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RESUMEN

En este trabajo se desarroll6 un modelo matematico para estimar el volumen de la gota que
gueda atrapada en asas comerciales calibradas para 10 pL. Se construy6é un banco dptico
para capturar imagenes de las gotas atrapadas en las asas para cuantificarlas y estimar la
funcién que define la forma de los meniscos. EI modelo matemético construido estuvo
basado en la técnica de calculo de un so6lido de revolucion, y la funcién de los meniscos se
obtuvo con regresion no lineal. Se tomaron muestras del volumen capturado por el asa con
los angulos de retiro de 0°, 45° y 90°. Se realizo el analisis de varianza sobre las medidas
del volumen capturado y las comparaciones de medias se llevaron a cabo utilizando la

prueba de comparaciones mdltiples de Tukey. Se encontré que solo cuando el asa es
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cargada de muestra a un angulo de 0°, se obtiene un volumen cercano a 10 pL indicado por
la calibracion del fabricante, para cualquier otro angulo, la cantidad atrapada es muy
inferior a 10 pL. El modelo matematico predice un volumen promedio de 10,937 uL con
error de prediccién de 0,28%.
PALABRAS CLAVE: Calibracion de asas metélicas, regresion no lineal, volumen de
solidos de revolucion.

MATHEMATICAL MODEL TO ESTIMATE THE VOLUME DELIVERED BY A

METALLIC LOOP

ABSTRACT
In this work a mathematical model to estimate the volume of the drop caught in commercial
loops calibrated for 10 pL was developed. An optic table was constructed to capture images
of the drops caught in the loops to quantify and estimate the functional form of the
meniscuses. The mathematical model achieved was based in the technique of calculation of
a solid of revolution, the functional form of the meniscuses was obtained with nonlinear
regression. Samples of the volume caught by the loop were took form the angles of 0°, 45°
and 90°. On these measures the analysis of variance was applied and carried out the
multiple comparisons of the means with the Tukey’s test. Was found that only when the
loop is charged with an angle of 0°, it obtains a volume near to 10 pL as indicated for the
manufacturer's calibration, for any other angle, the caught quantity is very inferior to 10
pL. The mathematical model predicts an average volume of 10.937 pL with a prediction
error of 0.28 %.
KEY WORDS: Calibration of metallic loops, nonlinear regression, volume of solids of

revolution.
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INTRODUCCION

Las asas calibradas de Ni-Cr para inoculacion
son un instrumento muy simple y practico
para sembrar cultivos bacterianos con el fin
de estudiar su crecimiento y caracterizacion
(1, 2). El nimero de unidades formadoras de
colonias depende de la cantidad de inéculo,
por lo tanto es necesario conocer con certeza
cual es el volumen de muestra que fue
transferido al medio de cultivo (3).

En este estudio se analiza la discrepancia
encontrada entre el volumen dispensado por
un asa de inoculacion bacterioldgica
comercial y el volumen de calibracion
certificado por el fabricante del asa. Se trata
de un asa metélica construida con un alambre
de Ni-Cr, de 0,5 mm de didmetro, entorchado
de forma tal que forme un aro perfectamente
circular con un didmetro interno de 4 mm.
Segun el fabricante este instrumento transfiere
10 pL(3) de liquido cuando se carga con la
muestra.

Para mostrar la magnitud de la discrepancia y
analizarla, se determinaron los volumenes
contenidos por el asa a varios angulos de

carga, mediante la pesada directa del liquido
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entregado(1); luego, se cre6 un banco Optico
para la obtencion de iméagenes y su posterior
medicion para el célculo del volumen
contenido en el asa; posteriormente, se
desarrolld un modelo matematico desde un
punto de vista netamente geométrico para
calcular el volumen contenido por el asa, y
finalmente, se compararon los resultados
experimentales con los estimados a traves del

modelo matematico.

METODOLOGIA

Contenido de orina capturado por el asa
metélica

Para medir el volumen real de liquido
capturado por el asa metalica se prepar6 una
solucién acuosa con las propiedades fisicas
densidad, viscosidad y tension superficial
muy semejantes a la orina humana, dicha
solucién estuvo constituida por 0,595 %p de
acido acético y 2,225 %p de NaCl; la solucion
asi preparada present6 densidad de 1,013
g/mL, viscosidad de 1,008 cP y tensién
superficial de 71 dinas/cm.

