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Introduccion

Planteamiento del problema.

Los micro-sistemas BioMEMS o Lab-on-a-Chip son sistemas o dispositivos construidos a partir de
técnicas inspiradas de la fabricacion a micro y nano escala que son utilizados para el
procesamiento, suministro, manipulacion, analisis o construccion de entidades bioldgicas o
quimicas [1]. En estos sistemas microfluidicos, células y bio particulas de interés viajan a través
de un canal dentro de un fluido de transporte. El transporte controlado, inmovilizacion vy
manipulacién de las entidades de interés son caracteristicas importantes que deben ser
incorporadas a un sistema microfluidico para lograr la integracion de distintas etapas de analisis
dentro de un sistema Lab-on-a-Chip y llevar a cabo ensayos bioquimicos, bioldgicos y celulares. El
control de fluidos involucra casi siempre el uso de vélvulas, y para la creacion de dispositivos
microfluidicos completamente integrados es necesario el desarrollo de componentes

microfluidicos como las micro valvulas y micro bombas.

Objetivo.

Disefiar y fabricar una microvdlvula para sistemas microfluidicos Lab-on-a-Chip con aplicaciones
BIO (bioldgicas, bioquimicas y biomédicas) que permita la manipulacidon de entidades de interés
dentro de un dispositivo Bio-MEMS por medio de la direccion de un flujo, asi como la

compartimentacién de procesos.

El alcance de este trabajo es el disefio y fabricacién de una microvalvula que pueda ser
implementada en un dispositivo Bio-MEMS. En el dispositivo fabricado no se realizd ningun tipo de

ensayo o prueba bioldgica, bioquimica o biomédica.



1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1.Técnicas de microfabricacidn

Litografia: Breve nota histdrica

Después de experimentar con varias resinas expuestas a la luz solar, Nicéphore Niépce (1765-
1833) logrd copiar un grabado en papel aceitado al colocarlo sobre una placa de vidrio cubierto
con asfalto disuelto en aceite de lavanda. Después de dos o tres horas de exposicion, las zonas no
cubiertas con asfalto se endurecieron en comparacion con las zonas no expuestas, las cuales
permanecieron mas solubles y pudieron ser removidas con una mezcla de trementina y aceite de
lavanda. El proceso realizado por Niépce corresponde a aquel de fotolitografia con resina
fotosensible de tipo negativo. Cinco afios después, en 1827, utilizando un 4cido fuerte, el grabador
parisino Lemaitre reprodujo un grabado del Cardenal d’Amboise a partir de una placa desarrollada
por Niépce. Esto representa el primer ejemplo de transferencia de patrones por fotolitografia y
fresado quimico. La precision de esta técnica era aproximadamente de 0.5 a 1 milimetros. La
palabra litografia (del griego lithos [piedra] y grdphein [escribir]) se refiere al proceso inventado en
1796 por Aloys Senefelder. Senefelder descubrié que la piedra al ser apropiadamente entintada y
tratada con quimicos, podia transferir una imagen tallada al papel. Debido al tratamiento quimico
de la piedra, las areas pertenecientes a la imagen y aquellas que no lo eran se volvian hidrofébicas
e hidrofilicas respectivamente, atrayendo la tinta hacia el area que correspondia a la imagen y
atrayendo agua hacia las areas no correspondientes a la imagen. El proceso de Niépce anuncié el
advenimiento de la fotografia. Mucho mas tarde, el uso de foto-mascaras, seguido de
procesamiento quimico, condujo a la fotolitografia hoy utilizada en la fabricacion de circuitos
integrados y en la ciencia de la miniaturizacién. No fue hasta la Segunda Guerra Mundial, mas de
100 afios después, que las primeras aplicaciones de la impresién de tarjetas de circuitos surgieron.
En 1961, fueron ideados métodos que permitian producir una gran cantidad de transistores en
una capa delgada de silicio (Si). En ese entonces, la resoluciéon no era mejor que 5 [um]. Hoy en
dia, la fotolitografia, la litografia por rayos X y la litografia de particulas cargadas pueden lograr

una precision de impresién menor a 1 [um]. [2]



Fotolitografia

La fotolitografia es la forma de litografia mas ampliamente utilizada. En la industria de los circuitos
eléctricos, la transferencia de patrones de mascaras a capas delgadas se logra casi exclusivamente
por medio de la fotolitografia [2]. El conjunto de pasos de estos métodos se resume en la Figura

1.1. En este ejemplo se utilizan una oblea de silicio oxidada y una resina fotosensible negativa:

La oblea de silicio (1) se cubre con una capa de 1 [um] de espesor de resina fotosensible
negativa (2). Después de la exposicion (3), la oblea se enjuaga en una solucién reveladora o
rociada con un revelador en aerosol, lo cual remueve las areas no expuestas de la resina
fotosensible y deja un patrén de dxido expuesto y cubierto con la resina en la superficie de la
oblea (4). El patrén de la resina es la imagen negativa del patrén en la foto mascara. El siguiente
paso tipicamente consiste en colocar la oblea en una solucion de HF o HF + NH,F, la cual ataca el
oxido pero no a la resina fotosensible o al silicio subyacente (5). La resina fotosensible protege las
areas de éxido que cubre. Una vez que el éxido expuesto ha sido removido, la resina restante
puede ser disuelta con un acido fuerte como H,SO, o una combinacion acido-oxidante como

H,S0,4- Cr,03, atacando asi a la resina, pero no al éxido o al silicio (6).

La litografia sigue utilizando en la mayoria de los casos mdscaras, pero debido a los inconvenientes
gue ocasionan, como su costo y el tiempo de fabricacion, contaminacion provocada por ellas, su
desecho y las dificultades para su alineamiento, la investigacion en el campo la litografia por
proyeccion Optica sin mascaras (MOPL por sus siglas en inglés) crece rapidamente. En el mercado
es posible encontrar dispositivos cuyo funcionamiento se basa en dispositivos de micro espejos y
en tecnologias de modulacidn espacial de luz utilizadas en proyectores digitales y televisores de
alta definicion (Figura 1.2) [3]. La resolucion de la litografia basada en DMDs (1 [um] [4]) es
significativamente menor que la de otras técnicas como litografia con rayo de electrones (0.25

[um]), pero para muchas aplicaciones, como la microfluidica, esto no representa un obstaculo [5].



1) Oxidacion

ﬁ Oxido de silicio

Silicio

2) Preparacién litografica
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4) Revelado

5) Grabado del éxido de silicio
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Figura 1.1 Proceso de fotolitografia y transferencia de patrones. 1) Oxidacion 2) Preparacion litogrdfica 3) Exposicion 4)
Remocion de la resina fotosensible no expuesta por medio de un agente revelador e) Grabado del dxido de silicio
utilizando HF + NH,F 5) Remocidn de la resina utilizando H,SO,

Figura 1.2 Intellingent Micro Patterning SF-100 XCEL. Sistema de litografia basada en dispositivos de micro espejos [3].



Litografia suave.

La litografia suave es el nombre colectivo para un conjunto de técnicas: moldeo de réplica (REM
por sus siglas en inglés), micro impresién de contacto (UCP), micro moldeo en capilaridades
(MIMIC), moldeo por micro transferencia (UTM), micro moldeo asistido por solventes (SAMIM) y
fotolitografia utilizando una mascara elastomérica de cambio de fase. Todos estos métodos usan
un elastdbmero patronado como estampa, molde o mdscara para generar micro patrones y

microestructuras en lugar de una foto mascara rigida [2].

En la litografia suave, un molde maestro se hace primero por medio de técnicas
litograficas y un sello de elastbtmero es generado a partir de este molde maestro. Un
procedimiento para hacer un sello de polidimetilsiloxano (PDMS) a partir de una capa
fotolitograficamente patronada de resina fotosensible como molde maestro se describe en la
Figura 1.3. Una capa delgada de resina SU-8 es grabada por fotolitografia. Después del revelado, la
resina es tratada con vapor de triclorosilano para facilitar la remocién del PDMS una vez curado.
Se deposita una mezcla con relacién 10:1 de pre polimero PDMS y agente curante, y es curado

durante 60 minutos a 60 [°C] en un horno.

1) — Resina fotosensible
Oblea de silicio
2) ‘ ‘ ‘ Exposicion UV

I | | Bl 1 Miscara
3) - - — ] Revelado de la resina

El PDMS es removido del molde
maestro

o [  Scierc el PoVS sobree
molde maestro
5) [

Figura 1.3 Proceso de litografia suave utilizando PDMS.



Recubrimiento por centrifugacién (spin coating)

El recubrimiento por centrifugacion (en inglés spin coating) es la técnica predominante utilizada
para producir peliculas delgadas de materiales organicos fotosensibles con espesores del orden de
micrémetros y nandmetros. En muchos casos se trata de materiales poliméricos en forma de una
solucion de la cual el solvente se evapora [6]. El material es aplicado sobre una oblea o el sustrato
a recubrir. El sustrato es después sometido a altas velocidades de giro, de modo que la fuerza
centrifuga hace fluir el material de forma radial hacia y es expulsado del borde del sustrato. Sobre
la superficie de la oblea permanece el residuo debido a la tension superficial. La pelicula formada
continla adelgazandose hasta alcanzar un espesor de equilibrio o la viscosidad aumenta

considerable mente debido a la evaporacién de solventes [2] [7].

El proceso de recubrimiento por centrifugacién puede ser dividido en 4 etapas principales
(Figura 1.4): (1) Dispensacién del fluido, (2) aceleracién, (3) flujo estable y (4) evaporacién de
solventes. Las etapas 3 y 4 tienen el mayor impacto en el espesor final del recubrimiento. Ambos
fendmenos ocurren simultdneamente durante el proceso, sin embargo, en una etapa temprana
son los efectos de flujo viscoso los que predominan mientras que hacia final del proceso es

predominante la evaporacién de solventes [6].

) e Disensacién del materia

sobre el sustrato

dw
2) —>0
at
oo Aceleracion
3) oy
dt

o Flujo estable

N TR T A
S ——— reperEen

Figura 1.4 Etapas del proceso de recubrimiento por centrifugacion. w = Velocidad angular.



Entre las ventajas que posee este proceso se encuentra la uniformidad de las peliculas formadas.
Entre mas se adelgazan durante el proceso, mas uniforme es el espesor de ésta. Si en algin punto
del proceso el espesor llega a ser completamente uniforme, se mantendrd asi hasta el final del
proceso. Por otra parte, el proceso carece de eficiencia en el uso de materiales. Normalmente sélo
entre el 2 y el 5 % del material dispensado sobre el sustrato es utilizado mientras que el resto es

repelido y desechado [6].

Adhesion

Una consideracion critica en el desarrollo de sistemas microfluidicos fabricados con multiples
capas de PDMS es el método de adhesion. Existen distintos factores que influyen en la calidad de
la adhesidn, como son la técnica utilizada, la limpieza de las superficies a adherir, y la proporcién
pre polimero — agente curante. La aplicacién y la complejidad del disefio determinan qué técnica
es requerida para cumplir con los criterios del dispositivo. Algunas técnicas alteran las propiedades
guimicas de la superficie dentro de los micro canales, lo que en el caso de aplicaciones biomédicas
puede ser util o representar un problema. Un factor a veces ignorado en las etapas de
investigacion del desarrollo de un dispositivo microfluidico es el volumen de produccién
requerido, lo cual limita el rango de técnicas de adhesion disponibles al fabricar dispositivos

comerciales [8].

Una de las primeras técnicas reportadas consiste en colocar un microchip sobre un
sustrato de PDMS o vidrio. Los micro canales quedan herméticamente sellados sin la necesidad de
aplicar fuerza externa, soportando hasta 1 [bar] de presion. Este método es facilmente reversible y
permite remover un dispositivo tapado para ser limpiado y reutilizado [9]. Duffy et al presentaron
la oxidacién de superficie para incrementar la fuerza de la adhesién al activar capas de PDMS con
enlaces cruzados con plasma de oxigeno [10]. Se cree que la oxidacion de superficies expone la
superficie de PDMS a grupos de silanol que al entrar en contacto forman enlaces covalentes de
siloxano (Si-O-Si). Esta técnica vuelve los canales mas hidrofilicos, sin embargo pueden
rapidamente volver a su tendencia hidrofdbica si se exponen a la atmdsfera. Otra de las ventajas
que ofrece el tratamiento con plasma de oxigeno es el permitir la adhesién a otros materiales,

tales como el vidrio. Por otra parte, las desventajas incluyen la necesidad de colocar las superficies



en un ambiente de bajo vacio en la presencia de oxigeno, equipos voluminosos, la necesidad de un

cuarto limpio, costos y mantenimiento del equipo [8] [11].

Una alternativa al tratamiento de superficies por medio de plasma es la activacién de
superficies a través de descargas de efecto corona, reportada por Beebe et al [11]. Utilizando un
tratador de corona (mostrado en la Figura 1.5), el aire circundante es ionizado por el gran
potencial en el electrodo, creando asi plasma localizado. Este dispositivo puede ser utilizando en
un cuarto a presion atmosférica. Para realizar el procedimiento, las superficies a unir deben ser
colocadas sobre una superficie no conductora. El electrodo debe realizar un recorrido sobre las
superficies a una distancia aproximada de 5-10 [mm] por un tiempo de 5-20 [s]. Las superficies
tratadas son posteriormente presionadas una contra la otra y no deben ser manipuladas por lo
menos durante una hora (un dia completo asegura una union completa). Entre las ventajas que
ofrece esta técnica se encuentran el hecho de que las muestras de PDMS pueden ser tratados
inmediatamente después de ser removidas del molde, lo cual minimiza la probabilidad de ser
contaminadas, asi como ser un procedimiento seguro y facil. Por otra parte algunas precauciones
deben ser tomadas en cuenta. Debido a la cantidad de ozono que se produce, debe realizarse en
un area ventilada; el equipo genera ruido en radio frecuencia, por lo que dispositivos electrénicos
deben mantenerse alejados a una distancia de 1 [m]; y debe realizarse sobre una superficie no

conductora.

Electrodo

Figura 1.5 Tratador de efecto corona
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1.2.Sistemas Bio-MEMS y Lab-on-a-Chip

Desde la concepcién de los sistemas micro electro mecdanicos (MEMS por sus siglas en inglés) a
principios de la década de 1970 se destacé la importancia de las aplicaciones biomédicas de estos
sistemas miniatura. Los sistemas micro electro mecanicos biomédicos o biolégicos (BioMEMS) son
hoy en dia un area extensamente investigada con una amplia variedad de importantes
aplicaciones biomédicas. Los BioMEMS pueden ser definidos como sistemas o dispositivos
construidos a partir de técnicas inspiradas de la fabricacion a micro y nano escala que son
utilizados para el procesamiento, suministro, manipulacidn, andlisis o construccion de entidades

bioldgicas o quimicas [1].

Las areas de investigacion y aplicaciones en BioMEMS varian desde los diagnésticos hasta
nuevos materiales para la fabricacion de Bio-MEMS, microfluidica, ingenieria de tejido,
modificacidn de superficie, BloOMEMS implantables, sistemas para suministro de fdrmacos, etc. Los
dispositivos y sistemas integrados que utilizan BioMEMS también son conocidos como sistemas

lab-on-a-chip (LOC) y micro sistemas de analisis total (micro-TAS, uTAS).

Los materiales con los que pueden ser fabricados fueron clasificados por Bashir [1] en tres
categorias. (I) Materiales relacionados con la microelectrdonica (silicio, vidrio y materiales
relacionados utilizados para micro electrénica y MEMS), (ll) materiales plasticos y poliméricos
(polidimetilsiloxano [PDMS]) y (lll) materiales y entidades biolégicos (proteinas, células y tejidos).
Sin embargo hoy en dia se puede agregar una cuarta categoria: (IV) materiales precursores de
carbono, los cuales a través del proceso de pirdlisis abren una nueva y amplia gama de

aplicaciones y areas de estudio [12][13].

A pesar de que la industria de la micro electrdnica desarrollé la fotolitografia y técnicas
asociadas para fabricar circuitos integrados, como el grabado quimico, y el micro maquinado de
silicio habia sido desarrollado para la fabricacion de MEMS vy estas técnicas fueron las primeras en

ser adaptadas para la fabricacidon de microestructuras para investigacion biolégica, éstas técnicas
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de fotolitografia eran limitadas en su aplicacion a la biotecnologia y biologia debido a que es
costosa, proporciona un control limitado de las superficies, con frecuencia no es directamente
aplicable a células y proteinas, se requieren tiempos largos para el desarrollo de prototipos y la
mayoria de los bidlogos no estan familiarizados con estas técnicas, por lo que para promover el
uso de dispositivos microfluidicos en la biologia era necesario un método de fabricacion mas
rapido, menos costoso y menos especializado. Una solucion ha sido encontrada con el
procesamiento de dispositivos BioMEMS utilizando polimeros como PDMS vy litografia suave ya
gue esta representa una ruta poco costosa y al no requerir un alto grado de experiencia, con otras

ventajas como una alta biocompatibilidad [1] [14] [15] [16].

El PDMS vy otros polimeros con base de siloxano son hoy ampliamente utilizados en la
fabricacion de sellos y moldes para la litografia suave. Los dispositivos microfluidicos construidos
con estos materiales han generado mds interés que sus competidores convencionales ya que
existe una gama de estos materiales que cumplen con caracteristicas requeridas como
biocompatibilidad, propiedades mecdnicas y quimicas y ofrecen la posibilidad de crear dispositivos
microfluidicos desechables, ser producidos en un alto volumen y para una gran variedad de
aplicaciones [17]. El PDMS, por ejemplo, posee una util combinacion de propiedades, como un
modulo de Young que lo hace un elastdmero moderadamente rigido (1 [MPa]) y el ser
Opticamente transparente a longitudes de onda del orden de 300 [nm] [14]. Las técnicas de
fotolitografia han progresado para lograr resoluciones menores con el desarrollo de mascaras de
alta calidad y aunados a técnicas de fabricacion con materiales poliméricos, como la litografia
suave, se pueden obtener mejores resoluciones y lograr dispositivos que se adaptan a distintas

aplicaciones Lab-on-a-Chip [17].

Los dispositivos con aplicaciones en el area de diagndsticos también son conocidos como
BioChips y son utilizados para detectar células, microorganismos, virus, proteinas y moléculas de
interés bioquimico. El uso de la tecnologia para la deteccién a micro y nano escala se justifica por
la reduccién del elemento sensor a la escala del objetivo, aportando asi una mayor sensibilidad;
volumenes de reactivos y costos asociados reducidos; reduccion en el tiempo de obtencién de

resultados; y miniaturizacion y portabilidad del sistema [1].
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Los bio sensores son dispositivos analiticos que combinan un elemento biolégicamente
sensible con un transductor fisico o quimico y detectan cuantitativamente la presencia de
compuestos especificos en un entorno [18]. Algunos de estos dispositivos permiten incluso
monitoreo y deteccidn en tiempo real. Los métodos de deteccién utilizados en estos dispositivos

incluyen, pero no se limitan a, métodos mecanicos, eléctricos y dpticos.

Los sistemas Lab-on-a-Chip son dispositivos y sensores con algin nivel de
integracion de diferentes funciones y funcionalidad como manejo y preparacién de muestras,
mezcla, separacién, lisis y deteccion celular, etc. Muchos de estos sistemas incluyen mas de un
paso de analisis. En la Figura 1.6 [1] se muestra un diagrama de un sistema integrado con las
funciones para el estudio de células. Todas las funciones mostradas pueden no ser siempre

utilizadas.

El uso y desarrollo de los micro sistemas de analisis total o dispositivos Lab-on-a-Chip se ha
extendido en nuevos campos y disciplinas, abarcando desde la investigacién a aplicaciones
comerciales. Esto se ve reflejado en el creciente nimero y calidad de articulos publicados [19] que
reportan desarrollos en técnicas de microfabricacidn, control de flujo, instrumentacién, métodos
de preparacién de muestra, deteccién, micro gotas [20] [21], asi como aplicaciones en las areas de

diagnésticos, bio fluidos y prueba de farmacos.
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Transporte de la muestra

Puerto
fluidico

Preparacién de  Captura Detecciéon de | jsis celular
la muestra selectiva viabilidad

Deteccion de
bio particulas

Figura 1.6 Posible plataforma integrada de un dispositivo Lab-on-a-Chip para la deteccion de células y microorganismos

[1].

