D /D, toma aproximadamente
un valor de 0.6 aun cuando (L) y w son comparables. Para canales mas angostos, D /Dy llega

a estar alrededor de 0.44 en promedio, en cuyo régimen parece variar muy poco.

Sin embargo, podemos ademas mostrar el comportamiento del coeficiente efectivo de di-
fusion en funcion del area estrictamente blanqueada, para ello introducimos el parametro

Kk = Ap/Ap (fraccion de superficie accesible por el fluido), donde A, es el area blanqueada
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Figura 3.11: Coeficiente efectivo de difusion D/Dg en funcion de n

Al ser mas angostos los canales, el coeficiente efectivo de difusion D/Dg es menor. A este rango de valores

de n, D/Dy parece llegar a un valor estacionario. De nuevo, las barras de error son estimativas.

ocupada por el fluido y Ag es el area del circulo que encierra tanto la superficie blanquea-
da como la superficie de las zonas de Voronoi incluidas. Como mantenemos R fijo, el area
Ag =7 x R? =19.61 x 1077 m?. Mientras que el valor de A, se muestra en la tabla [3.6] para

cada microcanal de trabajo.

w (pm) | A(x107" m?) | &
47.7 4.75 0.24
73.6 7.38 0.38
80.2 7.82 0.40
115.6 10.66 0.54
129.3 11.02 0.56
630 19.61 1

Tabla 3.6: Area A, blanqueada y la fraccion accesible por el fluido &

Ahora, relacionando la fraccion efectiva de area k con el coeficiente efectivo de difusion
D/ Dy de la tabla , obtenemos la curva mostrada en Vemos principalmente que entre
0.25 < k < 0.55, el coeficiente efectivo de difusion esta entre 0.4 < D/Dy < 0.6. Fisicamente
deberiamos esperar que a menores k, la difusion sea més lenta, para lo que tendriamos

que explorar anchos de canal menores a los construidos. Sin embargo, con el equipamiento
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actual del laboratorio y metodologia usada resulta mas complicado construir microcanales
con anchos menores a 40 ym considerando estas geometrias de trabajo; y més ain, entramos
en un rango en que la desviacion tipica del ancho de canal (= 9 pm) es comparable con el

promedio por lo que el control experimental sobre esta variable serfa muy pobre.

Por otra parte, con los anchos de canal w especificados en la tabla y considerando
que la profundidad del canal tiene un valor nominal de 50 um, vemos que la relacién ancho-
profundidad de canal va entre 1 y 3. Es decir, en este rango de variacion de w, el hecho que
el fluido tenga el espacio correspondiente a su profundidad puede causar que no observamos
una disminucion pronunciada en D/D,. Este aspecto abre un posible futuro trabajo relativo
a obtener el comportamiento de la difusion a regimenes donde la relacion de aspecto entre el

ancho y la profundidad sea menor que lo aqui establecido.

0.8 q

D/D
-
HH

0.4r ' .

0.2r .

Figura 3.12: Coeficiente efectivo de difusion D/Dqy en funcion de la fraccion de superficie

accesible &

En el intervalo de x € [0.25,0.55], el coeficiente efectivo de difusién tiene una variacién de ~ 0.2. Futuros

trabajos en un rango mayor de k serfan relevantes.
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3.4. Difusién bajo un flujo de promedio nulo

Luego de haber descrito la difusion en relacion a las variables adimensionales geométricas
en la seccion precedente, ahora nos proponemos conocer qué efecto tiene en la difusion el
introducir un flujo peridédico de promedio nulo mientras tiene lugar la recuperacion de la

fluorescencia.