A 100 mL de esta solucion se les agregaron 2

gotas de solucion de violeta de genciana al
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1% para colorearla en azul. Este
procedimiento cre6 un medio de contraste
para observar y caracterizar la forma
geométrica de la orina artificial contenida por
el asa metalica.

Se descargd el volumen de orina artificial
atrapado por el asa sobre un pedazo de
algodon altamente absorbente, y fue colocado
en una balanza analitica de precision, con el

fin de pesar la cantidad de liquido transferido,

considerando tres angulos de retiro (B, )

del asa del liquido: 0° 45° y 90° Estas
observaciones se realizaron un total de 55
veces para el angulo de 0° y 25 veces para los
angulos de 45° y 90°. En la figura 1 se ilustra
cémo fueron medidos tales angulos de retiro

del asa de la solucion de orina artificial.
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Figura 1. Angulo de retiro del asa de la
solucion de orina artificial

Sobre los resultados anteriores se aplicd el
Anadlisis de Varianza de una via y la prueba de
comparaciones maltiples de medias de Tukey
para identificar si existian o no diferencias
estadisticamente  significativas en  los
volimenes contenidos por las asas metalicas
en funcion del éangulo de retiro. Los
resultados fueron analizados utilizando el
software estadistico Minitab 14.3 para
Windows (4).

Caracteristicas geométricas del liquido
contenido por el asa metalica

Para estudiar la forma de los meniscos del
liguido contenido por el asa metélica, se
procedié a obtener imégenes digitales de las
gotas atrapadas en el asa, con el fin de medir
sus dimensiones y poder calcular sus
volumenes utilizando un modelo matematico.
Para hacerlo, se construyé un pequefio banco
Optico para alinear el asa cargada de liquido
frente a una camara web modificada para
poder tomar imagenes a distancias de
aproximadamente 15 mm del primer lente del

conjunto. La camara tenia sensor CMOS con
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una resolucion de 1,3 Megapixeles y un grupo
de lentes con una distancia focal de 13,25
mm. Al colocéarsele un diafragma con un
orificio de 1,24 mm, la apertura Optica pasé a
ser /10,7, lo cual

considerablemente la profundidad de campo,

incrementé

manteniendo toda la imagen practicamente
enfocada. La figura 2 muestra como quedo
construido el banco optico.
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Figura 2. Banco 6ptico
Las imagenes de las gotas fueron adquiridas
con el freeware MICAM 1.4 (5). Para cada
carga del asa, el software tomd 64 imagenes
de 1280x960 pixeles en 5 segundos y se
promediaron para disminuir el ruido optico.
Se procesdé con Photoshop CS3 10.0 para
corregir la deformacién de barril, producida
por las lentes con distancias focales muy

pequefias y luego se midieron las imagenes
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para tomar las coordenadas (x,y) de los

puntos que limitan los meniscos. Se
obtuvieron de esa manera tantas tablas de
datos, como iméagenes promedio de cada
carga individual fueron analizadas.

Modelo matematico para estimar el
volumen contenido por el asa metélica
Utilizando herramientas de calculo diferencial
e integral, célculo numérico y regresion no
lineal se construyd un modelo matematico
para estimar el volumen contenido por el asa
metalica en funcion de las caracteristicas
geométricas de la misma y la orina artificial.
Para realizar los célculos necesarios se
utilizaron los softwares Derive 6.0(6) Yy
CurveExpert 1.40 (7). Para su cabal
compresion, los pasos para la construccion del
modelo matematico, el uso de los softwares y
el analisis geométrico, se detallan en la
seccion de resultados.

Finalmente se aplico el modelo matematico a
un ejemplo con datos experimentales reales
para compararlo y validarlo, en funcion del
porcentaje de error de estimacion encontrado,

dado por
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RESULTADOS

Contenido de orina capturado por el asa
metalica

Se observO que la cantidad de liquido
capturado depende fuertemente del angulo
que forma el asa metalica con la superficie del
liguido de ensayo cuando se efectuaba el
proceso de carga. Los promedios Yy
desviaciones estandares de tales ensayos se
presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Volumenes promedio capturados
por el asa metalica

< Desviacion Grupo
An(%; lo Vc;l:gen Estdndar ~ Repeticiones de
(uL) Tukey*
0 10,906 1,116 55 A
45 4,963 1,264 25 B
90 1,967 0,736 25 C

El analisis de varianza mostro que existen
diferencias altamente significativas entre los
volimenes capturados por el asa metalica en
funcion del angulo de retiro del liquido
(p<0,0001);

comparaciones de medias de Tukey mostradas

asimismo, la prueba de
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en la tabla 1, indic6 que el volumen capturado
es diferente para los tres angulos de retiro,
siendo el volumen maés parecido al indicado
por la calibracion del fabricante el
correspondiente al &ngulo de retiro de 0°.
Estos resultados indican que el tamafio de la
gota de liquido atrapada por el asa en la
operacion de carga, depende del angulo en el
que se retira el asa de la muestra a ser
analizada.