1.3. Microvalvulas

En un sistema microfluidico, células y bio particulas viajan a través de un canal dentro de un flujo
laminar estable, lo que es util y permite una manipulacion efectiva y precisa, e incluso permiten
exponer a células a estimulos a los que son sometidas en su ambiente natural de manera
controlada y altamente reproducible que no puede ser facilmente lograda por medio del cultivo
convencional de tejidos [22]. El transporte controlado, inmovilizacién y manipulacién de bio
moléculas y células son funciones importantes que deben ser incorporadas a un sistema

microfluidico para llevar a cabo experimentos bioquimicos, bioldgicos y celulares [23].

El control de los fluidos involucra casi inevitablemente valvulas y uno de los pilares para la
exitosa miniaturizacién y comercializacién de dispositivos microfluidicos completamente
integrados era el desarrollo de componentes microfluidicos como las micro valvulas y micro
bombas [24]. Las micro valvulas poseen ventajas sobre las valvulas tradicionales, como bajos
tiempos de respuesta, consumo de energia y volimenes muertos pequefios, asi como una alta
reproductibilidad y la posibilidad de ser integradas con otras funciones, como sensores micro
mecdanicos. Debido a la naturaleza planar del método de fabricacién, el disefio de micro-valvulas
que incorporan diafragmas como elemento mévil ha sido favorecido, ofreciendo ademas la
ventaja de separar al fluido del actuador, lo cual evita posibles fallas por sedimentacion o

bloqueos y permite cumplir demandas de limpieza [25].
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De acuerdo con Oh y Ahn [24], las microvalvulas pueden ser clasificadas en dos categorias
principales: microvalvulas activas, que utilizan partes mdviles mecdnicas y no-mecanicas, asi como
sistemas externos; y microvalvulas pasivas, con partes modviles tanto mecdnicas como no-
mecanicas. Las micro valvulas mecanicas consisten tipicamente en membranas moviles unidas a
métodos de actuacion magnéticos, eléctricos, piezoeléctricos o térmicos. Las valvulas no-
mecanicas pueden ser operadas mediante el uso de materiales inteligentes. Las micro valvulas
externas son actuadas con ayuda de sistemas externos, como bombas neumaticas. Asimismo, con
base en su estado inicial, las valvulas pueden ser clasificadas en normalmente cerradas,

normalmente abiertas o biestables. Esta clasificacion se muestra en la Tabla 1.1.

Distintos principios de actuacion pueden ser adaptados a las partes mecanicas moviles de
las micro valvulas activas. La mayoria de las micro valvulas activas unen una membrana flexible a

métodos de actuacidon magnéticos, piezoeléctricos, térmicos u otros (Figura 1.7) [24].

Las valvulas magnéticas pueden integrar imanes permanentes fijos en forma de solenoide
o moviles actuados por solenoides externos; o bien emplear una parte moévil metalica. El uso de
imanes permanentes incrementa la fuerza magnética de actuacidon con un menor consumo de

energia.

Tabla 1.1 Clasificacion de las micro vdlvulas [24]

Campos magnéticos externos
Inductores magnéticos integrados
Electroestaticas

Magnéticas

Eléctricas —
Electrocinéticas

Mecanicas Piezoeléctricas

Bimetalicas

Térmicas Termo neumaticas

Activas Aleacién de memoria de forma
Bi-estables

Electroquimicas
Hidrogel
Cambio de fase | Sol-gel

No-mecanicas -
Parafina

Electro-reoldgicas
Ferro fluidos

Reolégicas

15



Incorporadas
Rotatorias

Modulares

Externas
Membrana

Neumdticas -
En linea

Aleta
Membrana

Mecanicas i
Vialvulas check |Bola

Estructura movil en linea

Pasivas Difusor

Abruptas

No-mecanicas o Activadas por liquidos
Capilaridad

Rafaga
Viélvula hidrofdébica

Han sido reportadas valvulas electrostdticas que emplean tanto membranas flexibles [26]
como membranas rigidas [27]. La mayoria de las valvulas electrostaticas encontraron una
aplicacion en la regulacidn de flujos gaseosos en vez de liquidos debido a la electrdlisis de liquidos
a altos voltajes. Adicionalmente a los principios de actuacion electrostaticos, principios de

actuacion electro cinéticos pueden ser empleados para el desarrollo de micro vélvulas activas [28].
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Figura 1.7 Principios de actuacion de micro vdlvulas activas con partes mecdnicas moviles. (a) Electromagnético, (b)
electrostadtico, (c) piezoeléctrico, (d) bimetdlico, (e) termo neumadtico, (f) aleacion con memoria de forma [24].

El uso de micro valvulas térmicamente actuadas (bimetdlicas, termo neumaticas,
aleaciones de memoria de forma) representa un alto consumo de energia y tiempos de respuesta
mayores debido a los cambios de temperatura requeridos para la actuacidn. Esta desventaja, asi
como la necesidad un suministro de energia constante en el caso de las microvalvulas activas
convencionales para mantenerlas abiertas o cerradas, en el caso de valvulas normalmente
cerradas o normalmente abiertas, respectivamente, se soluciona con la implementacién de
métodos de actuacion biestables que requieren de energia Unicamente durante la transicion entre
dos posiciones estables. A través de medios de actuacién electromagnéticos se han fabricado

valvulas biestables [29] [30] [31].
Los métodos de actuacion no mecanicos de las micro valvulas activas incluyen principios
basados en cambio de fase electroquimico; materiales reoldgicos; cambio de fase de materiales

como hidrogel, sol-gel, parafina; y materiales electro reoldgicos o ferro fluidos. Estos métodos son
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de particular interés debido a que requieren estructuras simples para su implementacién y son
facilmente desechables, lo cual los hace ideales para aplicaciones en las ciencias biolégicas. Los
hidrogeles inteligentes son capaces de cambiar su volumen de manera reversible y reproducible.
Dicho cambio puede ser respuesta a distintos estimulos o entradas, tales como cambios en el pH,
concentracién de glucosa, temperatura, campo eléctrico, luz, carbohidratos y antigenos. Dado que
la velocidad de respuesta de estos materiales es relativamente lento, estos son adecuados para

aplicaciones de suministro de farmacos.

Los ferro fluidos son liquidos magnéticos creados a partir de la suspensién de particulas
ferromagnéticas de 10 [nm] en un liquido de transporte, como pueden ser el agua, di ésteres,
hidrocarbonos o fluorocarbonos. Los ferro fluidos adoptan la forma del canal, sellandolo, y
respondiendo a fuerzas magnéticas localizadas externamente para abrir o cerrar el canal ( Figura

1.8 [32]).

Vélvula de hueco

Flujo
Cerrado Abierto
Valvula 'Y Flujo
Flujo
Cerrado Abierto

Figura 1.8 Funcionamiento de vdlvulas con ferro fluidos [32].

El uso de sistemas externos es una solucién practica en el disefio de micro vélvulas. Ofrece
ventajas como el soportar altas presiones de entrada sin mostrar fugas, sin embargo la
miniaturizacion es dificil debido a los sistemas externos requeridos, como es el caso de las valvulas
neumaticas. De este tipo se han construido principalmente valvulas cuyas partes maviles son

membranas, hechas de silicio [33], latex [34], PDMS y membranas con centro grueso [35].
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Figura 1.9 Diagrama del funcionamiento de una vdlvula neumdtica con membrana flexible en sus estados abierto (a) y
cerrado (b).

Las micro valvulas pasivas (o valvulas check) consisten en partes moéviles como
membranas, aletas, esferas u otras estructuras que se abren Unicamente cediendo ante la presién
del flujo en un solo sentido, mostrando un comportamiento analogo al de un diodo. Las valvulas
pasivas son tipicamente incorporadas a las entradas y salidas de micro bombas de desplazamiento

reciproco [24].
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2. DISENO DEL DISPOSITIVO

2.1.Concepto y principio de funcionamiento

Como principio de funcionamiento para el dispositivo, fue seleccionado el método de actuacion
neumatico, debido a que las técnicas empleadas durante el proceso de fabricacién, asi como los
materiales necesarios, se adeciian mas a los recursos y equipo disponibles en el Laboratorio de
Micro Sistemas Bio-MEMS y Lab-on-a-Chip de la Facultad de Ingenieria, donde el proyecto fue
desarrollado. El dispositivo consta de cuatro capas: un sustrato de vidrio, una réplica de PDMS del
circuito hidraulico, una membrana flexible de PDMS y una cdmara de aire fabricada también con
PDMS. El circuito hidraulico contiene un canal interrumpido que conduce a la camara, conectada a
su vez con un segundo canal. La membrana flexible cubre la entrada y la salida que conectan a los
canales con la camara, fungiendo asi como el elemento mévil de la valvula (al sellar la entrada y la
salida o permitir el paso del fluido) y como una barrera que separa el fluido de trabajo del aire

contenido en la cdmara. Ver Figura 2.1.

Camara de aire (PDMS)

Membrana flexible
(PDMS) \' '

Réplica del circuito
hidraulico (PDMS)

Sustrato (vidrio)

Figura 2.1 Diagrama de las capas que conforman el dispositivo.

2.2.Circuito hidraulico

La Figura 2.2 muestra un diagrama del circuito hidraulico. Consta de una entrada (1) a un canal
qgue conduce a una bifurcacién (2). Uno de los canales en los que se divide el canal original
conduce a través de un serpentin hacia una de las salidas del circuito (3). El otro canal conduce a
una terminal donde es interrumpido y que lo conecta con la micro cdmara (4). En la direccion del
mismo canal que se interrumpid, se encuentra una segunda terminal que comunica la segunda

seccién del canal con la micro cdmara, quedando asi ambas secciones a su vez comunicadas entre
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si a través de la micro camara. La segunda seccion del canal conduce a una segunda salida del

circuito (5).

Salida de la mi(]:m_cém.ar:a — — _Entrada a Ja micro camara

- ‘® .

Salida Entrada
)
(5) 1)

Serpentin

Salida (3)

Figura 2.2 Diagrama del circuito hidrdulico.

Debido a que los dispositivos microfluidicos normalmente estan conformados por largos
micro canales con geometrias delgadas, dentro de ellos se generan flujos unidireccionales que
pueden ser representados por medio del flujo Poiseuille y las redes de micro canales pueden ser
representadas en analogia como un circuitos eléctrico, estableciendo una relacion entre la caida
de presidn y el flujo a lo largo de los canales, siendo el flujo andlogo a la corriente eléctrica, la
caida de presion a la caida de potencial y la resistencia hidraulica a la resistencia eléctrica. Esta

descripcion es conocida como Ley Hagen-Poiseuille, descrita por la ecuacion (2.1)(4.12) [36].

0=22 (2.1)

Donde:

Q = Flujo
AP = Diferenci de presion

R;,, = Resistencia hidraulica
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Figura 2.3 Red hidrdulica y su andlogo eléctrico [36].

La resistencia hidraulica de un canal cilindrico se define como:

_ 8l (2.2)

" AR?
Donde:
L = Longitud del canal
A = Area de la seccién transversal del canal
n = Viscosidad dinamica del fluido

R = Rad del canal

En el caso de canales con una seccidn no circular, como es el caso de los canales microfluidicos
que por el método de fabricacion resultan de seccién transversal rectangular, la resistencia
hidrdulica puede ser aproximada como:

8nL

(2.3)
Arhz

hz

Donde 1y, es el radio hidrdulico, una relacién geométrica entre la seccidn transversal del canal y su
perimetro empleada como herramienta para aproximar el cdlculo como si se tratara de una

tuberia de seccion trasnversal circular. El radio hidraulico se define como:
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2A
1, = — Donde P = Perimetro (2.4)

La Figura 2.4 muestra esquemas del circuito hidrdulico con sus dimensiones, asi como la
nomenclatura de las resistencias hidraulicas asignadas a cada una de sus secciones, las presiones

en las terminales y el gasto volumétrico para el andlisis del circuito.

45 [mm] 4.5 [mm]

Figura 2.4 Esquema del circuito hidrdulico con dimensiones (arriba) y nomenclatura asignada para su andlisis (abajo).
P, es la presién a la entrada del circuito y dado que las salidas son abiertas se considera

que se encuentran a presion atmosférica. Ry, Rq,R5, R4 son las resistencias hidrdulicas
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correspondientes a las secciones de los canales indicados en la Figura 2.4. Qr es el gasto
volumétrico total que ingresa al circuito; Q; y Q, representan los gastos que circulan por cada una
de las rutas que conducen a las salidas, y cuya suma es igual al gasto total, regidos por la ley de

conservacion de la materia.

R; representa la resistencia de la vélvula en estado abierto, es decir, la micro cdmara por
la cual circula el fluido cuando la membrana flexible no sella la entrada y salida de ésta. En su
estado cerrado, ésta puede representarse como una resistencia cuyo valor tiende al infinito, es

decir como un circuito abierto, en su analogo eléctrico.

MW MWW MWW

T R4 R3 R2 RO

Figura 2.5 Andlogos eléctricos del circuito hidrdulico en los estados abierto (arriba) y cerrado (abajo) de la vdlvula.
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3. PROCESO DE MICRO FABRICACION

3.1.Molde de canales microfluidicos fabricado por fotolitografia

Por medio de un proceso de fotolitografia se fabricé el molde de los canales que conformarian el
dispositivo. Como substrato se empled una oblea de silicio de 76.2 [mm] (3 [in]) de diametro. Para
ser limpiada, ésta fue colocada dentro de un spin coater, en el cual fue cubierta con acetona y
posteriormente se ejecutd el proceso de limpieza descrito en la Tabla 3.1. El proceso se repitio
utilizando alcohol isopropilico. Una vez limpia, la oblea fue retirada del spin coater y se colocé en
una parrilla a 230 [°C] durante 1 [h] con el fin de ser deshidratada y promover la adhesion de la

resina fotosensible SU-8 2100 de Micro Chem® que posteriormente fue depositada sobre ella.

Tabla 3.1 Proceso de limpieza programado en el Spin Coater

Paso 1

Velocidad [rpm] | Aceleracién[rpm/s] | Tiempo [s]
500 100 10
Paso 2

Velocidad [rpm] | Aceleracion[rpm/s] | Tiempo [s]
2000 300 30

Una vez deshidratada, se introdujo nuevamente la oblea dentro del spin coater para realizar el
depdsito de resina fotosensible. Se empled la resina fotosensible negativa SU-8 2100 de Micro
Chem®, con la cual fue cubierta la superficie de la oblea. Para realizar el recubrimiento por
centrifugacion, se programo en el spin coater el proceso correspondiente indicado en la hoja de

especificaciones del proveedor [37] descrito en la Tabla 3.2.

Al concluir el depdsito de la resina por centrifugacion, se sometid la oblea con la resina al proceso
de cocido suave con el fin de que los solventes que mantienen la resina en estado liquido fueran
evaporados. La oblea fue colocada en una parrilla eléctrica con una temperatura de 75 [°C]
durante 5 [min] y posteriormente en otra parrilla con una temperatura de 105 [°C] durante 20

[min].
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Tabla 3.2 Proceso de recubrimiento por centrifugacion para la resina MicroChem SU-8 2100

Resina MicroChem SU-8 2100
Espesor [um] 100

Paso 1

Velocidad [rpm] | Aceleracién[rpm/s] | Tiempo [s]
500 100 10
Paso 2

Velocidad [rpm] | Aceleracion[rpm/s] | Tiempo [s]
2500 300 30

Una vez transcurrido el tiempo, la oblea fue retirada de la parrilla y se le permitié alcanzar
nuevamente la temperatura ambiente para poder ser manipulada y colocada dentro del equipo de
fotolitografia, donde fue expuesta al disefio empleando una longitud de onda de 365 [nm] y un

tiempo de exposicidn de 5 [s].

Finalizada la exposicion de la resina, se realizé el proceso de cocido post-exposicién nuevamente
en parrillas eléctricas. Durante 5 [min] fue expuesta la oblea a una temperatura de 75 [°C] y

durante 10 [min] a 105 [°C].

Tras el cocido post-exposicidon la resina fue revelada. Se colocé ésta dentro de un cristalizador que
contenia revelador para SU-8 Micro Chem® el cual se agité con ayuda de un agitador orbital. La
oblea fue expuesta al revelador dentro del recipiente durante 14 [min], tras los cuales fue
enjuagada con ayuda de una pipeta rociando sobre ella revelador sin utilizar y secada con
nitrégeno para remover residuos de resina que no fue revelada apropiadamente durante el
proceso en el agitador orbital. Este proceso se realizd reiteradamente hasta que la oblea no

mostré residuos de resina.

Para finalizar, se realizé al molde un proceso de cocido fuerte (hard bake), para lo cual el molde
fue colocado sobre una parrilla eléctrica a 150 [°C] durante 30 [min]. Transcurrido el tiempo, se
apago la parrilla y se le dejé alcanzar la temperatura ambiente, pudiendo asi ser manipulado el

molde para su almacenamiento dentro de una caja de Petri.
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3.2. Litografia suave: Réplicas del molde en PDMS

Para fabricar las réplicas de los canales microfluidicos a partir del molde de silicio y resina SU-8,
éste fue colocado dentro de una caja de Petri y cubierto con PDMS. Para obtener réplicas de 4
[mm] de altura dentro de un recipiente (caja de Petri) de 85 [mm] de didmetro fueron preparados

25.2 [g] de PDMS, a partir del célculo realizado descrito por las ecuaciones (3.1) a (3.4).

V=Ah
(3.1)

Donde:

2 85 2
A= n% - % ~ 5676.5 [mm?]

h = 4 [mm)]

Sustituyendo en la ecuacion (4.12) se obtiene:

V =22 698 [mm?3]

g
mm3

Multiplicando el volumen por la densidad del PDMS (pppys = 1.11 * 1073[—=]) se obtiene la

masa necesaria:

=V
Mppms Pppms (3.2)

Mppus = 25.2 [g]
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El PDMS es preparado a partir de un pre-polimero y un agente curante, en una proporcién 10:1.
Para obtener las cantidades necesarias de cada uno se planted el sistema de ecuaciones formado

por las ecuaciones (3.3) y (3.4):

m =Mpp + M
PDMS PP AC (3.3)

mpp = 10 My (3.4)

Donde:

mpp = masa de prepolimero

myc = masa de agente curante

Despejando la masa del agente curante de la ecuacion (4.12) y sustituyéndola en funcién del pre
polimero en la ecuacion (3.3) se obtiene:

mpp ~.909 Mppys

Sustituyendo el valor de la masa de PDMS se obtiene:

mpp ~ 22.9 [¢]

mye = 2.2 [g]

Las cantidades necesarias de pre-polimero y agente curante se vertieron dentro de un vaso de
precipitados y mezcladas con un agitador durante 1 [min]. Durante el proceso de mezclado
burbujas de aire quedan atrapadas dentro de la mezcla de PDMS. Para removerlas, el vaso de
precipitados fue colocado dentro de una campana de vacio hasta que no hubo burbujas visibles en
la mezcla. Posteriormente, el PDMS fue vertido dentro de la caja de Petri y ésta fue colocada a su
vez dentro de la campana de vacio para extraer el aire que fue atrapado durante este segundo

proceso.
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Cuando el PDMS se encontrd por completo libre de aire, fue curado dentro de un horno que se
mantuvo encendido a 60 [°C] durante 30 [min]. Transcurrido el tiempo el horno fue apagado y se

dejo reposar el PDMS dentro de él durante una noche.

Las réplicas fueron extraidas recortando el area de PDMS que contiene el disefio utilizando navajas

y bisturies; y removiendo con ayuda de una espatula.

Figura 3.1 Molde de resina fotosensible SU-8 sobre un sustrato de silicio contenido en una caja de Petri con PDMS, del
que ya han sido retiradas las réplicas..