Para ello usamos el proceso experimental descrito en la seccion 2.8 El canal microfluidico
usado para estos experimentos es unico, caracterizado por su longitud media de arista (L) =
198 pum y ancho de canal w = 80.2 um (n = 2.47). El radio de blanqueo fue R = 790
pm (v = 3.99), incidiendo la luz fluorescente siempre sobre la misma zona del microcanal,
previamente escogida. El caudal de inyeccion/succion fue fijado en 50 nL /s, y variamos la

amplitud de oscilacion x de acuerdo a la calibraciéon obtenida en la tabla

En estos experimentos FRAP bajo la acciéon de un flujo oscilatorio también estamos in-
teresados conocer la descripcion efectiva de la recuperacion de la fluorescencia; por lo que
caracterizamos este proceso en funcion del coeficiente de difusion normalizado D/D*, donde
D* es el coeficiente de difusion cuando no existe flujo oscilatorio. Usando la misma herra-
mienta numérica de los casos anteriores, se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla
3.7, donde hemos introducido el parametro adimensional 2/(L), que da cuenta de la amplitud

de la oscilacion en unidades de (L).

Ademés, calculamos el ntimero de Reynolds Re y el nimero de Strouhal St de estos
experimentos para mostrar el comportamiento de D/D* en términos de estos parametros
que describen la relacion entre el caudal oscilatorio externo, la difusiéon y los efectos viscosos.
Para el namero de Reynolds, Re = LU/v donde U = 2z /T es la velocidad caracteristica del
fluido con T su periodo de oscilacion (Tabla[2.2)); tomamos la altura nominal del canal h = 50
pm como la longitud caracteristica L de variacion de U (perfil parabolico de velocidad), y
estimamos la viscosidad cineméatica de un medio acuoso como v = 107% m?/s. Para el calculo
del namero de Strouhal, el cual relaciona los efectos del flujo oscilatorio en comparacion a la
difusion, usamos St = 7, /7T, donde 7, es el tiempo en que una molécula difunde una distancia
w (ancho del canal), es decir 7, = w?/2D,. Los valores obtenidos de Re y St también se

incluyen en la tabla |3.7]

En la figura|3.13a podemos apreciar como a valores de x/(L) inclusive menores a la unidad,

el coeficiente de difusion aumenta ya hasta 2.5 veces respecto al valor referencial (sin flujo).
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V(nL) |  (um) | z/(L) | D/D* | Re St
100 52.18 0.26 1.02 | 0.0012 | 1.84
125 120.39 | 0.61 2.06 | 0.0024 | 1.59
150 189.30 | 0.96 2.61 | 0.0031 | 1.31

162.5 | 342.48 1.73 4.02 | 0.0054 | 1.25
175 486.08 | 2.46 5.94 | 0.0069 | 1.13
187.5 | 721.86 | 3.65 5.82 | 0.0096 | 1.07
200 927.07 | 4.68 4.99 | 0.0116 | 0.99

212.5 | 1109.57 | 5.60 7.79 10.0130 | 0.93

225 | 125431 | 6.33 9.73 | 0.0136 | 0.87

Tabla 3.7: Coeficiente efectivo de difusion normalizado D/D* en funcion de la amplitud de

oscilacién x

Esto nos dice que atin en amplitudes de oscilacion menores a la longitud de un lado de
zona de Voronoi, los efectos del flujo oscilatorio en la difusiéon son ya apreciables. Ademas,
nos podemos fijar que en valores de z/(L) entre 2.5 y 5, el comportamiento de la curva es
diferente que en el resto de valores, donde se tiene un régimen de variacién caracteristico.
Ya en valores de z/(L) superiores a 5.5, D ya es 8 veces D*. Asi, en general, vemos que
cuando se tiene flujos a amplitudes mayores, el coeficiente de difusion normalizado D/D*

crece, acelerando el proceso de difusion, aun cuando el flujo externo, en promedio, es nulo.

En referencia a Re, vemos que se mantiene en 6rdenes de 1072 a 107! por lo que atn
podemos considerar que existe un flujo laminar al realizar estos experimentos. El comporta-
miento de D/D* en funciéon de Re se mantiene similar a lo descrito en el parrafo anterior, es
decir, un comportamiento creciente en general, figura [3.13p. Tomando en cuenta el namero
de Strouhal St, vemos que éste se mantiene cercano a 1, con lo cual estamos en el régimen en
que el fluido tiene un movimiento colectivamente oscilatorio. En este caso, el comportamiento
de D/D* es inverso con St (St o 1/T), figura [3.13¢. Vemos que para St < 1, el efecto de la
difusion tiene mayor influencia dentro de cada ciclo de la oscilacion. Esto debido a que las
moléculas, en tal caso, tienen tiempo para difundir una distancia w mientras se efectia una

oscilacion completa, lo que puede dar lugar a un incremento de D/D*.