Para fabricar réplicas posteriores, se prepard la cantidad de PDMS necesaria sélo para cubrir el
area en la que se contiene el disefio, realizando el calculo descrito en las ecuaciones (3.1) a (3.4)
sustituyendo el drea de la caja de Petri por el area recortada, obteniendo:

A ~ 2014 [mm?]

mpp = 8.12 [g]
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myc = 0.812 [g]

Utilizando un sacabocados Harris Uni-Core de 1.2 [mm] de didmetro en las terminales de las
réplicas se realizaron agujeros para permitir la insercion de tuberia flexible a través de la cual
puede ser inyectado un fluido. Una vez perforadas las terminales, las réplicas fueron limpiadas con
ayuda de cinta magica para remover las particulas encontradas en la superficie. Después de ser
limpiadas, las réplicas se envolvieron con un trozo nuevo de cinta para evitar ser contaminadas

por nuevas particulas y poder ser almacenadas dentro de una caja de Petri.

3.3. Adhesidn: Tratamiento de superficie a través de la descarga corona

Preparacidn del sustrato v las réplicas

Para formar un chip con micro canales, se utilizaron porta objetos de vidrio como sustratos a los
que las réplicas de PDMS fueron adheridas. Los porta objetos fueron limpiados con aire
comprimido y un pafio para tareas delicadas humedecido con alcohol isopropilico. Posteriormente
fueron introducidos al horno con una temperatura de 60 [°C] durante 30 [min] con el fin de
evaporar los residuos del alcohol, ya que la humedad afecta negativamente a la adhesion del

sustrato con las réplicas de PDMS.

Utilizando cinta adhesiva magica, las particulas contaminantes fueron removidas de la superficie

de las réplicas que seria adherida.

Adhesion

Una vez que los sustratos fueron preparados los sustratos y las réplicas, las superficies entre las
cuales se llevaria a cabo la adhesién fueron expuestas a una descarga emitida por un tratador de
efecto corona. La superficie del sustrato fue expuesta durante 80 [s] y la superficie de las réplicas
40 [s]. Inmediatamente después de la exposicion a la descarga, la réplica es colocada sobre el
sustrato presionando con los dedos con un movimiento de adentro hacia afuera para extraer las
burbujas de aire atrapadas entre ambas superficies. Una vez unidas ambas superficies, para

ejercer fuerza entre ambas superficies y favorecer la adhesién, la réplica y el sustrato son
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envueltos con cinta adhesiva. Posteriormente fueron colocados dentro del horno con una
temperatura de 50 [°C] durante 20 [h] debajo de un bloque de vidrio cuyo peso favorece asimismo

la unidn de ambas superficies.

3.4. Membrana flexible

Moldes

Para la fabricacion de membranas flexibles que pudieran ser adheridas selectivamente se
fabricaron dos moldes por medio de fotolitografia sobre sustratos de vidrio con el disefio de micro

canales que delimitaran la zona que no se deseaba adherir.

Como sustrato se emplearon dos portaobjetos de vidrio con dimensiones de 25 x 75 [mm], sobre
cada cual se reprodujo 3 veces el disefio que delimita la zona no adherible. El disefio consta de un
micro canal de 200 [um] de ancho y altura h = 30 [wm] delimitando un drea interior con la forma
de un elipse cuyas dimensiones son @; = 7 [mm] y @, = 3 [mm]. El disefio se muestra en la

Figura 3.2.

Figura 3.2 Patrén de microcanal delimitante del drea no adherible.

El proceso de fotolitografia fue descrito anteriormente en este capitulo y fue repetido sobre los
porta objetos, empleando los pardmetros descritos en la Tabla 3.3, Tabla 3.4, Tabla 3.5 y Tabla

3.6, seleccionados con base en las hojas de especificaciones del proveedor [37][38] .
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Tabla 3.3 Pardmetros del proceso de recubrimiento por centrifugacion para el molde 1 de la membrana flexible.

Molde 1
Resina Micro Chem SU-8 3035
Espesor 30
Paso 1

Velocidad [rpm] Aceleracion[rpm/s] | Tiempo [s]
500 100 10
Paso 2

Velocidad [rpm] Aceleracion[rpm/s] | Tiempo [s]
5000 300 30

Tabla 3.4 Parametros del proceso de recubrimiento por centrifugacion para el molde 2 de la membrana flexible.

Molde 2
Resina Micro Chem SU-8 2035
Espesor [um] 30
Paso 1

Velocidad [rpm] Aceleracion[rpm/s] | Tiempo [s]
500 100 15
Paso 2

Velocidad [rpm] Aceleracion[rpm/s] | Tiempo [s]
4500 300 30
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Tabla 3.5 Parametros del proceso de fotolitografia del el molde 1 de la membrana flexible

Molde 1
Cocido suave
Paso 1 T[°C] | t [min]
75 1
Paso 2 T[°C] | t [min]
105 20
Tiempo de exposicion [s] 8

Cocido post-exposicion
T[°C] | t [min]

Paso 1
75 1
Paso 2 T[°C] | t [min]
105 6
Tiempo de revelado [min] 8
Cocido para endurecimiento Trcl] e
200 2

Tabla 3.6 Pardmetros del proceso de fotolitografia del molde 2 de la membrana flexible.

Molde 2
Cocido suave

T[°C] | t [min]

Paso 1
75 3
Paso 2 T[°C] | t [min]
105 6
Tiempo de exposicidn [s] 6.4

Cocido post-exposicion
T[°C] | t [min]

Paso 1
75 1
Paso 2 T[°C] | t [min]
105 6
Tiempo de revelado [min] 4
T[°C]| t[h
Cocido para endurecimiento [l [h]
200 2

Depdsito de PDMS por centrifugacion

Por medio de recubrimiento por centrifugacion sobre los moldes fue depositada una capa de

PDMS. Los moldes fueron colocados dentro de un spin coater para PDMS en el Laboratorio de
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Micro y Nano Tecnologia del Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméticas para Diagndstico y
Terapia de la Facultad de Ciencias. Los moldes se adhirieron al spin coater mediante el uso de
papel aluminio y cinta adhesiva doble cara. Su superficie fue cubierta con una mezcla de PDMS en
estado liquido que fue preparada con una relaciéon 10:1 de pre-polimero y agente curante como

estd descrito en el capitulo 0.

Se hizo girar el spin coater con una velocidad aproximada de 3000 [rpm] durante 5 [s]. Mas PDMS
fue agregado a la superficie ya cubierta y se repiti6 el proceso de recubrimiento por

centrifugacion.

Figura 3.3 Spin coater para PDMS del Laboratorio de Micro y Nano Tecnologia de la Facultad de Ciencias.

Los moldes fueron introducidos a un horno que se mantuvo encendido con una temperatura de 60
[°C] durante 30 [min]. Transcurrido el tiempo el horno fue apagado y el PDMS se dejo a curar

dentro del horno en este estado durante 20 [h].
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Habiendo sido curado el PDMS, la capa de PDMS fue desprendida del molde obteniendo asi una
membrana con el patrén del molde grabado en ella. Para su manipulacion las membranas fueron

colocadas sobre papel parafinado, al cual no se adhieren.

3.5.Adhesidn selectiva

Ma3scara de cristales de sal

Con base en el procedimiento utilizado por Baek et al [35] se cred una mascara de cristales de sal a
partir de una solucién de poli vinil alcohol (PVA) y sal que impide la adhesién del area cubierta con
la mascara al proteger la superficie de la exposicidn a la descarga de efecto corona. La solucién fue

preparada con una concentraciones masa del 5 % para el PVA y 7.5 % para la sal en agua destilada.

El PVA es soluble en agua a 80 [°C], por lo que 2 [ml] de agua destilada fueron colocados en una
parrilla eléctrica a esta temperatura. Fue agregado el PVA (0.1 [g]) y se dejd disolver durante 2 [h]

con un agitador magnético.

A continuacion la temperatura fue ajustada a 50 [°C] y se agregd la sal (0.15 [g]) con el agitador

magnético en funcionamiento.

Figura 3.4 Cristales de sal observados a través de un microscopio dptico con un lente 10X.
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En la Figura 3.5 se ilustra el procedimiento para la generacion de la mascara de cristales de sal a
partir de la solucién preparada. La superficie de la membrana de PDMS fue expuesta a la descarga
de efecto corona durante 40 [s] (1) e inmediatamente después se depositd la cantidad de la
solucion necesaria para cubrir la superficie sobre la cual se deseaba generar la mascara (2). El
microcanal en la membrana evité que la solucidon se extendiera mas alla del area deseada. La
solucion se dejé secar durante 24 [h], tras las cuales una capa de color blanco se podia observar en
la superficie central (3), en la cual es posible observar los cristales de sal con un microscopio. La

Figura 3.4 muestra cristales de sal formados a partir de la solucién de PVA.

Micro canal

-« ~—

Membrana de
PDMS

(1) Exposicion de la superficie a
descarga por efecto corona

durante 40 [s]

(2) i i‘ Solucién de PVA + NaCl

. Cristales de sal  (NaCl)

B L formados wna ver seca Ia

solucion

Figura 3.5 Proceso para la generacion de la mdscara de cristales de sal.

36



Adhesion

Para poder ser manipulada, la membrana de PDMS reposaba aun sobre papel parafinado, apoyada
sobre la superficie que no deseaba ser adherida y no contenia la mascara de sal. Sobre el papel fue

recortada con las dimensiones de 25 x 15 [mm]

Para adherir la membrana con el dispositivo, ambas superficies fueron expuestas a la descarga de
efecto corona, durante 40 [s] la superficie de la membrana y 80 [s] la superficie del dispositivo,
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en el capitulo 3.3. La Figura 3.6 ilustra este

procedimiento.

Exposicion a descarga de efecto corona
40 [s] 80 [s]

333388 ... Y99 9ISY

Adhesidn selectiva

La superficie cubierta

por la mascara de sal no
se adhiere al dispositivo.

Corte lateral

Terminales
Area a la que no debe
adherirse la membrana

de PDMS

Vista superior
del dispositivo

Figura 3.6 Proceso de adhesion selectiva por descarga de efecto corona de la membrana flexible y el dispositivo.
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Disoluciéon de la mascara

Para remover la mascara del dispositivo, se hizo circular agua caliente por este de modo que se
disolvieran en ella el PVA y la sal, como se ilustra en la Figura 3.7. Para tal efecto se colocé al
dispositivo sobre una parrilla eléctrica con una temperatura aproximada de 108 [°C] durante 15
[min] antes de hacer circular agua por el dispositivo, tras los cuales el dispositivo alcanzé una
temperatura aproximada de 80 [°C] (1). Se dejo circular agua por el dispositivo durante 30 [min]
(2). Posteriormente, el dispositivo fue retirado de la parrilla y se hizo circular por él alcohol
isopropilico durante 20 [min] con el fin de remover particulas residuales que pudieran obstruir los

micro canales (3).

(1)

Calor suministrado por la parrilla

(2)

Flujo de agua

ttt e

El flujo de agua caliente
disuelve la mascara, lo
cual permite continuidad
en el circuito hidraulico

ttte

Se limpia el dispositivo
con un flujo de alcohol
isopropilico

Figura 3.7 Proceso de disolucion de la mdscara de cristales de sal y limpieza del dispositivo.

38



Figura 3.8 Membrana adherida al micro chip después del proceso de disolucion de la mdscara de sal.

3.1.Camara de aire

Se fabricé un molde de acido poli lactico (PLA por sus siglas en inglés) impreso en 3D, cuyas

dimensiones se muestran en la Figura 3.9. El molde fue disefiado utilizando el software Siemens

NX® y exportado en formato STL para su impresién.

17
8
+«—>
35 | |
o
4 o l
e
2 T 1
27

Figura 3.9 Dimensiones del molde de PLA de la camara de aire. Unidades: [mm]
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Figura 3.10 Interfaz del software de impresion 3D Cura® que muestra el molde de la cdmara de aire listo para su
impresion.

A partir del molde se generaron réplicas de PDMS de la cdmara de aire siguiendo el procedimiento
descrito en el capitulo 0. A la réplica se le hizo un orificio en la parte superior por medio del cual

puede ser conectada a tuberia flexible y una bomba.

Figura 3.11 Molde de PLA (izquierda) y réplica en PDMS de la cémara neumdtica (derecha).

Tras ser perforada, la cdmara fue adherida a la superficie superior de la membrana de PDMS
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en el capitulo 3.3. Los tiempos de exposicion

de cada superficie se especifican en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7 Tiempos de exposicion a la descarga de efecto corona para la adhesion de la cdmara de aire.

Superficie Tiempo de exposicion [s]
Membrana 80
Cadmara de aire 40

40



Molde de PLA

PDMS

_ Réplica de la cdmara de
aire

La réplica es perforada

para su conexidén con

una bomba por medio de
tuberia flexible

Figura 3.12 Proceso de fabricacion de réplicas de la cdmara de aire de PDMS a partir de un molde de PLA impreso por
manufactura aditiva en 3D.

Adhesion por exposicion a descarga de efecto corona

40 [s] 80 [s]

3333 $I4I$IIT T
e

Figura 3.13 Proceso de adhesion de la cdmara de aire al dispositivo por exposicién a descarga de efecto corona.

41



4. RESULTADQOS

4.1.Funcionamiento

Para verificar el funcionamiento del dispositivo, se hizo circular a través de los canales agua
coloreada (con el fin de que fuera apreciable su presencia dentro de las distintas secciones del
circuito) a razén de 10 [pl/min]. La cdmara de aire se conecté por medio de tuberia flexible
(insertada en la perforacién de la cdmara) a una jeringa para insulina de 1 [ml], con el émbolo en
una posicion inicial de 50 unidades (0.5 [ml]). Para incrementar la presién dentro de la camara, el
émbolo se desplazé a la posicion de 40 unidades, con lo cual se lleva a la valvula a su estado
cerrado. En este estado se observd que el agua no circulaba por la cdmara y Unicamente salia del
dispositivo por la terminal conectada con el serpentin. Para el estado abierto, el émbolo se llevo a
la posicion de 60 unidades, con lo cual una presién de vacio se ejerce sobre la membrana,
levantandola y permitiendo que la cdmara se inunde y el fluido circule a través de ella. En este
estado el agua salia del dispositivo a tanto a través de la terminal conectada con la camara como

de la terminal conectada con el serpentin.

Con base en la ley general de los gases ideales, expresada por:

Py BV,

Ty T

(4.1)

Donde:

P; , = Presion absoluta en los estados inicial y final
Vi, = Volumen en los estados inicial y final
T,, = Temperatura absoluta en los estados inicial y final
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- Jeringa aire — mecanismo
Jeringa con agua coloreada
RIS

P “deractuacion

I
e

Bomba de infusion

Tuberia que
conecta la entrada
con la jeringa de
agua coloreada

Tuberia que
conecta la camara
neumatica con la
jeringa de aire

Figura 4.1 Arreglo experimental.

Y sustituyendo para el estado inicial, correspondiente a la posiciéon del émbolo al ensamblar el
dispositivo (5 unidades) los valores P; = 77.814 [kPa] (presion atmosférica en la ciudad de
México [39], V; = 5x 1077 [m3], T; = 293.15 [K]; asi como para el estado final (émbolo en la
posicion 4 unidades, estado cerrado de la vélvula) los valores V, =4x107" [m3] y T, =
293.15 [K] se puede determinar la presiéon en el interior de la cdmara neumatica cuando la

valvula se encuentra en estado cerrado:

P = (77.814 [kPa])(5 x 107 [m3])
z- 4 x 1077 [m3]

P, = 97.26 [kPa] )
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Cémara

Entrada Salida (canal del serpentin)

(a) (b)

Salida (canal de
la micro valvula)

(c)

Figura 4.2 (a) Estado cerrado. El fluido circula unicamente por el serpentin. (b) Estado abierto. El liquido circula por
ambos canales, la cdmara comienza a inundarse. (c) Estado abierto. La cdmara se encuentra completamente llena y el
agua coloreada sale por ambas terminales.

4.2.Determinacion de la velocidad utilizando particle tracking

Para determinar la velocidad dentro de los microcanales se empled la técnica conocida como
particle tracking [40]. Se prepard una suspensiéon de micro esferas fluorescentes de poliestireno
FluoSpheres de Molecular Probes® cuyo didametro es de 1 [um] y que poseen una longitud de onda
de absorcidn, es decir, la longitud de onda de luz a la que deben exponerse para ser excitadas, de
450 [nm] (azul) y una longitud de onda de emisién (longitud de onda que emiten tras ser
excitadas) de 465 [nm] (verde). La hoja de especificaciones se incluye en la seccidon de anexos. Las
particulas fueron suspendidas en una solucion de NaCl y H,O con una concentracion de 2.12

molar.
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La solucién se hizo circular por el dispositivo a razén de 500 [ul/h], en los estados tanto
abierto como cerrado. Para observar la trayectoria seguida por las particulas, la prueba se realizo
en un microscopio invertido de fluorescencia, utilizando un filtro color azul para que el haz de luz
que incidia sobre el dispositivo excitara las particulas y éstas pudieran ser observadas. Se capturd
el video de las trayectorias de las particulas con ayuda del software Phantom Cine Viewer de una
camara Phantom Miro M110 montada sobre el microscopio con un lente 20X. La resolucion del
video y la velocidad de captura empleada fueron definidas con los valores 512x280 pixeles y 2500
[c/s] respectivamente. Esta prueba se realizé en el Laboratorio de Bio Fisico Quimica de la Facultad

de Quimica el cual se encuentra bajo la supervisidn del Dr. Luis Olguin.

La zona de interés que se grabd corresponde a la bifurcacion del canal de entrada, en
donde se dividen el canal que conduce hacia la valvula y el canal que conduce al serpentin. Esta
zona fue definida y seleccionada para su analisis con el fin de obtener datos de la velocidad de las

particulas en las regiones mostradas en la Figura 4.3
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Zona de interés

Region B - Region A
Hacia la valvula

Flujo de entrada

Region C

Hacia el
serpentin

Figura 4.3 Zona de interés mostrada en el diagrama el circuito eléctrico (arriba) y fotografia de la zona de interés que
muestra las regiones definidas para el andlisis obtenida a través de un microscopio con un lente de 20X (abajo)

Para el analisis de los videos obtenidos, estos fueron procesados con el software Phantom
Cine Viewer ajustando los valores de brillo, ganancia y gama y aplicando el filtro “Laplaciano 3x3”
en el panel “herramientas de imagen”, de manera que la fluorescencia de las micro esferas
pudiera ser apreciada de una mejor manera. Una vez obtenidos los ajustes deseados, se
seleccionaron muestras representativas de los videos y fueron exportados en formato JPEG cuadro

a cuadro.
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Figura 4.4 Particulas fluorescentes mostradas en un cuadro de video antes de aplicar el filtro (arriba) y después de
aplicarlo (abajo).

Utilizando el software Imagel y siguiendo el procedimiento descrito en el prontuario para
realizar mediciones a partir de una fotografia tomada con un microscopio del Laboratorio de Micro
Sistemas Bio-MEMS y Lab-on-a-Chip elaborado por Arturo Islas, incluido en la seccidn de anexos,
se midio el ancho del canal a partir de la fotografia mostrada en la Figura 4.5, obteniendo el valor

de 110 [um]. A partir de este valor conocido y siguiendo el procedimiento del prontuario, se
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obtuvo una relacién 0.5995 [pix/um] y fue establecida la escala correspondiente a los cuadros con

resolucion 512x280 pixeles exportados a partir de los archivos de video.

w=110 [um]

Figura 4.5 Fotografia de la zona de interés tomada a través de un microscopio con un lente de 20x empleando el
software Scope Photo en la que se indica el ancho del canal medido.

Empleando la herramienta multi-punto de Imagel, las coordenadas de 10 particulas en cada
seccion en el estado abierto, y 10 particulas en las regiones A y C en el estado cerrado fueron
marcadas en 25 cuadros consecutivos para cada una. Con estos datos fue posible calcular el
desplazamiento de las particulas entre un cuadro y otro, y conociendo el periodo (tiempo
transcurrido entre un cuadro y otro) su velocidad promedio en cada una de las secciones. Para la
seccion C en estado abierto, Unicamente se rastrearon 5 particulas ya que la concentracion de
particulas era mucho menor. De igual manera la velocidad de las particulas era significativamente
menor, por lo que el registro de coordenadas se realizé cada 30 cuadros, con el fin de registrar un
desplazamiento apreciable. Los resultados se muestran en la Tabla 4.1. Las coordenadas

registradas de cada particula se muestran en las Tablas A.1 — A.45 en la seccidn de anexos.
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Tabla 4.1 Velocidades promedio obtenidas por region en los estados abierto y cerrado. Resultados reportados +/- la

desviacidn estdndar (c).Unidades: [um/s]

Estado abierto

Estado cerrado

, Region A Regi(.')n B Regi(.ﬁn ¢ Region A Regic.')n ¢
Particula No. (Hacia la (Hacia el (Hacia el

(Entrada) , , (Entrada) ,

valvula) serpentin) serpentin)
1 15254 13833 255 14465 15567
2 11475 9894 296 14481 11894
3 14576 14707 210 11159 13309
4 12257 11464 269 12576 10864
5 13965 14171 165 13642 10411
6 12690 14051 - 12775 13073
7 14473 13302 - 10174 10024
8 13772 13947 - 10602 10571
9 13076 13160 - 10170 11116
10 15502 13851 - 10283 11363
Promedio 13704 13238 239 12033 11819
(] 1314 1463 52 1768 1707

Suponiendo una velocidad uniforme en la seccion transversal del canal, es decir, suponiendo un

perfil de velocidades recto y no el perfil parabdlico del flujo Poiseuille (Figura 4.6), se puede

estimar la velocidad promedio con la que circularan las particulas a través del canal con el gasto de

entrada empleado durante el experimento Q = 500 [pl/h] = 1.388 x 10™° [m?/s] y el 4rea de la

seccién transversal del canal A = 1.13 10® [m?] calculada a partir de las dimensiones obtenidas a

partir de una fotografia capturada a través de un microscopio con ayuda del programa Scope

Photo (ancho: 110 [um], altura: 102 [um]):

Y= 4= T 113x10-8

o 1388x1071°

m

um
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Figura 4.6 Flujo Poiseuille en una tuberia de seccion circular. Imagen tomada de [36].

Comparando el valor de velocidad promedio calculado (expresion (4.12)) con los valores de
velocidad en la regidon A en el estado abierto; y en las regiones A y C para el estado cerrado de la
Tabla 4.1, que se espera sean cercanos al valor tedrico, ya que por ellas circula en su totalidad el

flujo de entrada, se obtuvieron los valores de error relativo expresados en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Error relativo de la velocidad promedio de las particulas por region y estado.

Velocidad promedio por seccién[um/s]
Estado abierto Estado cerrado
Valor tedrico A A C
12196 13704 12033 11820
€ [%] 12.3 1.3 3.1

De acuerdo con la ley de conservacidn de la materia, la suma de los gastos de las regiones By C en
el estado abierto debe ser igual al gasto de entrada (regidn A), por lo que se espera que asi suceda
de igual manera con las velocidades, asi como para las regiones A y C en el estado cerrado. La

Tabla 4.3 muestra el calculo del error relativo para la ley de la conservacion de la materia.

Tabla 4.3 Calculo del error relativo para la ley de conservacion de la materia.

Velocidad promedio por seccion[um/s]

Regién A Regién B Regidon C Region B+ C | € [%] = ((B+C)-A)/A
Estado abierto 13704 13238 239 13477 1.6
Estado cerrado 12033 - 11819 11819 1.7
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4.3.Calculo de la presion necesaria para cerrar la valvula

La velocidad promedio dentro de una tuberia de seccién circular es funcién del gradiente de

presion a lo largo de ésta y se expresa [36]:

. opP R?
Uz = ( 0z’ 8n (4.4)
Donde:
u, = velocidad promedio

R = radio de la tuberia

n = viscosidad dinamica
apr

Pl gradiente de presion a lo largo de la tub ia
z
Debido a que el canal del dispositivo no es de seccion transversal circular, se sustituira en la

expresion (4.12) el radio de la tuberia el radio hidraulico definido en la expresién (2.4) del capitulo
2, resultando asi:

oP 17
W= (-2 )g
0z~ 8n (4.5)
Calculando el radio hidraulico:
_ 2(102.95 x 107° [m])(102.95 x 10~°[m])
h = 2(102.95x 107% [m] + 102.95 x 10~¢[m])
_ -6
r, = 106.61 x 107°[m] (46

Despejando la variacion de la presidn con respecto a z de la ecuacion (4.12), y sustituyendo los

valores del radio hidraulico; la velocidad promedio, calculada y expresada en (4.3); y el valor de la

viscosidad dinamica del agua n=1.002x107 [Pa s] se obtiene:
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oP  u,8n
dz  R?

op  12196x 107 || 8 (1.002x 10-3)[Pa s]

0z (106.61 x 10~6[m])?
opP PP kPa
9z [ m ] (4.7)

Conociendo la caida de presién a lo largo del canal y su longitud, y considerando presion
atmosférica a la salida, ya que ésta estd abierta al ambiente, es posible conocer la presién a la

entrada del dispositivo:

Py = Patm— 2 1
0 = ratm E

Donde:
L = longitud del canal desde la entrada hasta la sali

Para realizar el calculo, se considerd el estado cerrado de la valvula y la longitud recorrida por el

fluido en las regiones Ay C (L =35 [mm]), de modo que:

P, = 77.814 [kPa] + (8.601 [k%]) (35x 1073[m])

Py = 78.1150 [kPa]
(4.8)
A partir de la presidn de entrada Py, o bien siguiendo el mismo procedimiento con el cual ésta fue
calculada, es posible determinar la presion P, (ver Figura 4.7) en el nodo en el que el canal de
entrada se bifurca, y cuyo valor permanece constante a lo largo del canal que conduce a la entrada
a la camara de la valvula, ya que se trata del mismo nodo, y por lo que debe ser menor a la presion

dentro de la camara para impedir el paso del fluido y mantener la valvula en estado cerrado:
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ap
P1=P0+_

L
az 1!

Donde:

L, = longitud de la seccion del circuito desde la entrada al nodo 1

P, = 78.1150 [kPa] — (8.601 [k;i]) (4.5x 1073[m])

P, = 78.076 [kPa] (4.9)

La presion P, calculada es menor a la presion al interior de la cdmara obtenida en (4.2)

Figura 4.7 Diagrama del circuito eléctrico en el cual se indican la longitud L; y la ubicacion del nodo correspondiente a la
presion P;.

4.4.Resistencia hidraulica de la valvula en estado abierto

Despejando la resistencia hidraulica de la ecuacién (2.1) puede definirse como:

A partir del valor de la presion en el nodo 1 calculado y expresado en (4.12) y de los valores de

velocidad promedio en las secciones B y C en el estado abierto mostrados en la Tabla 4.1, ya que
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el gasto puede ser definido como el producto de la velocidad promedio y el area de la seccidn
transversal (Q = u, A) es posible conocer los valores de la resistencia hidraulica en las regiones

correspondientes como se muestra en la Figura 4.8.

Patm

Patm

Figura 4.8 Resistencias hidrdulicas calculadas a partir de la diferencia de presiones entre el nodo P,y las salidas del
circuito; y las velocidades promedio calculadas en cada seccion.

Pl_Patm

Ry =

78.076x 103[Pa] — 77.814 x 103[Pq]
c= m
(239.24 x 1076[Z])(1.13 x 1078 [m?])

B 13 Pas
Ryc =9.6911x 10 [F] (4.10)
Pl — Fatm
Ry =——m—
HB uzBA

78.076x 103[Pa] — 77.814 x 103[Pq]
B = m
(13238 x 107°[7])(1.13 x 1078 [m?])

_ 12 Pas
Ryp = 1.7514 x 10 [F] (4.11)
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Dividiendo (4.10) entre (4.11) se obtiene una relacion de la resistencia hidraulica de cada seccién:

R
_HC — 5537 (412)
RHB
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CONCLUSIONES

En este trabajo se presento el disefid y proceso de fabricacion de una micro valvula para sistemas
microfluidicos Bio-MEMS y Lab-on-a-Chip con el fin de controlar la direcciéon de un flujo para la
manipulacién de particulas y entidades de interés.

Para el disefio del dispositivo se contemplaron la viabilidad y complejidad de su desarrollo
con base en las técnicas de fabricacidn necesarias para su construccidén. Se emplearon técnicas de
fotolitografia, litografia suave y manufactura aditiva por impresién 3D. La descripcidon detallada del
proceso de fabricacion presentada en este trabajo permitira a actuales y futuros miembros del
Laboratorio de Micro Sistemas Bio-MEMS y Lab-on-a-Chip, y de otros laboratorios en los que se
desarrollen sistemas microfluidicos con diversas aplicaciones, la reproduccion del dispositivo.

La valvula presentada en este trabajo consiste en una membrana flexible actuada
neumdticamente a través de un émbolo conectado a una cadmara de aire, que al ser retraido
provoca una deflexién en la membrana, permitiendo asi el paso del fluido de trabajo a través de
una entrada y una salida que comunican dos secciones de un canal interrumpido con la camara.

Los resultados obtenidos muestran que en el estado cerrado de la valvula las particulas
siguen la trayectoria deseada. En el estado abierto no lo hacen en su totalidad. Es posible
observar, aunque en una minima cantidad, algunas particulas circulando por el canal que conduce
al serpentin. La presencia de las partiulas en la trayectoria del serpentin hizo posible determinar el
gasto que circula por este canal asi como la resistencia hidraulica de ambas trayectorias y la
relacidn entre ambas, comprobando la consevacion de flujo con errores menores al 2 %. Con una
relacion mayor cercana a 50 fue posible dirigir la mayor cantidad de particulas por la trayectoria
deseada. Incrementando ésta relacion hasta que el gasto de la regidn C sea despreciable se espera
dirigir a la totalidad de las particulas por la trayectoria deseada, es decir, hacia la micro cdmara.
Esto puede lograrse incrementando la longitud del serpentin, o bien, implementando una segunda
valvula que lo sustituya, pues se observd que el estado cerrado de la vélvula impide el flujo de
particulas en direccién a ella.

Con base en lo expresado en el parrafo anterior, se puede concluir que se logré el disefio
de una micro valvula que puede ser implementada en el disefio y fabricacién de un dispositivo
micro fluidico que a partir de la inclusion de multiples valvulas permita el control de reactivos y

particulas de interés asi como la separacién de procesos dentro del dispositivo.
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ANEXOS

Hoja de especifiaciones de micro

esferas fluorescentes de poliestireno

FluoSpheres

FluoSpheres ® Fluorescent Microspheres for Tracer Studies

Lok Facts 3
Storage upon receipt:

e 4°C

® [o not freeze

@ Protect from light

Abs/Em: See Table 1

Introduction

FluoSpheres® fluorescent microspheres for tracer studies are
1.0 pum polystyrene beads maximally loaded wath fluorescent
dyes. Because the dye content of these microspheres 1s much
Thigher than that of other fluorescent microspheres. stronger
signals can be generated using fewer microspheres per tracing
experiment. Recently, aerosols containing these heavily d}'e-
loaded fluorescent microspheres have been used to acquire high-
resolution maps of regional pulmonary vennlaton.'* Transport
of fluorescent microspheres through tissues can be quantified
using methods that have been developed for regional blood flow
deternunation. The mucrospheres and the fluorescent dyes they
contain are extracted from the nissue. Fluorescence 1s then quan-
nfied using readily available instrumentation such as spectro-
fluorometers or fluorescence microplate readers.

Materials

These products are umform polystyrene nucrospheres with
a nonunal diameter of 1 ym; the actual measured diameter for
each lot 15 printed on the product label. The mucrospheres are
supplied 1n unit sizes of 5 mL, as suspensions at a concentration
of 1.0 x 10'° microspheres per mL in distilled water with 0.02%
tlumerosal. Each microsphere reagent contams a single fluores-
cent dye whose fluorescence 1s well resolved from all of the
others (Figure 1, Table 1). The exact excitation and enussion
spectra may vary somewhat with the solvent used to extract the
fluorescent dyes (Table 1). Because of the heavy dye-loading.
fluorescence 1n the beads 1s partially quenched. Maximum fluo-
rescence occurs once the dyes have been released by dissolution
of the beads.

Storage and Handling

The mucrospheres should be stored at 4°C, protected from
light, when not m use. DO NOT FREEZE. Tlumerosal has been
added to mamtam sterlity; however. the use of stenle techmque
in withdrawing samples 1s required to avoid potential contanuna-
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Fluorescence emlsslon

Wavelength (nm)

Figure 1. Normalized flucrescence emission spectra of the dyes con-
tained in the FluoSpheres® fluorescent microspheres for tracer studies,
after extraction into 2-ethoxyethyl acetate (Cellosolve® acetate). The
Sfour npes of microspheres represented are: 1) blue-green, 2) yellow-
green, 3) orange and 4) red

tion. The microspheres are stable for at least one year, provided
the recommended storage conditions are stnctly observed.

Experimental Protocols

Overview
FluoSpheres beads are adnumstered by approprnate techm-
ques into the subject ammmal. The experimental conditions are
planned and camied out mn the same manner as 1if radicactive
nucrospheres were used. After tissue samples are collected,

Iable 1. Absorption maximum and emission maximum wavelengths of
FluoSpheres fluorescent microspheres for tracer studies.

Car# Fluorescent Color * Abs Em
(nm)* (nm) 2

F-13080 | Blue-green (430/465) 47 468

F-13081 | Yellow-green (505/515) 495 503

F-13082 | Omnge (540/560) 534 554

F-13083 | Red (580/605) 570 598

* The mumber pairs next to the color in the product names are the nopunal
excitation and emission maxima, m nm, for the fluorescent beads suspended
inwater. +The maxima were determuned for dyes extracted from
beads m Cellosolve acetate Wn‘lmzlhsmdlﬁamhﬁmnh
solvents. Excitation maxima are essentally the same as the
maxima; however, it is sometimes advisable to excite with slightly lowu
wavelengths, to obtam ] peak resolution and to 1solate emission from
excitation light + The emission maxima were determined for dyes
emmcdﬁombeadsm&ﬂowhtmm




the fluorescent mucrospheres can be directly extracted from lung
tissue samples by use of an appropnate solvent. The fluores-
cence of the dye-containing solvent 1s then quantified with a
fluorometer.

Materials That May Be Required But Are Not Provided
« 2-Ethoxyethyl acetate (Cellosolve® acetate) or xylene

Assay Procedure
Introducing Microspheres Into Tissue

Accurate measurements require that the nucrospheres are um-
formly dispersed prior to use. Aggregation of the nucrospheres
should be mininuzed by ultrasonicating the microsphere suspen-
sion before use and vigorously vortexing them prior to introduc-
tion mto tissue. Microsphere suspensions may be diluted using
distilled water. Solutions containing salts should not be used
since they will cause the microspheres to aggregate. A protocol
15 descnibed i the literature for mtroducing nucrospheres mto
lung tissues usmng aerosols.*

Dissolution of Fluorescent Microspheres

Since awr-dned lung 1s less dense than other tissues, the
fluorescent dyes can be extracted without first digesting the nis-
sue. By soaking the tissue in an appropniate solvent, the polysty-
rene microspheres will dissolve. releasing the fluorescent dye.
Appropnate solvents include 2-ethoxyethyl acetate (Cellosolve
acetate) or xylene (note A). The tissue should be completely im-
mersed and allowed to soak for at least 24 hours in an awrtight
vial to ensure agamst evaporation of the solvent and protected
from light. Because the relative number of nucrospheres i each
sample 15 deternuned from the concentration of extracted dye, 1t
15 cnitical that solvent volumes are kept constant from sample to
sample.

Measurement and Quantitation of Fluorescence

1. Instrumentation: Almost any fluorometer that 1s equipped
with a monochromator capable of scanmng excitanon and enus-
sion wavelengths from about 350 nm to 650 nm can be used to
measure the fluorescence of the dissolved microspheres. Instru-
ments of this type allow a wide selection of excitation and enus-
sion wavelengths with narrow bandpasses, resulting 1 good
spectral separation of complex nuxtures of dyes. Fluorometers
with fixed-wavelength filter sets are not well suited, unless the
filters have narrow bandpass (about 4 nm) and correspond to the
excitation and enussion properties of the FluoSpheres beads,
which are summanzed i Table 1. The samples can be measured
1 1 em pathlength cells, flow cells or, 1n some cases, 96-well
nucroplates.

2. Measurement of Fluorescence: The fluorescence of the
samples can be measured in two ways: 1) by exciting the dyes
at specific wavelengths and recording the emussion light at thewr
respective maxmmum enussion wavelengths, or 2) by scanning
both the excitation and enussion wavelengths simultaneously
with a fixed wavelength interval between the excitation and
enussion (synchronous scan). Both methods have been shown
to give excellent quantitation of the fluorescence of sample mix-
tures containing all of the fluorescent dyes used m FluoSpheres
tracer reagents. Because each of the dyes has excitation and
enussion at distinct and well separated wavelengths from all

of the others, 1t 1s necessary to measure only the peak enusston
wmtensity of each dye in order to obtain accurate quantitation.

No special software 15 necessary to compensate for spectral spall-
over, because there 15 essentially none.* It 1s important to under-
stand that measured fluorescence mtensities and spectra wall
vary with each individual mstrument due to the wavelength-
dependent efficiency of both the excitation source lamp and the
photomuluplier (detector).

Fluorescence Intensity: In dilute solutions, the mtensity of the
fluorescence signal 1s linearly proportional to the concentration
of fluorescent dye (note B). The fluorescence signal from each
tissue sample will be proportional to the number of nucrospheres
dissolved m solution 1f the volume of solvent used for all tissue
1s constant, It 15 therefore critical that precise volumes of solvent
are used for all samples (see also Measurement and Quantitation
of Fluorescence).

Stokes Shift: The Stokes shuft 1s the difference between the
wavelengths for maximum excitation and for maximum enus-
sion. The dyes used m FluoSpheres beads have Stokes shufts
ranging from about 10 nm to about 60 nm. The actual excitation
wavelengths used in an experiment can be optimized empincally
to give maximum fluorescence mtensity, wiale retaining accept-
able peak resolution (note C); often. these optimal exaitation
wavelengths are slightly lower than the absorption maxima given
m Table 1.

Slit Widths: The slit wadth or bandpass regulates the amount of
exciting light admutted to the sample and the amount of enussion
light that 15 recorded by the detector. An excitation wavelength
of 530 nm wath a slit width of 4 nm means that light with wave-
length from 528-532 nm 15 used to excite the sample. Increas-
g the shits will increase the fluorescence signal mtensity ata
given wavelength. but can also result in interference (spectral
spillover) from other dves present i the solution.

3. Resolving Multiple Fluorescent Colors: The number of
fluorescent colors that need to be resolved depends on the type
of expenment camed out. It should be noted that detectors in
fluorometers are often more sensitive to one part of the spectral
range than another, and therefore the type of detector may dictate
to some extent the choice of colors used in an expenment.

« Synchronous Scanning: The sample 15 placed m the mstru-
ment and analyzed m synchronous scan mode, using a wave-
length offset of about 15 nm (note D). This method increases
the resolution of closely spaced spectral peaks.® The relative
number of microspheres 1s obtamned from the maximum -
tensity of each peak.

* Specific Excitation/Emission Pairs: In thus method, the
sample 1s analyzed by exciting sequentially at the wavelength
optimal for each dye component, and the peak enussions are
recorded to give the relatrve number of microspheres (Table 1).
Thus method may be very fast and simple 1n some mstruments
in which these parameters can be easily controlled by the
software. This method may also give better overall signal
mtensities than the synchronous scan method.
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Notes

[A] The solvents listed i section 3.2 are mexpensive and have
been shown to readily dissolve the microspheres and the dyes.
Do not confuse Cellosolve acetate (2-ethoxyethyl acetate) with
ethyl Cellosolve (2-ethoxyethanol), which will not dissolve the

1 . Tt has been reported by Dr. R. Glenny (FMRC)
that 2-(2-ethoxy-ethoxy)ethyl acetate (Carbitol® acetate) works
well for extracting all of the dyes used m FluoSpheres polysty-
rene nucrospheres for fluorescent tracing. Extraction of lung
tissue directly with Carbitol acetate required approximately 96
hours before dye signals were stable, as compared to 48 hours
for extraction with Cellosolve acetate. All potential solvents
have not yet been tested, and therefore others may give satisfac-
tory results; however, 1t 15 advantageous to use a solvent with
low volanlity to mininuze evaporation. Dimethylsulfoxide and
dimethylformanude are not suitable solvents. The nucrospheres
will not dissolve n dimethylsulfoxide and the fluorescent dyes
are not stable in dimethylformanude.