Concluyendo, vemos que existe un efecto muy claro del flujo peridédico en la rapidez de
recuperacion de la fluorescencia. Esto nos quiere decir, que a pesar que el flujo neto es

nulo, dentro de cada ciclo de oscilacion se produce proceso de mezclado entre las particulas
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Figura 3.13: Coeficiente efectivo de difusion normalizado D/D* en funcién de varios parame-
tros adimensionales.

(a) Se muestra D/D* en funcion de la amplitud de oscilacion normalizada z/(L), vemos que una rapida
variacion de D/D* al incrementar la amplitud de oscilacion x. (b) El comportamiento de D/D* con el

niamero de Reynolds Re es similar a los visto en (a). (¢) D/D* en términos del namero de Strouhal St, se

observa que a St ~ 1 ocurre un comportamiento atipico, no obstante el rango de variacion de St es pequeno.

blanqueadas y no blanqueadas que acelera la recuperacion. Este proceso podria deberse
ademas a la accion de la fluctuaciones térmicas (choques entre moléculas de fluoresceina o
con moléculas de agua) en el sentido que dada una particula que originalmente se encontraba
en la zona blanqueada, al llegar al otro extremo de la oscilacién, no necesariamente vuelve
por la misma trayectoria de ida, y en su lugar otra particula realiza tal recorrido. Recordemos
que existe inclusive un tiempo finito de respuesta entre la inyeccion /succion de fluido, dando

espacio a que ocurran estas fluctuaciones en los extremos de la oscilacion.
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Capitulo 4

Conclusiones y perspectivas

De acuerdo a lo mostrado en el presente trabajo, podemos concluir primeramente que la
metodologia experimental del FRAP aplicada al estudio de difusion en escalas microfluidicas
puede ser implementada. En esta metodologia vemos que existen procesos complementarios
como el fotoblanqueo por observacion, o detalles experimentales como los perfiles de blanqueo

y de observacion, los cuales deben ser considerados en el analisis de los datos experimentales.

Por otro lado, hemos visto que, mediante la generacién de mosaicos de Voronoi, podemos
obtener redes de microcanales con un grado de aleatoriedad controlado mediante el parametro
de regularidad y. Estas redes fueron caracterizadas por la longitud media de arista (L) y por
el ancho de los microcanales w. Ademas el tamano caracteristico de la difusion fue controlada
por el radio de la zona fotoblanqueada R. Con ellos, definimos dos parametros adimensionales:
la homogeneidad v = R/(L) que da cuenta de los detalles geométricos colectivos de la red y,

el aspecto reticular n = (L) /w que da una medida del volumen efectivo accesible al fluido.

En cuanto a los resultado experimentales, pudimos determinar el coeficiente molecular de
difusion de la fluoresceina Dy = 4.16 x 1071° m?/s, el cual es comparable con mediciones

anteriores, lo que valida nuestra metodologia de analisis.

En lo concerniente a la difusién en las redes microfluidicas, para el parametro de homo-
geneidad v, dentro de un rango 1.89 < v < 5.45, mostramos que el coeficiente de difusion
efectivo D varia a lo sumo en un 13 %, en promedio, al medir la difusion en varias regiones
del canal. Sin embargo, para v = 3.99 se encontr6é que la dispersion es mas grande (22 %),

aunque un mayor tamano estadistico deberfa ser tomado para afirmar este hecho. Es decir, a
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estas escalas, la difusion en cualquier region de la red donde se efecttie el proceso tiene este
rango de variacion, el cual es similar al error por repeticion (~ 10%). Més ain, al medir el
comportamiento del coeficiente efectivo de difusion D /Dy en funcion de v, establecimos que
para v > 7. &~ 2.7, el medio puede ser descrito como un medio efectivo. Es decir, a estas
escalas ya existe una invariancia espacial y D/Dy converge a un valor estacionario; para el

caso en que 1 = 3.64, este valor es D/Dy ~ 0.7.