[B] If fluorescent dye solutions are too concentrated, quenching
(reduction) of the fluorescent signal can occur as a result of phy-
sical mteraction of the dye molecules i solution. leading to emro-
neous results. Usually, the solutions will be dilute enough that
this will not occur, but 1f quenching is suspected, 1t can be con-
firmed by camrying out a rwofold dilution of the sample 1n the ex-
traction solvent. The fluorescence reading should be 50% of the
ongmal solution if quenching is not present. If quenching is
present, the diluted solution will have greater than 50% of the

[C] At equal concentrations, some of the fluorescent micro-
spheres give a greater signal intensity than others when the
recommended wavelength pairs from Table 1 are used. Ifitis
desired to decrease one or more of the mdividual peak enussion
mtensities so that all peaks are at about the same mtensity, this
can be done selectively by either reducing the microsphere con-
centration, moving the excitation to a shorter, less optimum
wavelength or changing the slit width to a narrower setting,
Optimal conditions can be worked out in contro] experiments
using fixed numbers of pure beads. Likewise, correction factors
can be determined to allow for the different signal mtensities.

[D] Experiments have shown that a wavelength offset of about
15 nm between excitation and enussion gives the greatest signal
and separation of all of the colors in the solvent systems tested:
however, 1f not all of the colors are used in the experiment, 1t
may be possible to optumize this interval further.

Fluorescent Microsphere Resource Center

A Fluorescent Microsphere Resource Center (FMRC) has
been established at the University of Washington (Seattle, WA)
to compile and dissenunate information on fluorescent mucro-
sphere techmques for measunng regional blood flow. The
FMRC 15 a useful source for mnformation on extracting the fluo-
rescent dyes from FluoSpheres nucrospheres and performing
fluorescence measurements. The FMRC center has developed a
technical manual descnbing fluorescent microsphere methodol-

fluorescence of the ongmal solution. ogy. and can be contacted by phone at (206) 685-9479, by fax at
(206) 685-9480 or visit therr Web site at hrtp://
fmre pulmec. washington edw/FMRC/fmre html.
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Prontuario para tomar mediciones de una foto tomada en el microscopio

Elaborado por Arturo Islas

1.-Abrir el programa del microscopio Scopephoto verificando que previamente esté conectada la
camara del microscopio

2.-Una vez se ha seleccionado el objetivo con el cual se quiere observar la muestra y se ha
enfocado correctamente la misma presionar el comando Control+V lo cual generara una foto de la
muestra y la cual guardaremos en el equipo

3.-Abrir el programa Image)

4.-Arrastrar el archivo de la imagen de interés a la barra de trabajo de Image)

5.-Dirigirse al menu Analyse y presionar la opcidn Set Scale

6.-En la ventana emergente llenar segun los datos correspondientes a la foto tomada en el
microscopio que nos interesa medir:

Aumento del objetivo Relacion pixeles/um Unidad
4x 0.690 um
10x 1.840 um
20x 3.5 um
40x 7.2 um

7.-Pulsar el icono de trazo de linea y dibujar la linea entre los dos puntos cuya distancia nos
interesa conocer, en caso que la orientacion del segmento entre los dos puntos de la imagen este
a 0°45°, 90° o 135° presionar la tecla shift mientras se dibuja la linea para que esta esté
completamente alineada con el angulo de orientacién del segmento a medir.

8.-Una vez trazado el segmento presionar el comando Control+M con lo cual se accionard la
opcién Measure del menu Analize y se desplegara una ventana en la cual aparece la referencia de
la medida del segmento que acabamos de dibujar.

9.-Si deseamos que dicho segmento no desaparezca al realizar la medicién de otro segmento en la
foto verificar en el menu Analize en la opcién Set measurement que la casilla Add to overlay este
seleccionada.

10.-Repetir los pasos 7 y 8 de manera ciclica para todas las mediciones que deseemos hacer en la
misma foto en caso de cambiar de foto habra que verificar con qué objetivo fue tomada y repetir
la secuencia desde el paso 4.
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Coordenadas registradas de cada particula para el calculo de resultados.

Tablas A.1 — A.10: Estado abierto — Seccién A

Tabla A. 1
Particula 1 Estado Seccién fps Periodo [t]
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]

1 756.881 110.926
2 751.877 110.926 -5.004 0 5.0040 12510.0000
3 745.065 111.76 -6.812 0.834 6.8629 17157.1596
4 738.393 111.76 -6.672 0 6.6720 16680.0000
5 733.667 111.76 -4.726 0 4.7260 11815.0000
6 726.717 111.76 -6.95 0 6.9500 17375.0000
7 720.878 111.76 -5.839 0 5.8390 14597.5000
8 715.04 111.76 -5.838 0 5.8380 14595.0000
9 709.758 111.76 -5.282 0 5.2820 13205.0000
10 703.642 111.76 -6.116 0 6.1160 15290.0000
11 697.526 111.76 -6.116 0 6.1160 15290.0000
12 691.688 111.76 -5.838 0 5.8380 14595.0000
13 685.015 111.76 -6.673 0 6.6730 16682.5000
14 679.177 111.76 -5.838 0 5.8380 14595.0000
15 672.505 111.76 -6.672 0 6.6720 16680.0000
16 666.667 111.76 -5.838 0 5.8380 14595.0000
17 660.55 111.76 -6.117 0 6.1170 15292.5000
18 654.434 111.76 -6.116 0 6.1160 15290.0000
19 648.04 111.76 -6.394 0 6.3940 15985.0000
20 642.202 111.76 -5.838 0 5.8380 14595.0000
21 635.808 111.76 -6.394 0 6.3940 15985.0000
22 629.969 112.038 -5.839 0.278 5.8456 14614.0354
23 623.019 111.76 -6.95 -0.278 6.9556 17388.8944
24 616.903 111.76 -6.116 0 6.1160 15290.0000
25 610.509 111.76 -6.394 0 6.3940 15985.0000

Promedio 15253.6496
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Tabla A. 2

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 2
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 710.036 107.034
2 705.588 107.034 -4.448 0 4.4480 11120.0000
3 701.14 107.034 -4.448 0 4.4480 11120.0000
4 696.136 107.312 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
5 692.244 107.034 -3.892 -0.278 3.9019 9754.7898
6 686.961 107.312 -5.283 0.278 5.2903 13225.7734
7 682.513 107.034 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
8 677.787 107.034 -4.726 0 4.7260 11815.0000
9 673.061 107.034 -4.726 0 4.7260 11815.0000
10 668.613 107.034 -4.448 0 4.4480 11120.0000
11 663.609 106.756 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
12 659.16 106.756 -4.449 0 4.4490 11122.5000
13 654.99 106.756 -4.17 0 4.1700 10425.0000
14 649.986 106.756 -5.004 0 5.0040 12510.0000
15 644.704 106.756 -5.282 0 5.2820 13205.0000
16 641.09 107.034 -3.614 0.278 3.6247 9061.6913
17 636.086 107.312 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
18 631.359 107.034 -4.727 -0.278 4.7352 11837.9192
19 626.355 107.034 -5.004 0 5.0040 12510.0000
20 621.351 107.034 -5.004 0 5.0040 12510.0000
21 617.459 107.034 -3.892 0 3.8920 9730.0000
22 613.011 107.034 -4.448 0 4.4480 11120.0000
23 607.173 107.034 -5.838 0 5.8380 14595.0000
24 603.837 107.034 -3.336 0 3.3360 8340.0000
25 599.944 107.034 -3.893 0 3.8930 9732.5000
Promedio 11474.9893
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Tabla A. 3

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 3
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 688.907 95.913
2 682.791 96.191 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
3 678.065 96.191 -4.726 0 4.7260 11815.0000
4 673.061 96.191 -5.004 0 5.0040 12510.0000
5 666.945 96.191 -6.116 0 6.1160 15290.0000
6 661.662 96.191 -5.283 0 5.2830 13207.5000
7 655.268 96.191 -6.394 0 6.3940 15985.0000
8 649.986 95.913 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
9 643.87 95.913 -6.116 0 6.1160 15290.0000
10 638.588 96.191 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
11 632.471 96.191 -6.117 0 6.1170 15292.5000
12 626.355 96.191 -6.116 0 6.1160 15290.0000
13 620.517 96.191 -5.838 0 5.8380 14595.0000
14 614.679 96.191 -5.838 0 5.8380 14595.0000
15 607.729 96.469 -6.95 0.278 6.9556 17388.8944
16 602.168 96.469 -5.561 0 5.5610 13902.5000
17 596.052 96.747 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
18 589.936 96.747 -6.116 0 6.1160 15290.0000
19 583.82 96.469 -6.116 -0.278 6.1223 15305.7873
20 578.26 96.747 -5.56 0.278 5.5669 13917.3642
21 572.421 97.025 -5.839 0.278 5.8456 14614.0354
22 565.749 97.025 -6.672 0 6.6720 16680.0000
23 560.467 96.747 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
24 554.907 97.303 -5.56 0.556 5.5877 13969.3271
25 549.069 97.303 -5.838 0 5.8380 14595.0000
Promedio 14575.5964
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Tabla A. 4

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 4
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 758.132 95.913
2 752.85 95.913 -5.282 0 5.2820 13205.0000
3 748.123 95.913 -4.727 0 4.7270 11817.5000
4 743.119 95.913 -5.004 0 5.0040 12510.0000
5 738.393 95.913 -4.726 0 4.7260 11815.0000
6 733.389 95.913 -5.004 0 5.0040 12510.0000
7 728.663 95.913 -4.726 0 4.7260 11815.0000
8 723.103 95.913 -5.56 0 5.5600 13900.0000
9 718.098 95.913 -5.005 0 5.0050 12512.5000
10 713.094 95.913 -5.004 0 5.0040 12510.0000
11 707.534 96.191 -5.56 0.278 5.5669 13917.3642
12 703.086 96.191 -4.448 0 4.4480 11120.0000
13 698.082 96.191 -5.004 0 5.0040 12510.0000
14 693.356 95.913 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
15 688.629 95.913 -4.727 0 4.7270 11817.5000
16 684.181 96.191 -4.448 0.278 4.4567 11141.6976
17 679.177 95.913 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
18 673.895 96.191 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
19 669.169 96.191 -4.726 0 4.7260 11815.0000
20 663.887 96.191 -5.282 0 5.2820 13205.0000
21 659.716 96.191 -4.171 0 4.1710 10427.5000
22 654.712 96.469 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
23 649.986 96.191 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
24 645.26 96.469 -4.726 0.278 4.7342 11835.4235
25 640.534 96.191 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
Promedio 12257.1923
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Tabla A. 5

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 5
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 705.866 112.316
2 700.862 112.316 -5.004 0 5.0040 12510.0000
3 695.024 112.316 -5.838 0 5.8380 14595.0000
4 688.351 112.316 -6.673 0 6.6730 16682.5000
5 681.401 112.038 -6.95 -0.278 6.9556 17388.8944
6 676.953 112.316 -4.448 0.278 4.4567 11141.6976
7 670.837 112.316 -6.116 0 6.1160 15290.0000
8 665.833 112.316 -5.004 0 5.0040 12510.0000
9 660.272 112.038 -5.561 -0.278 5.5679 13919.8610
10 654.712 112.038 -5.56 0 5.5600 13900.0000
11 648.04 112.038 -6.672 0 6.6720 16680.0000
12 643.314 112.316 -4.726 0.278 4.7342 11835.4235
13 638.31 112.316 -5.004 0 5.0040 12510.0000
14 633.028 112.038 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
15 626.355 112.316 -6.673 0.278 6.6788 16696.9707
16 620.795 112.316 -5.56 0 5.5600 13900.0000
17 614.957 112.316 -5.838 0 5.8380 14595.0000
18 609.675 112.038 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
19 604.671 112.038 -5.004 0 5.0040 12510.0000
20 599.666 112.038 -5.005 0 5.0050 12512.5000
21 593.828 112.038 -5.838 0 5.8380 14595.0000
22 588.824 112.038 -5.004 0 5.0040 12510.0000
23 583.264 112.316 -5.56 0.278 5.5669 13917.3642
24 577.426 112.038 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
25 571.865 112.038 -5.561 0 5.5610 13902.5000
Promedio 13965.0335
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Tabla A. 6

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 6
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 754.24 120.656
2 749.514 120.656 -4.726 0 4.7260 11815.0000
3 744.231 120.656 -5.283 0 5.2830 13207.5000
4 740.061 120.656 -4.17 0 4.1700 10425.0000
5 734.779 120.656 -5.282 0 5.2820 13205.0000
6 729.775 120.656 -5.004 0 5.0040 12510.0000
7 725.327 120.656 -4.448 0 4.4480 11120.0000
8 718.932 120.656 -6.395 0 6.3950 15987.5000
9 713.928 120.656 -5.004 0 5.0040 12510.0000
10 708.646 120.656 -5.282 0 5.2820 13205.0000
11 702.808 120.656 -5.838 0 5.8380 14595.0000
12 697.804 120.934 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
13 693.078 120.934 -4.726 0 4.7260 11815.0000
14 687.795 120.934 -5.283 0 5.2830 13207.5000
15 682.235 120.934 -5.56 0 5.5600 13900.0000
16 677.231 121.212 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
17 671.671 120.934 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
18 666.667 120.934 -5.004 0 5.0040 12510.0000
19 661.384 120.934 -5.283 0 5.2830 13207.5000
20 656.102 121.212 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
21 651.376 120.934 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
22 646.372 121.212 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
23 641.646 120.934 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
24 636.92 120.934 -4.726 0 4.7260 11815.0000
25 632.471 120.934 -4.449 0 4.4490 11122.5000
Promedio 12689.8692
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Tabla A. 7

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 7
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 714.762 103.837
2 709.55 104.254 -5.212 0.417 5.2287 13071.6375
3 702.252 104.045 -7.298 -0.209 7.3010 18252.4801
4 697.665 103.837 -4.587 -0.208 4.5917 11479.2838
5 691.41 104.045 -6.255 0.208 6.2585 15646.1435
6 683.695 103.837 -7.715 -0.208 7.7178 19294.5084
7 678.899 104.045 -4.796 0.208 4.8005 12001.2708
8 673.895 104.254 -5.004 0.209 5.0084 12520.9068
9 669.308 104.254 -4.587 0 4.5870 11467.5000
10 662.219 104.254 -7.089 0 7.0890 17722.5000
11 658.048 104.254 -4.171 0 4.1710 10427.5000
12 652.836 104.254 -5.212 0 5.2120 13030.0000
13 646.58 104.254 -6.256 0 6.2560 15640.0000
14 640.534 104.462 -6.046 0.208 6.0496 15123.9421
15 634.696 104.462 -5.838 0 5.8380 14595.0000
16 629.483 104.462 -5.213 0 5.2130 13032.5000
17 623.228 104.462 -6.255 0 6.2550 15637.5000
18 617.598 104.462 -5.63 0 5.6300 14075.0000
19 610.717 104.462 -6.881 0 6.8810 17202.5000
20 605.296 104.462 -5.421 0 5.4210 13552.5000
21 599.041 104.671 -6.255 0.209 6.2585 15646.2268
22 592.994 104.879 -6.047 0.208 6.0506 15126.4406
23 587.156 105.088 -5.838 0.209 5.8417 14604.3497
24 581.943 104.879 -5.213 -0.209 5.2172 13042.9698
25 575.897 105.296 -6.046 0.417 6.0604 15150.9086
Promedio 14472.6487
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Tabla A. 8

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 8
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 742.285 117.598
2 737.837 117.598 -4.448 0 4.4480 11120.0000
3 731.999 118.154 -5.838 0.556 5.8644 14661.0411
4 727.551 117.876 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
5 722.269 117.876 -5.282 0 5.2820 13205.0000
6 715.596 118.154 -6.673 0.278 6.6788 16696.9707
7 711.148 117.876 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
8 704.476 118.154 -6.672 0.278 6.6778 16694.4729
9 699.75 118.154 -4.726 0 4.7260 11815.0000
10 693.912 118.154 -5.838 0 5.8380 14595.0000
11 688.907 118.154 -5.005 0 5.0050 12512.5000
12 683.347 118.154 -5.56 0 5.5600 13900.0000
13 677.509 117.876 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
14 671.671 118.154 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
15 666.945 118.432 -4.726 0.278 4.7342 11835.4235
16 660.55 118.154 -6.395 -0.278 6.4010 16002.5992
17 655.268 118.154 -5.282 0 5.2820 13205.0000
18 649.43 118.432 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
19 643.87 118.154 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
20 638.866 118.432 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
21 633.028 118.154 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
22 627.189 118.71 -5.839 0.556 5.8654 14663.5298
23 622.463 118.432 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
24 616.625 118.71 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
25 610.231 118.988 -6.394 0.278 6.4000 16000.1016
Promedio 13772.0751
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Tabla A. 9

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 9
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 718.932 91.743
2 713.928 92.021 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
3 709.202 92.021 -4.726 0 4.7260 11815.0000
4 704.476 92.021 -4.726 0 4.7260 11815.0000
5 698.916 91.465 -5.56 -0.556 5.5877 13969.3271
6 694.19 92.299 -4.726 0.834 4.7990 11997.5602
7 689.185 92.299 -5.005 0 5.0050 12512.5000
8 683.347 92.299 -5.838 0 5.8380 14595.0000
9 678.343 92.299 -5.004 0 5.0040 12510.0000
10 673.061 92.021 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
11 668.335 92.021 -4.726 0 4.7260 11815.0000
12 663.053 92.021 -5.282 0 5.2820 13205.0000
13 658.048 92.021 -5.005 0 5.0050 12512.5000
14 652.488 92.021 -5.56 0 5.5600 13900.0000
15 647.762 92.021 -4.726 0 4.7260 11815.0000
16 642.202 92.021 -5.56 0 5.5600 13900.0000
17 636.642 92.021 -5.56 0 5.5600 13900.0000
18 630.525 92.021 -6.117 0 6.1170 15292.5000
19 625.243 92.021 -5.282 0 5.2820 13205.0000
20 620.239 91.743 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
21 615.235 92.021 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
22 609.397 92.021 -5.838 0 5.8380 14595.0000
23 604.115 92.299 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
24 598.832 92.021 -5.283 -0.278 5.2903 13225.7734
25 593.55 92.021 -5.282 0 5.2820 13205.0000
Promedio 13075.8161
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Tabla A. 10

Particula 10 Estado Seccidn fps Periodo [t]
Abierto A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 705.588 104.532
2 699.472 104.532 -6.116 0 6.1160 15290.0000
3 693.634 104.532 -5.838 0 5.8380 14595.0000
4 686.683 104.532 -6.951 0 6.9510 17377.5000
5 681.123 104.81 -5.56 0.278 5.5669 13917.3642
6 675.007 104.254 -6.116 -0.556 6.1412 15353.0518
7 668.335 104.532 -6.672 0.278 6.6778 16694.4729
8 661.662 104.254 -6.673 -0.278 6.6788 16696.9707
9 656.102 104.254 -5.56 0 5.5600 13900.0000
10 649.708 104.254 -6.394 0 6.3940 15985.0000
11 643.592 104.254 -6.116 0 6.1160 15290.0000
12 637.198 104.254 -6.394 0 6.3940 15985.0000
13 630.247 104.254 -6.951 0 6.9510 17377.5000
14 624.409 104.254 -5.838 0 5.8380 14595.0000
15 618.015 104.254 -6.394 0 6.3940 15985.0000
16 611.899 104.254 -6.116 0 6.1160 15290.0000
17 605.505 104.254 -6.394 0 6.3940 15985.0000
18 600.222 104.254 -5.283 0 5.2830 13207.5000
19 593.272 104.254 -6.95 0 6.9500 17375.0000
20 587.434 104.254 -5.838 0 5.8380 14595.0000
21 581.596 104.532 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
22 575.48 104.254 -6.116 -0.278 6.1223 15305.7873
23 568.807 104.254 -6.673 0 6.6730 16682.5000
24 563.247 103.976 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
25 556.853 104.532 -6.394 0.556 6.4181 16045.3210
Promedio 15502.3696
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Tablas A.11 — A.20: Estado abierto — Seccion B

Tabla A. 11
Particula 1 Estado Seccidn fps Periodo [t]
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]

1 346.122 95.357
2 341.674 95.079 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
3 335.835 95.357 -5.839 0.278 5.8456 14614.0354
4 330.831 95.357 -5.004 0 5.0040 12510.0000
5 326.383 95.357 -4.448 0 4.4480 11120.0000
6 320.267 95.357 -6.116 0 6.1160 15290.0000
7 314.707 95.079 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
8 308.59 95.357 -6.117 0.278 6.1233 15308.2847
9 304.142 95.357 -4.448 0 4.4480 11120.0000
10 299.138 95.079 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
11 292.188 95.079 -6.95 0 6.9500 17375.0000
12 286.628 94.801 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
13 279.121 95.079 -7.507 0.278 7.5121 18780.3642
14 274.395 95.079 -4.726 0 4.7260 11815.0000
15 270.225 95.079 -4.17 0 4.1700 10425.0000
16 263.275 94.801 -6.95 -0.278 6.9556 17388.8944
17 259.105 95.357 -4.17 0.556 4.2069 10517.2584
18 253.545 94.801 -5.56 -0.556 5.5877 13969.3271
19 247.706 95.079 -5.839 0.278 5.8456 14614.0354
20 241.868 95.357 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
21 235.752 95.079 -6.116 -0.278 6.1223 15305.7873
22 230.748 95.357 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
23 224.076 95.357 -6.672 0 6.6720 16680.0000
24 218.793 95.635 -5.283 0.278 5.2903 13225.7734
25 213.511 95.079 -5.282 -0.556 5.3112 13277.9564

Promedio 13832.6359
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Tabla A. 12

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 2
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 312.761 120.1
2 308.312 120.378 -4.449 0.278 4.4577 11144.1927
3 303.864 120.1 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
4 299.972 120.1 -3.892 0 3.8920 9730.0000
5 296.08 120.378 -3.892 0.278 3.9019 9754.7898
6 291.91 120.1 -4.17 -0.278 4.1793 10448.1410
7 288.852 120.378 -3.058 0.278 3.0706 7676.5259
8 284.96 120.378 -3.892 0 3.8920 9730.0000
9 279.956 120.656 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
10 274.951 120.656 -5.005 0 5.0050 12512.5000
11 271.615 120.378 -3.336 -0.278 3.3476 8368.9082
12 268.279 120.1 -3.336 -0.278 3.3476 8368.9082
13 262.997 119.822 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
14 259.105 120.1 -3.892 0.278 3.9019 9754.7898
15 255.491 120.1 -3.614 0 3.6140 9035.0000
16 250.765 120.656 -4.726 0.556 4.7586 11896.4837
17 248.262 120.656 -2.503 0 2.5030 6257.5000
18 244.37 120.656 -3.892 0 3.8920 9730.0000
19 240.756 120.378 -3.614 -0.278 3.6247 9061.6913
20 236.308 120.1 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
21 232.138 120.378 -4.17 0.278 4.1793 10448.1410
22 228.802 120.656 -3.336 0.278 3.3476 8368.9082
23 225.188 120.656 -3.614 0 3.6140 9035.0000
24 221.574 120.378 -3.614 -0.278 3.6247 9061.6913
25 217.959 120.378 -3.615 0 3.6150 9037.5000
Promedio 9894.0264
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Tabla A. 13

) Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 3
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 325.827 110.926
2 319.989 110.926 -5.838 0 5.8380 14595.0000
3 314.707 110.926 -5.282 0 5.2820 13205.0000
4 307.756 111.204 -6.951 0.278 6.9566 17391.3924
5 302.752 111.204 -5.004 0 5.0040 12510.0000
6 296.914 110.926 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
7 291.91 111.204 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
8 285.238 111.204 -6.672 0 6.6720 16680.0000
9 278.287 111.482 -6.951 0.278 6.9566 17391.3924
10 272.449 111.204 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
11 266.611 111.482 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
12 260.217 112.038 -6.394 0.556 6.4181 16045.3210
13 255.491 111.482 -4.726 -0.556 4.7586 11896.4837
14 248.54 111.482 -6.951 0 6.9510 17377.5000
15 242.702 111.76 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
16 236.308 111.482 -6.394 -0.278 6.4000 16000.1016
17 230.192 111.76 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
18 225.188 111.76 -5.004 0 5.0040 12510.0000
19 219.349 111.76 -5.839 0 5.8390 14597.5000
20 213.789 110.926 -5.56 -0.834 5.6222 14055.5051
21 206.283 111.76 -7.506 0.834 7.5522 18880.4780
22 201.279 111.76 -5.004 0 5.0040 12510.0000
23 195.163 112.038 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
24 189.602 112.038 -5.561 0 5.5610 13902.5000
25 184.876 112.316 -4.726 0.278 4.7342 11835.4235
Promedio 14707.1090

73




Tabla A. 14

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 4
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 365.582 107.59
2 361.69 107.312 -3.892 -0.278 3.9019 9754.7898
3 356.686 107.034 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
4 352.516 106.756 -4.17 -0.278 4.1793 10448.1410
5 348.902 107.034 -3.614 0.278 3.6247 9061.6913
6 345.01 106.756 -3.892 -0.278 3.9019 9754.7898
7 341.396 106.756 -3.614 0 3.6140 9035.0000
8 335.557 107.034 -5.839 0.278 5.8456 14614.0354
9 330.275 106.756 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
10 325.827 106.756 -4.448 0 4.4480 11120.0000
11 319.711 107.034 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
12 315.263 106.756 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
13 309.703 107.312 -5.56 0.556 5.5877 13969.3271
14 305.81 107.034 -3.893 -0.278 3.9029 9757.2835
15 302.752 107.034 -3.058 0 3.0580 7645.0000
16 297.748 107.034 -5.004 0 5.0040 12510.0000
17 293.3 107.59 -4.448 0.556 4.4826 11206.5383
18 286.906 107.312 -6.394 -0.278 6.4000 16000.1016
19 282.736 106.756 -4.17 -0.556 4.2069 10517.2584
20 279.678 107.034 -3.058 0.278 3.0706 7676.5259
21 275.229 107.312 -4.449 0.278 4.4577 11144.1927
22 269.669 107.034 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
23 264.665 107.312 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
24 259.939 107.034 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
25 255.769 107.312 -4.17 0.278 4.1793 10448.1410
Promedio 11464.3728
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Tabla A. 15

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 5
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 335.835 96.747
2 330.553 96.747 -5.282 0 5.2820 13205.0000
3 325.271 96.747 -5.282 0 5.2820 13205.0000
4 318.599 96.469 -6.672 -0.278 6.6778 16694.4729
5 313.595 96.469 -5.004 0 5.0040 12510.0000
6 307.2 96.469 -6.395 0 6.3950 15987.5000
7 302.196 96.469 -5.004 0 5.0040 12510.0000
8 295.802 96.469 -6.394 0 6.3940 15985.0000
9 290.242 96.191 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
10 283.848 96.469 -6.394 0.278 6.4000 16000.1016
11 278.565 96.191 -5.283 -0.278 5.2903 13225.7734
12 273.005 96.469 -5.56 0.278 5.5669 13917.3642
13 266.333 96.191 -6.672 -0.278 6.6778 16694.4729
14 260.217 96.191 -6.116 0 6.1160 15290.0000
15 255.213 96.191 -5.004 0 5.0040 12510.0000
16 248.54 96.191 -6.673 0 6.6730 16682.5000
17 243.536 95.913 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
18 237.698 96.191 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
19 232.138 95.913 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
20 227.134 96.191 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
21 221.296 95.913 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
22 215.735 96.191 -5.561 0.278 5.5679 13919.8610
23 209.063 95.913 -6.672 -0.278 6.6778 16694.4729
24 204.337 96.191 -4.726 0.278 4.7342 11835.4235
25 199.889 96.191 -4.448 0 4.4480 11120.0000
Promedio 14170.9720
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Tabla A. 16

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 6
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 271.059 114.262
2 266.055 114.262 -5.004 0 5.0040 12510.0000
3 260.773 114.262 -5.282 0 5.2820 13205.0000
4 254.935 114.262 -5.838 0 5.8380 14595.0000
5 249.93 114.262 -5.005 0 5.0050 12512.5000
6 243.536 114.262 -6.394 0 6.3940 15985.0000
7 238.532 114.262 -5.004 0 5.0040 12510.0000
8 233.528 114.262 -5.004 0 5.0040 12510.0000
9 227.412 114.54 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
10 221.574 114.262 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
11 215.179 114.262 -6.395 0 6.3950 15987.5000
12 210.175 114.262 -5.004 0 5.0040 12510.0000
13 204.337 114.262 -5.838 0 5.8380 14595.0000
14 199.055 114.262 -5.282 0 5.2820 13205.0000
15 193.217 114.262 -5.838 0 5.8380 14595.0000
16 187.656 113.984 -5.561 -0.278 5.5679 13919.8610
17 181.262 114.262 -6.394 0.278 6.4000 16000.1016
18 175.424 114.54 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
19 169.864 114.262 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
20 163.748 114.54 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
21 158.187 114.262 -5.561 -0.278 5.5679 13919.8610
22 153.739 114.262 -4.448 0 4.4480 11120.0000
23 147.067 114.262 -6.672 0 6.6720 16680.0000
24 141.229 114.54 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
25 136.225 114.54 -5.004 0 5.0040 12510.0000
Promedio 14051.3907
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Tabla A. 17

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 7
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 260.217 109.536
2 255.213 109.536 -5.004 0 5.0040 12510.0000
3 249.096 109.258 -6.117 -0.278 6.1233 15308.2847
4 244.37 109.536 -4.726 0.278 4.7342 11835.4235
5 239.366 109.258 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
6 233.528 108.98 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
7 228.524 109.258 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
8 222.964 109.258 -5.56 0 5.5600 13900.0000
9 217.959 108.98 -5.005 -0.278 5.0127 12531.7868
10 211.565 108.702 -6.394 -0.278 6.4000 16000.1016
11 205.727 108.98 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
12 200.723 108.98 -5.004 0 5.0040 12510.0000
13 194.607 108.98 -6.116 0 6.1160 15290.0000
14 188.768 108.98 -5.839 0 5.8390 14597.5000
15 184.042 108.98 -4.726 0 4.7260 11815.0000
16 178.76 109.258 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
17 173.478 108.98 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
18 168.474 108.98 -5.004 0 5.0040 12510.0000
19 163.748 109.258 -4.726 0.278 4.7342 11835.4235
20 158.465 109.258 -5.283 0 5.2830 13207.5000
21 153.183 109.536 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
22 147.901 109.536 -5.282 0 5.2820 13205.0000
23 142.897 109.258 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
24 137.615 109.258 -5.282 0 5.2820 13205.0000
25 132.611 109.258 -5.004 0 5.0040 12510.0000
Promedio 13302.1583
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Tabla A. 18

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 8
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 193.773 101.751
2 189.324 101.751 -4.449 0 4.4490 11122.5000
3 184.042 101.473 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
4 178.204 102.029 -5.838 0.556 5.8644 14661.0411
5 173.478 101.751 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
6 167.918 102.307 -5.56 0.556 5.5877 13969.3271
7 162.636 102.029 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
8 156.519 102.029 -6.117 0 6.1170 15292.5000
9 150.681 102.029 -5.838 0 5.8380 14595.0000
10 145.399 102.307 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
11 139.561 102.307 -5.838 0 5.8380 14595.0000
12 134.279 102.307 -5.282 0 5.2820 13205.0000
13 128.44 102.863 -5.839 0.556 5.8654 14663.5298
14 122.602 103.142 -5.838 0.279 5.8447 14611.6574
15 117.598 102.863 -5.004 -0.279 5.0118 12529.4296
16 112.594 102.863 -5.004 0 5.0040 12510.0000
17 105.644 102.863 -6.95 0 6.9500 17375.0000
18 98.693 102.863 -6.951 0 6.9510 17377.5000
19 93.689 102.863 -5.004 0 5.0040 12510.0000
20 88.129 102.585 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
21 82.013 103.142 -6.116 0.557 6.1413 15353.2784
22 76.453 102.863 -5.56 -0.279 5.5670 13917.4892
23 70.614 102.863 -5.839 0 5.8390 14597.5000
24 65.61 102.863 -5.004 0 5.0040 12510.0000
25 60.05 103.142 -5.56 0.279 5.5670 13917.4892
Promedio 13947.3275
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Tabla A. 19

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 9
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 319.989 117.042
2 315.819 116.764 -4.17 -0.278 4.1793 10448.1410
3 310.815 117.042 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
4 305.81 116.764 -5.005 -0.278 5.0127 12531.7868
5 300.806 117.042 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
6 295.246 117.32 -5.56 0.278 5.5669 13917.3642
7 290.52 117.32 -4.726 0 4.7260 11815.0000
8 285.794 117.32 -4.726 0 4.7260 11815.0000
9 280.79 117.042 -5.004 -0.278 5.0117 12529.2907
10 274.951 117.042 -5.839 0 5.8390 14597.5000
11 268.835 117.32 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
12 262.997 117.042 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
13 257.993 117.32 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
14 252.433 117.042 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
15 246.594 117.042 -5.839 0 5.8390 14597.5000
16 241.034 117.042 -5.56 0 5.5600 13900.0000
17 235.474 117.042 -5.56 0 5.5600 13900.0000
18 230.192 117.32 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
19 224.632 117.042 -5.56 -0.278 5.5669 13917.3642
20 219.071 117.598 -5.561 0.556 5.5887 13971.8147
21 214.623 117.598 -4.448 0 4.4480 11120.0000
22 209.063 117.598 -5.56 0 5.5600 13900.0000
23 204.059 117.598 -5.004 0 5.0040 12510.0000
24 199.055 117.598 -5.004 0 5.0040 12510.0000
25 193.773 117.598 -5.282 0 5.2820 13205.0000
Promedio 13159.6500
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Tabla A. 20

Particula 10 Estado Seccidn fps Periodo [t]
Abierto B 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 306.922 117.598
2 302.196 117.598 -4.726 0 4.7260 11815.0000
3 295.802 117.598 -6.394 0 6.3940 15985.0000
4 291.632 117.876 -4.17 0.278 4.1793 10448.1410
5 286.35 118.154 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
6 280.234 118.154 -6.116 0 6.1160 15290.0000
7 274.395 118.154 -5.839 0 5.8390 14597.5000
8 268.279 118.432 -6.116 0.278 6.1223 15305.7873
9 262.441 118.432 -5.838 0 5.8380 14595.0000
10 256.603 118.71 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
11 251.321 118.432 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
12 245.482 118.71 -5.839 0.278 5.8456 14614.0354
13 240.478 118.988 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
14 234.362 118.988 -6.116 0 6.1160 15290.0000
15 228.524 118.988 -5.838 0 5.8380 14595.0000
16 222.686 119.266 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
17 217.125 118.988 -5.561 -0.278 5.5679 13919.8610
18 211.287 118.988 -5.838 0 5.8380 14595.0000
19 205.171 118.71 -6.116 -0.278 6.1223 15305.7873
20 199.889 118.71 -5.282 0 5.2820 13205.0000
21 194.885 118.71 -5.004 0 5.0040 12510.0000
22 190.158 118.71 -4.727 0 4.7270 11817.5000
23 184.876 118.988 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
24 179.872 118.988 -5.004 0 5.0040 12510.0000
25 174.034 118.71 -5.838 -0.278 5.8446 14611.5382
Promedio 13851.3478
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Tablas A.21 — A.25: Estado abierto — Seccion C

Tabla A. 21
) Estado Seccidn fps Periodo [t] 30 cuadros
Particula 1
Abierto C 2500 0.0004 0.012
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]

1 273.005 318.599
2 271.059 320.267 -1.946 1.668 2.5630 213.5861
3 268.835 322.213 -2.224 1.946 2.9552 246.2650
4 266.611 324,993 -2.224 2.78 3.5601 296.6781
5 264.387 326.383 -2.224 1.39 2.6226 218.5539
6 262.441 328.607 -1.946 2.224 2.9552 246.2650
7 260.217 331.387 -2.224 2.78 3.5601 296.6781
8 257.993 333.611 -2.224 2.224 3.1452 262.1009
9 256.047 335.557 -1.946 1.946 2.7521 229.3383
10 253.267 338.337 -2.78 2.78 3.9315 327.6261
11 251.599 340.006 -1.668 1.669 2.3596 196.6346
12 250.209 341.952 -1.39 1.946 2.3914 199.2872
13 247.15 344,732 -3.059 2.78 4.1335 344.4589
14 244,926 346.678 -2.224 1.946 2.9552 246.2650
15 243.258 348.346 -1.668 1.668 2.3589 196.5757
16 241.034 350.57 -2.224 2.224 3.1452 262.1009
17 238.254 353.628 -2.78 3.058 4.1328 344.3973
18 236.586 355.018 -1.668 1.39 2.1712 180.9375
19 234.084 357.52 -2.502 2.502 3.5384 294.8635
20 232.138 359.744 -1.946 2.224 2.9552 246.2650
21 229.914 361.69 -2.224 1.946 2.9552 246.2650
22 227.968 363.914 -1.946 2.224 2.9552 246.2650
23 225.466 366.138 -2.502 2.224 3.3476 278.9636
24 223.52 368.363 -1.946 2.225 2.9559 246.3278
25 221.296 370.587 -2.224 2.224 3.1452 262.1009

Promedio 255.3667
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Tabla A. 22

) Estado Seccidn fps Periodo [t] 30 cuadros
Particula 2
Abierto C 2500 0.0004 0.012
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 314.429 303.03
2 311.093 305.532 -3.336 2.502 4.1700 347.5000
3 307.756 307.756 -3.337 2.224 4.0102 334.1838
4 306.088 309.981 -1.668 2.225 2.7808 231.7333
5 303.03 312.761 -3.058 2.78 4.1328 344.3973
6 299.972 315.541 -3.058 2.78 4.1328 344.3973
7 297.748 317.765 -2.224 2.224 3.1452 262.1009
8 296.08 320.545 -1.668 2.78 3.2420 270.1674
9 293.856 322.769 -2.224 2.224 3.1452 262.1009
10 291.076 326.105 -2.78 3.336 4.3425 361.8749
11 287.74 328.885 -3.336 2.78 4.3425 361.8749
12 286.072 330.831 -1.668 1.946 2.5630 213.5861
13 283.57 333.889 -2.502 3.058 3.9511 329.2602
14 281.068 336.113 -2.502 2.224 3.3476 278.9636
15 278.009 339.172 -3.059 3.059 4.3261 360.5066
16 274.951 342.786 -3.058 3.614 4.7342 394.5141
17 272.449 345.566 -2.502 2.78 3.7401 311.6756
18 269.947 347.512 -2.502 1.946 3.1697 264.1406
19 267.723 349.736 -2.224 2.224 3.1452 262.1009
20 264.387 352.516 -3.336 2.78 4.3425 361.8749
21 262.441 354.462 -1.946 1.946 2.7521 229.3383
22 260.495 356.686 -1.946 2.224 2.9552 246.2650
23 257.715 359.466 -2.78 2.78 3.9315 327.6261
24 256.047 360.856 -1.668 1.39 2.1712 180.9375
25 254.101 362.802 -1.946 1.946 2.7521 229.3383
Promedio 296.2691
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Tabla A. 23