Con respecto al parametro 7, vemos una rapida saturacion hacia D/ Dy ~ 0.4 desde valores
n > 2. En términos de la fraccion de volumen accesible k, vemos que D/Dy varia entre 0.4 a
0.6 en un rango de x de 0.2 a 0.6, donde los efectos de la profundidad de los canales pueden

influir en el hecho de que D/D, sature en estos valores.

En escalas menores, v = 0.6, vemos que el nimero de alimentadores que confluyen en un
determinado nodo inciden en D/Dy. Con dos alimentadores tenemos que D/Dg ~ 0.4, valor
que va aumentando a medida que agregamos mas alimentadores. Con cinco alimentadores
ya tenemos D /Dy ~ 0.8, lo cual esta de acuerdo con la tendencia asintotica D/Dy = 1 para

muchos alimentadores, es decir, el espacio libre.

La acciéon de flujo externo periddico de promedio nulo tiene una notable influencia en la
aceleracion de la difusion. Inclusive para amplitudes de oscilacién normalizadas pequenas
xz/(L) =~ 0.6, ya observamos que el coeficiente efectivo de difusion D se duplica respecto
al valor sin fluyjo D*. Para valores mas altos de z/(L), D aumenta hasta ~ 10D* cuando
z/(L) ~ 6.5. No obstante, en el intervalo 2.5 < /(L) < 5 se observa una region de distinta
variacion. En todo caso, el flujo externo provoca un incremento de la difusion probablemente
debido a un proceso de mezclado efectivo entre las moléculas blanqueadas y no blanqueadas en
el transcurso de cada oscilacion. Este mezclado puede deberse a procesos de irreversibilidad,
sobre todo en los puntos extremos de la oscilacion donde el flujo se detiene momentaneamente.
En tal intervalo de tiempo, las moléculas blanqueadas y no blanqueadas pueden intercambiar
momentum de forma que exista un cambio en sus posiciones, y luego la acciéon del flujo cause

que las trayectorias adquiridas sean distintas que en el ciclo previo.

Haciendo referencia a las posibles aplicaciones en la biologia celular u otros campos, usan-
do el método de analisis del FRAP propuesto en este trabajo, se debe tener en cuenta varios
aspectos. La aproximaciéon aqui establecida es bidimensional lo que, dependiendo de la es-
tructura biolégica, puede no cumplirse adecuadamente. Otro aspecto es el hecho que la herra-

mienta numérica usada se basa en un modelo donde se asume que la fluorescencia recuperada
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vuelve a ser igual a la inicial, debido a la suposicion que el espacio es suficientemente grande.
Ademés no se han tomado en cuenta procesos de interaccion entre las moléculas difusivas y
las paredes que podrian subestimar el valor de D, o por el contrario, en caso de existir pro-
cesos activos de transporte, D seria sobreestimado. Adicionalmente, basado en los resultados
presentados, se debe considerar que al realizar un experimento de estas caracteristicas, la
respuesta difusiva obtenida depende de regiéon especifica bajo estudio. Mas atn, cuando en
el tratamiento numérico descrito, se encontré que podria no existir una escala caracteristica

de estas redes.

Uno de los siguientes pasos que resultarian interesantes, seria establecer la respuesta de
D/Dq en funcion de x, es decir, el comportamiento de la difusion de acuerdo al nivel de dis-
persion de la red. Adicionalmente, se puede extender el estudio acerca del efecto del volumen
accesible al fluido sobre la difusion, especificamente trabajando en un mas amplio rango de

valores de 7).

En el tema del flujo externo periédico, se puede hacer un estudio mas profundo de la res-
puesta de D/D*, en dependencia a la forma del ciclo (sinusoidal, triangular) o a su frecuencia.
También se puede experimentar con el comportamiento de la difusiéon bajo un mismo caudal

externo a distintos niveles de desorden Y.
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