, Estado Seccidn fps Periodo [t] 30 cuadros
Particula 3
Abierto C 2500 0.0004 0.012
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 316.097 289.408
2 314.429 290.867 -1.668 1.459 2.2161 184.6713
3 312.761 292.744 -1.668 1.877 2.5110 209.2538
4 311.093 294.829 -1.668 2.085 2.6701 222.5086
5 309.425 296.914 -1.668 2.085 2.6701 222.5086
6 307.131 298.999 -2.294 2.085 3.0999 258.3288
7 304.629 301.084 -2.502 2.085 3.2569 271.4062
8 302.961 302.752 -1.668 1.668 2.3589 196.5757
9 301.084 304.42 -1.877 1.668 2.5110 209.2538
10 299.625 306.088 -1.459 1.668 2.2161 184.6713
11 297.748 307.756 -1.877 1.668 2.5110 209.2538
12 296.08 309.633 -1.668 1.877 2.5110 209.2538
13 294.412 311.301 -1.668 1.668 2.3589 196.5757
14 292.744 312.761 -1.668 1.46 2.2167 184.7262
15 291.493 314.22 -1.251 1.459 1.9219 160.1580
16 289.825 315.888 -1.668 1.668 2.3589 196.5757
17 288.157 317.348 -1.668 1.46 2.2167 184.7262
18 286.697 319.016 -1.46 1.668 2.2167 184.7262
19 284.821 320.892 -1.876 1.876 2.6531 221.0887
20 282.944 323.812 -1.877 2.92 3.4712 289.2703
21 281.276 325.897 -1.668 2.085 2.6701 222.5086
22 279.817 327.565 -1.459 1.668 2.2161 184.6713
23 278.148 329.233 -1.669 1.668 2.3596 196.6346
24 276.063 331.109 -2.085 1.876 2.8047 233.7288
25 274.395 332.986 -1.668 1.877 2.5110 209.2538
Promedio 210.0971
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Tabla A. 24

, Estado Seccidn fps Periodo [t] 30 cuadros
Particula 4
Abierto C 2500 0.0004 0.012
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 317.765 297.54
2 316.097 299.833 -1.668 2.293 2.8355 236.2919
3 314.429 302.752 -1.668 2.919 3.3620 280.1635
4 311.51 304.629 -2.919 1.877 3.4704 289.2002
5 309.633 306.505 -1.877 1.876 2.6538 221.1477
6 307.756 308.173 -1.877 1.668 2.5110 209.2538
7 304.212 311.093 -3.544 2.92 4.5920 382.6655
8 302.544 313.595 -1.668 2.502 3.0070 250.5858
9 299.833 315.888 -2.711 2.293 3.5507 295.8905
10 297.331 318.807 -2.502 2.919 3.8446 320.3792
11 296.08 320.892 -1.251 2.085 2.4315 202.6256
12 292.952 323.603 -3.128 2.711 4.1393 344.9427
13 291.284 326.105 -1.668 2.502 3.0070 250.5858
14 289.199 328.399 -2.085 2.294 3.0999 258.3288
15 286.697 330.067 -2.502 1.668 3.0070 250.5858
16 284.821 332.777 -1.876 2.71 3.2960 274.6649
17 282.736 334.862 -2.085 2.085 2.9486 245.7196
18 281.485 336.322 -1.251 1.46 1.9227 160.2212
19 277.94 339.241 -3.545 2.919 4.5921 382.6768
20 275.855 341.743 -2.085 2.502 3.2569 271.4062
21 273.144 344.454 -2.711 2.711 3.8339 319.4944
22 271.268 345.913 -1.876 1.459 2.3766 198.0470
23 269.391 347.998 -1.877 2.085 2.8054 233.7846
24 266.681 350.292 -2.71 2.294 3.5506 295.8807
25 264.595 353.003 -2.086 2.711 3.4207 285.0550
Promedio 269.1499
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Tabla A. 25

, Estado Seccidn fps Periodo [t] 30 cuadros
Particula 5
Abierto C 2500 0.0004 0.012
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 337.156 254.379
2 335.071 256.047 -2.085 1.668 2.6701 222.5086
3 333.403 257.923 -1.668 1.876 2.5103 209.1916
4 332.569 259.174 -0.834 1.251 1.5035 125.2929
5 331.735 261.051 -0.834 1.877 2.0539 171.1620
6 330.275 262.927 -1.46 1.876 2.3772 198.0982
7 328.607 264.595 -1.668 1.668 2.3589 196.5757
8 326.939 265.847 -1.668 1.252 2.0856 173.8000
9 325.897 266.889 -1.042 1.042 1.4736 122.8009
10 324.854 267.932 -1.043 1.043 1.4750 122.9187
11 323.603 269.391 -1.251 1.459 1.9219 160.1580
12 322.143 270.851 -1.46 1.46 2.0648 172.0627
13 321.101 272.102 -1.042 1.251 1.6281 135.6764
14 319.641 273.77 -1.46 1.668 2.2167 184.7262
15 318.182 275.229 -1.459 1.459 2.0633 171.9448
16 316.931 276.48 -1.251 1.251 1.7692 147.4318
17 315.68 278.148 -1.251 1.668 2.0850 173.7500
18 314.637 279.608 -1.043 1.46 1.7943 149.5235
19 312.969 280.651 -1.668 1.043 1.9673 163.9375
20 311.927 282.11 -1.042 1.459 1.7929 149.4073
21 310.467 283.153 -1.46 1.043 1.7943 149.5235
22 309.425 284.612 -1.042 1.459 1.7929 149.4073
23 307.756 286.072 -1.669 1.46 2.2175 184.7889
24 306.505 287.74 -1.251 1.668 2.0850 173.7500
25 305.254 289.199 -1.251 1.459 1.9219 160.1580
Promedio 165.3581
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Tablas A.26 — A.35: Estado cerrado — Seccion A

Tabla A. 26
Particula 1 Estado Seccion fps Periodo [t]
Cerrado A 2500 0.0004
Posicidn X % Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]

1 743.536 75.48
2 737.698 75.48 -5.838 0 5.8380 14595.0000
3 731.443 75.48 -6.255 0 6.2550 15637.5000
4 724.771 75.48 -6.672 0 6.6720 16680.0000
5 719.349 75.48 -5.422 0 5.4220 13555.0000
6 713.928 75.48 -5.421 0 5.4210 13552.5000
7 707.673 75.48 -6.255 0 6.2550 15637.5000
8 701.418 75.48 -6.255 0 6.2550 15637.5000
9 695.58 75.48 -5.838 0 5.8380 14595.0000
10 689.741 75.48 -5.839 0 5.8390 14597.5000
11 684.737 75.48 -5.004 0 5.0040 12510.0000
12 679.316 75.48 -5.421 0 5.4210 13552.5000
13 672.644 75.48 -6.672 0 6.6720 16680.0000
14 666.806 75.48 -5.838 0 5.8380 14595.0000
15 661.384 75.48 -5.422 0 5.4220 13555.0000
16 655.129 75.48 -6.255 0 6.2550 15637.5000
17 650.125 75.48 -5.004 0 5.0040 12510.0000
18 644.704 75.48 -5.421 0 5.4210 13552.5000
19 639.283 75.48 -5.421 0 5.4210 13552.5000
20 633.862 75.48 -5.421 0 5.4210 13552.5000
21 628.023 75.48 -5.839 0 5.8390 14597.5000
22 622.185 75.48 -5.838 0 5.8380 14595.0000
23 616.764 75.48 -5.421 0 5.4210 13552.5000
24 611.76 75.48 -5.004 0 5.0040 12510.0000
25 604.671 75.48 -7.089 0 7.0890 17722.5000

Promedio 14465.1042
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Tabla A. 27

Particula 2 Estado Seccion fps Periodo [t]
Cerrado A 2500 0.0004
Posicidn X v Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 737.281 75.897
2 731.721 75.897 -5.56 0 5.5600 13900.0000
3 725.049 75.897 -6.672 0 6.6720 16680.0000
4 719.766 75.897 -5.283 0 5.2830 13207.5000
5 714.206 75.897 -5.56 0 5.5600 13900.0000
6 708.368 75.897 -5.838 0 5.8380 14595.0000
7 701.696 75.897 -6.672 0 6.6720 16680.0000
8 696.414 75.897 -5.282 0 5.2820 13205.0000
9 690.575 75.897 -5.839 0 5.8390 14597.5000
10 685.293 75.897 -5.282 0 5.2820 13205.0000
11 680.289 75.897 -5.004 0 5.0040 12510.0000
12 673.061 75.897 -7.228 0 7.2280 18070.0000
13 667.223 75.897 -5.838 0 5.8380 14595.0000
14 661.662 75.897 -5.561 0 5.5610 13902.5000
15 655.546 75.897 -6.116 0 6.1160 15290.0000
16 651.098 76.175 -4.448 0.278 4.4567 11141.6976
17 645.26 76.175 -5.838 0 5.8380 14595.0000
18 638.31 76.175 -6.95 0 6.9500 17375.0000
19 632.75 76.175 -5.56 0 5.5600 13900.0000
20 627.189 76.175 -5.561 0 5.5610 13902.5000
21 623.019 76.175 -4.17 0 4.1700 10425.0000
22 617.459 76.175 -5.56 0 5.5600 13900.0000
23 613.011 76.175 -4.448 0 4.4480 11120.0000
24 604.949 76.453 -8.062 0.278 8.0668 20166.9792
25 598.276 76.453 -6.673 0 6.6730 16682.5000
Promedio 14481.0907

87




Tabla A. 28

Particula 3 Estado Seccion fps Periodo [t]
Cerrado A 2500 0.0004
Posicidn X v Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 730.609 57.131
2 726.856 57.131 -3.753 0 3.7530 9382.5000
3 722.269 56.992 -4.587 -0.139 4.5891 11472.7639
4 717.264 56.714 -5.005 -0.278 5.0127 12531.7868
5 712.538 56.714 -4.726 0 4.7260 11815.0000
6 708.646 56.992 -3.892 0.278 3.9019 9754.7898
7 704.198 56.714 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
8 698.916 56.714 -5.282 0 5.2820 13205.0000
9 694.468 56.714 -4.448 0 4.4480 11120.0000
10 691.132 56.714 -3.336 0 3.3360 8340.0000
11 686.683 56.992 -4.449 0.278 4.4577 11144.1927
12 681.401 56.714 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
13 677.231 56.714 -4.17 0 4.1700 10425.0000
14 672.227 56.992 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
15 666.945 56.714 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
16 661.662 56.714 -5.283 0 5.2830 13207.5000
17 657.77 56.714 -3.892 0 3.8920 9730.0000
18 654.156 56.714 -3.614 0 3.6140 9035.0000
19 648.874 56.714 -5.282 0 5.2820 13205.0000
20 643.87 56.714 -5.004 0 5.0040 12510.0000
21 639.978 56.436 -3.892 -0.278 3.9019 9754.7898
22 634.696 56.436 -5.282 0 5.2820 13205.0000
23 630.803 56.436 -3.893 0 3.8930 9732.5000
24 626.911 56.714 -3.892 0.278 3.9019 9754.7898
25 623.575 56.992 -3.336 0.278 3.3476 8368.9082
Promedio 11158.8360

88




Tabla A. 29

Particula 4 Estado Seccion fps Periodo [t]
Cerrado A 2500 0.0004
Posicidn X v Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 711.704 97.303
2 706.144 97.303 -5.56 0 5.5600 13900.0000
3 701.974 97.303 -4.17 0 4.1700 10425.0000
4 698.082 97.581 -3.892 0.278 3.9019 9754.7898
5 693.078 97.859 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
6 687.517 97.581 -5.561 -0.278 5.5679 13919.8610
7 682.235 97.581 -5.282 0 5.2820 13205.0000
8 677.231 97.859 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
9 673.339 97.581 -3.892 -0.278 3.9019 9754.7898
10 668.335 97.581 -5.004 0 5.0040 12510.0000
11 663.887 97.859 -4.448 0.278 4.4567 11141.6976
12 659.438 97.581 -4.449 -0.278 4.4577 11144.1927
13 654.434 97.581 -5.004 0 5.0040 12510.0000
14 648.874 97.581 -5.56 0 5.5600 13900.0000
15 643.87 97.581 -5.004 0 5.0040 12510.0000
16 638.866 97.581 -5.004 0 5.0040 12510.0000
17 633.584 97.859 -5.282 0.278 5.2893 13223.2768
18 628.579 97.581 -5.005 -0.278 5.0127 12531.7868
19 622.463 97.581 -6.116 0 6.1160 15290.0000
20 617.737 97.581 -4.726 0 4.7260 11815.0000
21 613.011 97.581 -4.726 0 4.7260 11815.0000
22 608.007 97.581 -5.004 0 5.0040 12510.0000
23 602.446 97.581 -5.561 0 5.5610 13902.5000
24 596.052 97.581 -6.394 0 6.3940 15985.0000
25 591.048 97.581 -5.004 0 5.0040 12510.0000
Promedio 12576.1032

89




Tabla A. 30

, Estado Seccion fps Periodo [t]
Particula 5
Cerrado A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 755.908 90.909
2 749.791 90.631 -6.117 -0.278 6.1233 15308.2847
3 743.953 90.909 -5.838 0.278 5.8446 14611.5382
4 738.949 90.909 -5.004 0 5.0040 12510.0000
5 733.945 90.909 -5.004 0 5.0040 12510.0000
6 727.551 90.909 -6.394 0 6.3940 15985.0000
7 721.991 90.909 -5.56 0 5.5600 13900.0000
8 716.986 90.909 -5.005 0 5.0050 12512.5000
9 711.426 90.909 -5.56 0 5.5600 13900.0000
10 705.31 90.909 -6.116 0 6.1160 15290.0000
11 700.306 90.909 -5.004 0 5.0040 12510.0000
12 694.19 90.909 -6.116 0 6.1160 15290.0000
13 688.629 90.909 -5.561 0 5.5610 13902.5000
14 683.069 90.909 -5.56 0 5.5600 13900.0000
15 678.621 90.909 -4.448 0 4.4480 11120.0000
16 673.617 90.909 -5.004 0 5.0040 12510.0000
17 667.501 90.909 -6.116 0 6.1160 15290.0000
18 662.219 90.909 -5.282 0 5.2820 13205.0000
19 657.214 90.909 -5.005 0 5.0050 12512.5000
20 651.932 90.631 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
21 646.094 90.631 -5.838 0 5.8380 14595.0000
22 640.534 90.631 -5.56 0 5.5600 13900.0000
23 634.696 90.631 -5.838 0 5.8380 14595.0000
24 629.969 90.631 -4.727 0 4.7270 11817.5000
25 624.965 90.631 -5.004 0 5.0040 12510.0000
Promedio 13642.0042
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Tabla A. 31

, Estado Seccion fps Periodo [t]
Particula 6
Cerrado A 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 740.339 87.851
2 735.891 87.851 -4.448 0 4.4480 11120.0000
3 730.609 87.573 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
4 726.439 87.851 -4.17 0.278 4.1793 10448.1410
5 721.713 87.573 -4.726 -0.278 4.7342 11835.4235
6 715.874 87.851 -5.839 0.278 5.8456 14614.0354
7 710.592 87.573 -5.282 -0.278 5.2893 13223.2768
8 704.476 87.573 -6.116 0 6.1160 15290.0000
9 700.028 87.573 -4.448 0 4.4480 11120.0000
10 693.912 87.573 -6.116 0 6.1160 15290.0000
11 689.741 87.573 -4.171 0 4.1710 10427.5000
12 683.625 87.573 -6.116 0 6.1160 15290.0000
13 677.787 87.573 -5.838 0 5.8380 14595.0000
14 672.227 87.573 -5.56 0 5.5600 13900.0000
15 667.779 87.573 -4.448 0 4.4480 11120.0000
16 662.497 87.573 -5.282 0 5.2820 13205.0000
17 658.326 87.573 -4.171 0 4.1710 10427.5000
18 654.434 87.573 -3.892 0 3.8920 9730.0000
19 650.264 87.573 -4.17 0 4.1700 10425.0000
20 644.704 87.573 -5.56 0 5.5600 13900.0000
21 639.7 87.573 -5.004 0 5.0040 12510.0000
22 633.306 87.573 -6.394 0 6.3940 15985.0000
23 628.301 87.573 -5.005 0 5.0050 12512.5000
24 623.575 87.573 -4.726 0 4.7260 11815.0000
25 617.737 87.573 -5.838 0 5.8380 14595.0000
Promedio 12775.0689
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Tabla A. 32

Particula 7 Estado Seccion fps Periodo [t]
Cerrado A 2500 0.0004
Posicidn X v Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 733.945 80.623
2 730.887 80.623 -3.058 0 3.0580 7645.0000
3 727.273 80.901 -3.614 0.278 3.6247 9061.6913
4 722.547 80.901 -4.726 0 4.7260 11815.0000
5 716.708 80.901 -5.839 0 5.8390 14597.5000
6 713.372 80.901 -3.336 0 3.3360 8340.0000
7 709.758 81.179 -3.614 0.278 3.6247 9061.6913
8 706.144 80.901 -3.614 -0.278 3.6247 9061.6913
9 702.808 80.901 -3.336 0 3.3360 8340.0000
10 698.36 80.901 -4.448 0 4.4480 11120.0000
11 694.746 80.901 -3.614 0 3.6140 9035.0000
12 691.132 80.901 -3.614 0 3.6140 9035.0000
13 686.683 80.901 -4.449 0 4.4490 11122.5000
14 682.235 80.901 -4.448 0 4.4480 11120.0000
15 678.343 80.901 -3.892 0 3.8920 9730.0000
16 674.729 80.901 -3.614 0 3.6140 9035.0000
17 670.281 81.179 -4.448 0.278 4.4567 11141.6976
18 665.833 80.901 -4.448 -0.278 4.4567 11141.6976
19 661.941 80.901 -3.892 0 3.8920 9730.0000
20 657.77 81.179 -4.171 0.278 4.1803 10450.6354
21 653.6 80.901 -4.17 -0.278 4.1793 10448.1410
22 649.986 80.623 -3.614 -0.278 3.6247 9061.6913
23 646.65 80.623 -3.336 0 3.3360 8340.0000
24 640.812 80.623 -5.838 0 5.8380 14595.0000
25 636.364 80.901 -4.448 0.278 4.4567 11141.6976
Promedio 10173.7764
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Tabla A. 33

Particula 8 Estado Seccion fps Periodo [t]
Cerrado A 2500 0.0004
Posicidn X v Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 752.016 68.946
2 747.567 68.946 -4.449 0 4.4490 11122.5000
3 744.231 68.946 -3.336 0 3.3360 8340.0000
4 739.227 69.224 -5.004 0.278 5.0117 12529.2907
5 735.891 68.946 -3.336 -0.278 3.3476 8368.9082
6 732.277 68.946 -3.614 0 3.6140 9035.0000
7 727.551 68.946 -4.726 0 4.7260 11815.0000
8 723.659 68.946 -3.892 0 3.8920 9730.0000
9 718.654 68.946 -5.005 0 5.0050 12512.5000
10 715.318 68.946 -3.336 0 3.3360 8340.0000
11 710.87 68.946 -4.448 0 4.4480 11120.0000
12 706.7 68.946 -4.17 0 4.1700 10425.0000
13 702.53 68.946 -4.17 0 4.1700 10425.0000
14 698.36 68.946 -4.17 0 4.1700 10425.0000
15 694.19 68.946 -4.17 0 4.1700 10425.0000
16 690.019 69.224 -4.171 0.278 4.1803 10450.6354
17 686.127 69.224 -3.892 0 3.8920 9730.0000
18 681.123 69.224 -5.004 0 5.0040 12510.0000
19 677.509 69.224 -3.614 0 3.6140 9035.0000
20 672.783 69.224 -4.726 0 4.7260 11815.0000
21 668.613 69.224 -4.17 0 4.1700 10425.0000
22 664.165 69.224 -4.448 0 4.4480 11120.0000
23 659.438 69.224 -4.727 0 4.7270 11817.5000
24 655.268 69.224 -4.17 0 4.1700 10425.0000
25 650.264 69.224 -5.004 0 5.0040 12510.0000
Promedio 10602.1389
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Tabla A. 34

Particula 9 Estado Seccion fps Periodo [t]
Cerrado A 2500 0.0004
Posicidn X v Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]

1

1 742.563 88.407

2 740.895 87.573 -1.668 -0.834 1.864880693 4662.201733

3 737.003 87.851 -3.892 0.278 3.90191594 9754.789849

4 733.389 88.129 -3.614 0.278 3.624676537 9061.691343

5 728.663 87.851 -4.726 -0.278 4.73416941 11835.42352

6 724.215 87.851 -4.448 0 4.448 11120

7 720.878 87.851 -3.337 0 3.337 8342.5

8 715.874 87.851 -5.004 0 5.004 12510

9 711.982 87.573 -3.892 -0.278 3.9019159%4 9754.789849

10 708.09 88.129 -3.892 0.556 3.931513703 9828.784258

11 703.92 87.851 -4.17 -0.278 4.179256393 10448.14098

12 699.194 87.851 -4.726 0 4.726 11815

13 695.302 87.851 -3.892 0 3.892 9730

14 690.853 87.573 -4.449 -0.278 4.457677086 11144.19271

15 687.239 87.573 -3.614 0 3.614 9035

16 683.069 87.851 -4.17 0.278 4.179256393 10448.14098

17 679.177 87.851 -3.892 0 3.892 9730

18 675.285 87.851 -3.892 0 3.892 9730

19 670.837 87.573 -4.448 -0.278 4.456679033 11141.69758

20 666.945 87.851 -3.892 0.278 3.90191594 9754.789849

21 662.775 87.851 -4.17 0 4.17 10425

22 658.604 87.573 -4.171 -0.278 4.180254179 10450.63545

23 653.878 87.573 -4.726 0 4.726 11815

24 650.542 87.573 -3.336 0 3.336 8340

25 645.26 87.573 -5.282 0 5.282 13205
Promedio 10170.11575
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Tabla A. 35

Particula 10 Estado Seccion fps Periodo [t]
Cerrado A 2500 0.0004
Posicidn X v Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 728.385 89.241
2 723.937 89.241 -4.448 0 4.4480 11120.0000
3 720.601 89.241 -3.336 0 3.3360 8340.0000
4 715.874 89.519 -4.727 0.278 4.7352 11837.9192
5 711.982 89.519 -3.892 0 3.8920 9730.0000
6 708.368 89.519 -3.614 0 3.6140 9035.0000
7 703.92 89.519 -4.448 0 4.4480 11120.0000
8 699.75 89.519 -4.17 0 4.1700 10425.0000
9 695.024 89.519 -4.726 0 4.7260 11815.0000
10 691.688 89.519 -3.336 0 3.3360 8340.0000
11 688.073 89.241 -3.615 -0.278 3.6257 9064.1840
12 684.459 89.241 -3.614 0 3.6140 9035.0000
13 679.733 89.241 -4.726 0 4.7260 11815.0000
14 675.007 89.241 -4.726 0 4.7260 11815.0000
15 670.837 89.241 -4.17 0 4.1700 10425.0000
16 666.389 89.241 -4.448 0 4.4480 11120.0000
17 662.497 89.241 -3.892 0 3.8920 9730.0000
18 656.936 89.241 -5.561 0 5.5610 13902.5000
19 653.044 89.241 -3.892 0 3.8920 9730.0000
20 650.264 89.241 -2.78 0 2.7800 6950.0000
21 645.26 89.241 -5.004 0 5.0040 12510.0000
22 641.646 89.241 -3.614 0 3.6140 9035.0000
23 637.198 89.241 -4.448 0 4.4480 11120.0000
24 633.862 89.241 -3.336 0 3.3360 8340.0000
25 629.691 89.241 -4.171 0 4.1710 10427.5000
Promedio 10282.5876
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Tablas A.36 — A.45: Estado cerrado — Seccion C

Tabla A. 36
Particula 1 Estado Seccidn fps Periodo [t]
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]

1
2 251.321 368.085
3 245.204 373.089 -6.117 5.004 7.9030 19757.5468
4 241.868 376.981 -3.336 3.892 5.1261 12815.1668
5 236.864 382.263 -5.004 5.282 7.2760 18189.8907
6 233.25 385.321 -3.614 3.058 4.7342 11835.4235
7 228.246 390.325 -5.004 5.004 7.0767 17691.8117
8 223.52 395.329 -4.726 5.004 6.8830 17207.3916
9 220.183 398.944 -3.337 3.615 49197 12299.3379
10 214.901 403.67 -5.282 4.726 7.0876 17719.0928
11 211.009 407.84 -3.892 4.17 5.7041 14260.2077
12 206.839 411.732 -4.17 3.892 5.7041 14260.2077
13 202.391 416.458 -4.448 4.726 6.4900 16224.9384
14 197.665 420.906 -4.726 4.448 6.4900 16224.9384
15 193.217 425.632 -4.448 4.726 6.4900 16224.9384
16 189.324 429.247 -3.893 3.615 5.3126 13281.4895
17 184.876 433.695 -4.448 4.448 6.2904 15726.0548
18 180.15 438.977 -4.726 5.282 7.0876 17719.0928
19 175.98 442.591 -4.17 3.614 5.5181 13795.3561
20 171.532 447.039 -4.448 4.448 6.2904 15726.0548
21 166.528 452.321 -5.004 5.282 7.2760 18189.8907
22 162.636 456.214 -3.892 3.893 5.5048 13762.0658
23 158.465 460.662 -4.171 4.448 6.0977 15244.2499
24 154.851 465.11 -3.614 4.448 5.7311 14327.7920

Promedio 15567.4063
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Tabla A. 37

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 2
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 331.943 268.557
2 327.773 272.727 -4.17 4.17 5.8973 14743.1764
3 324.437 276.48 -3.336 3.753 5.0213 12553.3623
4 321.101 279.817 -3.336 3.337 4.7185 11796.3090
5 317.765 283.153 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
6 314.429 286.906 -3.336 3.753 5.0213 12553.3623
7 311.093 290.659 -3.336 3.753 5.0213 12553.3623
8 307.756 293.995 -3.337 3.336 4.7185 11796.3090
9 304.42 297.331 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
10 301.501 300.667 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
11 298.165 304.003 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
12 294.829 307.756 -3.336 3.753 5.0213 12553.3623
13 291.493 311.093 -3.336 3.337 4.7185 11796.3090
14 288.574 314.429 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
15 286.072 317.348 -2.502 2.919 3.8446 9611.3751
16 282.736 320.684 -3.336 3.336 47178 11794.5411
17 279.399 324.02 -3.337 3.336 4.7185 11796.3090
18 275.646 327.773 -3.753 3.753 5.3075 13268.8587
19 271.893 331.526 -3.753 3.753 5.3075 13268.8587
20 268.557 334.862 -3.336 3.336 47178 11794.5411
21 265.638 337.781 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
22 262.302 341.118 -3.336 3.337 4.7185 11796.3090
23 258.966 344.454 -3.336 3.336 47178 11794.5411
24 256.047 347.373 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
25 252.711 350.709 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
Promedio 11893.8897
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Tabla A. 38

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 3
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 376.981 227.273
2 370.309 232.694 -6.672 5.421 8.5967 21491.6881
3 367.389 236.864 -2.92 4.17 5.0907 12726.7681
4 364.47 240.2 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
5 360.3 243.953 -4.17 3.753 5.6102 14025.4031
6 355.713 247.706 -4.587 3.753 5.9267 14816.7089
7 352.377 251.043 -3.336 3.337 4.7185 11796.3090
8 348.346 254.657 -4.031 3.614 5.4139 13534.6678
9 342.786 259.661 -5.56 5.004 7.4802 18700.5374
10 339.45 263.831 -3.336 4.17 5.3402 13350.5140
11 337.503 265.777 -1.947 1.946 2.7528 6881.9170
12 332.777 269.947 -4.726 4.17 6.3027 15756.7398
13 329.441 273.005 -3.336 3.058 4.5255 11313.7803
14 326.105 276.341 -3.336 3.336 47178 11794.5411
15 321.935 280.234 -4.17 3.893 5.7048 14261.9137
16 318.599 283.292 -3.336 3.058 4.5255 11313.7803
17 315.819 286.628 -2.78 3.336 4.3425 10856.2470
18 311.649 289.964 -4.17 3.336 5.3402 13350.5140
19 308.034 293.022 -3.615 3.058 4.7349 11837.3321
20 304.976 296.358 -3.058 3.336 4.5255 11313.7803
21 300.806 301.362 -4.17 5.004 6.5137 16284.3706
22 296.636 304.42 -4.17 3.058 5.1711 12927.7473
23 293.022 309.147 -3.614 4.727 5.9503 14875.6355
24 290.242 312.483 -2.78 3.336 4.3425 10856.2470
25 286.072 316.375 -4.17 3.892 5.7041 14260.2077
Promedio 13308.7199

98




Tabla A. 39

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 4
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 327.356 310.259
2 324.437 313.178 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
3 321.379 316.097 -3.058 2.919 4.2275 10568.7999
4 318.043 319.433 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
5 314.429 323.325 -3.614 3.892 5.3112 13277.9564
6 311.371 326.105 -3.058 2.78 4.1328 10331.9178
7 308.869 328.885 -2.502 2.78 3.7401 9350.2687
8 306.644 331.387 -2.225 2.502 3.3482 8370.5694
9 303.586 333.889 -3.058 2.502 3.9511 9877.8059
10 300.25 336.947 -3.336 3.058 4.5255 11313.7803
11 297.748 339.728 -2.502 2.781 3.7409 9352.1271
12 293.022 345.01 -4.726 5.282 7.0876 17719.0928
13 290.52 347.79 -2.502 2.78 3.7401 9350.2687
14 288.018 351.126 -2.502 3.336 4.1700 10425.0000
15 286.072 353.35 -1.946 2.224 2.9552 7387.9513
16 281.902 357.242 -4.17 3.892 5.7041 14260.2077
17 278.565 360.856 -3.337 3.614 4.9190 12297.5010
18 274.673 363.358 -3.892 2.502 4.6268 11567.1053
19 273.005 366.138 -1.668 2.78 3.2420 8105.0231
20 269.669 368.919 -3.336 2.781 4.3431 10857.8477
21 264.943 373.645 -4.726 4.726 6.6836 16708.9332
22 261.329 376.981 -3.614 3.336 49183 12295.8052
23 259.661 379.205 -1.668 2.224 2.7800 6950.0000
24 256.881 381.707 -2.78 2.502 3.7401 9350.2687
25 254.657 384.487 -2.224 2.78 3.5601 8900.3427
Promedio 10863.8891
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Tabla A. 40

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 5
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 356.964 280.234
2 354.462 282.736 -2.502 2.502 3.5384 8845.9058
3 351.404 286.072 -3.058 3.336 4.5255 11313.7803
4 348.902 289.408 -2.502 3.336 4.1700 10425.0000
5 345.566 291.632 -3.336 2.224 4.0094 10023.4325
6 343.898 294.69 -1.668 3.058 3.4833 8708.3250
7 340.562 298.026 -3.336 3.336 47178 11794.5411
8 338.06 301.362 -2.502 3.336 4.1700 10425.0000
9 335.557 303.864 -2.503 2.502 3.5391 8847.6738
10 332.777 306.644 -2.78 2.78 3.9315 9828.7843
11 329.441 309.981 -3.336 3.337 4.7185 11796.3090
12 326.661 313.039 -2.78 3.058 4.1328 10331.9178
13 323.325 315.819 -3.336 2.78 4.3425 10856.2470
14 319.433 319.155 -3.892 3.336 5.1261 12815.1668
15 317.209 321.379 -2.224 2.224 3.1452 7863.0274
16 313.317 324.159 -3.892 2.78 4.7829 11957.2321
17 310.259 327.217 -3.058 3.058 4.3247 10811.6627
18 308.034 330.275 -2.225 3.058 3.7818 9454.4926
19 305.254 333.055 -2.78 2.78 3.9315 9828.7843
20 302.474 336.113 -2.78 3.058 4.1328 10331.9178
21 299.138 339.45 -3.336 3.337 4.7185 11796.3090
22 296.914 341.396 -2.224 1.946 2.9552 7387.9513
23 293.022 345.566 -3.892 4.17 5.7041 14260.2077
24 290.52 348.068 -2.502 2.502 3.5384 8845.9058
25 287.462 351.404 -3.058 3.336 4.5255 11313.7803
Promedio 10410.9731
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Tabla A. 41

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 6
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]

1 407.423 215.596

2 403.67 219.766 -3.753 4.17 5.610161228 14025.40307
3 399.917 223.937 -3.753 4.171 5.610904562 14027.2614
4 395.329 228.802 -4.588 4.865 6.687149542 16717.87386
5 390.603 231.86 -4.726 3.058 5.629070971 14072.67743
6 386.989 236.864 -3.614 5.004 6.172601721 15431.5043
7 384.209 239.922 -2.78 3.058 4.132767112 10331.91778
8 380.317 243.258 -3.892 3.336 5.126066718 12815.1668
9 376.981 247.428 -3.336 4.17 5.340205614 13350.51404
10 373.645 250.487 -3.336 3.059 4.52618791 11315.46978
11 369.475 254.101 -4.17 3.614 5.518142441 13795.3561
12 365.86 256.881 -3.615 2.78 4.560331677 11400.82919
13 362.246 260.495 -3.614 3.614 5.110967814 12777.41954
14 358.354 263.831 -3.892 3.336 5.126066718 12815.1668
15 354.184 267.167 -4.17 3.336 5.340205614 13350.51404
16 350.57 270.781 -3.614 3.614 5.110967814 12777.41954
17 346.4 274.951 -4.17 4.17 5.897270555 14743.17639
18 343.342 278.009 -3.058 3.058 4.324665074 10811.66268
19 339.728 281.346 -3.614 3.337 4.919000407 12297.50102
20 336.669 285.238 -3.059 3.892 4.950267165 12375.66791
21 332.777 288.296 -3.892 3.058 4.949649281 12374.1232
22 328.607 292.188 -4.17 3.892 5.704083099 14260.20775
23 325.271 295.524 -3.336 3.336 4.717816444 11794.54111
24 321.935 299.138 -3.336 3.614 4.918322072 12295.80518
25 318.321 303.308 -3.614 4.17 5.518142441 13795.3561
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Tabla A. 42

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 7
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 373.089 219.627
2 370.587 222.686 -2.502 3.059 3.9519 9879.7410
3 367.25 225.466 -3.337 2.78 4.3433 10858.1677
4 365.026 228.246 -2.224 2.78 3.5601 8900.3427
5 361.134 231.304 -3.892 3.058 4.9496 12374.1232
6 356.964 234.918 -4.17 3.614 5.5181 13795.3561
7 353.628 238.81 -3.336 3.892 5.1261 12815.1668
8 350.292 241.868 -3.336 3.058 4.5255 11313.7803
9 346.678 245.204 -3.614 3.336 49183 12295.8052
10 343.62 248.818 -3.058 3.614 4.7342 11835.4235
11 341.396 251.321 -2.224 2.503 3.3483 8370.7769
12 337.781 253.823 -3.615 2.502 4.3964 10990.9704
13 334.723 256.881 -3.058 3.058 4.3247 10811.6627
14 332.499 259.105 -2.224 2.224 3.1452 7863.0274
15 329.997 261.885 -2.502 2.78 3.7401 9350.2687
16 326.939 264.943 -3.058 3.058 4.3247 10811.6627
17 324.715 267.445 -2.224 2.502 3.3476 8368.9082
18 322.213 269.669 -2.502 2.224 3.3476 8368.9082
19 319.711 272.171 -2.502 2.502 3.5384 8845.9058
20 317.487 274.673 -2.224 2.502 3.3476 8368.9082
21 314.707 277.453 -2.78 2.78 3.9315 9828.7843
22 312.483 279.956 -2.224 2.503 3.3483 8370.7769
23 309.703 282.18 -2.78 2.224 3.5601 8900.3427
24 307.2 285.238 -2.503 3.058 3.9518 9879.3892
25 305.254 287.462 -1.946 2.224 2.9552 7387.9513
Promedio 10024.4229
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Tabla A. 43

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 8
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 357.381 278.148
2 354.462 281.485 -2.919 3.337 4.4335 11083.8086
3 351.96 284.404 -2.502 2.919 3.8446 9611.3751
4 350.014 286.628 -1.946 2.224 2.9552 7387.9513
5 346.956 289.964 -3.058 3.336 4.5255 11313.7803
6 344.176 293.3 -2.78 3.336 4.3425 10856.2470
7 340.84 296.08 -3.336 2.78 4.3425 10856.2470
8 337.503 299.416 -3.337 3.336 4.7185 11796.3090
9 334.167 302.474 -3.336 3.058 4.5255 11313.7803
10 331.665 305.254 -2.502 2.78 3.7401 9350.2687
11 329.441 308.312 -2.224 3.058 3.7812 9453.0220
12 326.939 311.649 -2.502 3.337 4.1708 10427.0001
13 324.159 314.151 -2.78 2.502 3.7401 9350.2687
14 321.657 316.931 -2.502 2.78 3.7401 9350.2687
15 318.321 320.267 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
16 315.541 323.325 -2.78 3.058 4.1328 10331.9178
17 312.205 326.661 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
18 308.869 329.997 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
19 304.698 333.333 -4.171 3.336 5.3410 13352.4663
20 302.474 335.557 -2.224 2.224 3.1452 7863.0274
21 299.138 338.616 -3.336 3.059 4.5262 11315.4698
22 295.524 341.952 -3.614 3.336 49183 12295.8052
23 292.744 345.288 -2.78 3.336 4.3425 10856.2470
24 289.686 348.068 -3.058 2.78 4.1328 10331.9178
25 286.906 350.848 -2.78 2.78 3.9315 9828.7843
Promedio 10571.2327
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Tabla A. 44

, Estado Seccidn fps Periodo [t]
Particula 9
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 391.159 231.026
2 388.24 234.362 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
3 384.904 238.115 -3.336 3.753 5.0213 12553.3623
4 381.151 241.451 -3.753 3.336 5.0213 12553.3623
5 378.232 244.37 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
6 374.479 248.123 -3.753 3.753 5.3075 13268.8587
7 370.726 251.043 -3.753 2.92 4.7551 11887.8638
8 367.389 254.796 -3.337 3.753 5.0220 12555.0234
9 364.47 257.715 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
10 361.134 261.051 -3.336 3.336 47178 11794.5411
11 358.215 264.387 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
12 354.879 267.723 -3.336 3.336 4.7178 11794.5411
13 351.96 271.059 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
14 349.041 273.561 -2.919 2.502 3.8446 9611.3751
15 346.122 276.48 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
16 343.203 279.817 -2.919 3.337 4.4335 11083.8086
17 340.284 282.319 -2.919 2.502 3.8446 9611.3751
18 337.364 286.489 -2.92 4.17 5.0907 12726.7681
19 333.611 289.408 -3.753 2.919 4.7545 11886.3288
20 331.109 291.91 -2.502 2.502 3.5384 8845.9058
21 328.19 294.829 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
22 325.271 297.748 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
23 322.352 301.084 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
24 319.016 304.003 -3.336 2.919 4.4328 11081.9270
25 316.514 306.922 -2.502 2.919 3.8446 9611.3751
Promedio 11116.4684
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Tabla A. 45

Particula 10 Estado Seccidn fps Periodo [t]
Cerrado C 2500 0.0004
Posicion X y Ax Ay Desplazamiento | Velocidad [um/s]
1 330.275 290.659
2 327.773 293.578 -2.502 2.919 3.8446 9611.3751
3 324.854 296.914 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
4 321.935 300.25 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
5 318.599 303.169 -3.336 2.919 4.4328 11081.9270
6 315.68 306.505 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
7 311.927 310.676 -3.753 4.171 5.6109 14027.2614
8 308.59 314.012 -3.337 3.336 4.7185 11796.3090
9 304.837 317.348 -3.753 3.336 5.0213 12553.3623
10 301.918 320.684 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
11 298.582 324.02 -3.336 3.336 47178 11794.5411
12 294.829 327.773 -3.753 3.753 5.3075 13268.8587
13 292.327 331.109 -2.502 3.336 4.1700 10425.0000
14 289.408 334.445 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
15 286.489 337.781 -2.919 3.336 4.4328 11081.9270
16 283.153 341.118 -3.336 3.337 4.7185 11796.3090
17 279.817 344.037 -3.336 2.919 4.4328 11081.9270
18 276.897 346.956 -2.92 2.919 4.1288 10321.9914
19 274.395 349.041 -2.502 2.085 3.2569 8142.1853
20 271.476 351.543 -2.919 2.502 3.8446 9611.3751
21 268.557 355.713 -2.919 4.17 5.0901 12725.3342
22 265.221 358.632 -3.336 2.919 4.4328 11081.9270
23 262.302 361.551 -2.919 2.919 4.1281 10320.2235
24 258.549 364.887 -3.753 3.336 5.0213 12553.3623
25 254.796 369.058 -3.753 4,171 5.6109 14027.2614
Promedio 11363.0039
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