También en la tabla 1 se puede apreciar que la
discrepancia entre el volumen calibrado por el
fabricantet 'y el  volumen  pesado
experimentalmente es de 9,06%, cuando el
angulo de retiro del asa durante la carga es de
0°, las discrepancias halladas en los otros
angulos son demasiado grandes como para
recomendar su uso.

Modelo matematico para estimar el
volumen contenido por el asa metalica

Los resultados experimentales anteriores, en
los cuales se muestra la discrepancia que
existe entre el volumen indicado por el
fabricante y los obtenidos segun el angulo de
retiro del asa, llevaron a los autores a

construir un modelo matematico que estimara
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el volumen contenido por el asa metalica en
funcién de las caracteristicas geomeétricas
tanto del asa, como de la gota de liquido
capturada por la misma.

La figura 3 muestra un corte transversal de la
mitad del asa metélica, en el cual se sefialan
algunas medidas de interés para la

construccién del modelo matematico.

Y
Ra £ AZ-KW ex

Figura 3. Corte transversal de la mitad de

un asa metélica.
En la figura 3, R, es el radio interno del asa,
r, €l radio del alambre del asa, 6, y 6, los
angulos de contacto del liquido con respecto
al eje vertical del alambre del asa medidos en
radianes, y A, y A, las areas de las secciones
transversales del liquido suponiendo que éste
no forma menisco al ser capturado por el asa.

De la figura 3 se deduce que el volumen de

liquido contenido por el asa corresponde al
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volumen de revolucion con respecto al eje Y

de las areas A, y A, , el cual esta dado por

V,

interno

=V, +V,, (Ec.1)

El volumen generado por la revolucion del
area A, es la suma de los volimenes de dos
cilindros circulares de radio R, y alturas
r, Cos6, y r, coso,, asi

V,, =, R (cos, +cosb, ) (Ec. 2)

El volumen generado por el area A, viene
dado por la revolucion de la regién limitada
por las funciones x=R, Yy la hoja negativa

de la circunferencia

[x=(R,+r, )]2 +y?=r?, siendo  esta

circunferencia la ecuacion de la seccion
transversal del alambre; ademas, dicha region

estd limitada por las alturas y=r, cos6, e
y=-1,c0s0,. Despejando la variable x,

considerando la hoja negativa de la
circunferencia, y aplicando la féormula para
hallar el volumen de un solido de revolucion

por el método de la arandela (8), queda:
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T,y COSO;

V., :nirwa[]sez{[(RA+rW)—\/rj—_yZT—[RA]Z}dy

I, COS6;

V,=n | [ZrWRA +2r2=2(R, +1, )12y —yz}dy

~Ty, C0S6,

(Ec. 3)
Utilizando el software Derive 6.0® para
realizar la integracion y simplificando, se

obtiene

3
V,, =mr2 (Ry+1,)[6,+6, —n+cosel(2—sen91)+c0362(2—sen92):|—%|:005391+005392:|

(Ec. 4)
Estas ecuaciones indican que el volumen
maximo posible de este disco interno de

liquido es de 6,63 pL, para un asacon R, =2
mmy r, =0,25 mm y se presenta cuando los
angulos 0, y 6, son iguales a cero, este

volumen esta muy por debajo del valor
certificado, por lo cual se intuye que, a menos
que la gota tenga meniscos sobresalientes del
plano definido por el aro del asa, el volumen
siempre serd& mucho menor que los 10 pL
indicados por el fabricante.

Las imagenes obtenidas en el banco dptico
muestran que solo cuando el asa es cargada a
0° la gota posee meniscos fuera del plano
definido por el aro metalico. Para 90° y a 45°,

no se observa ningin menisco que sobresalga

Recibido: 10-10-2012
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y el liquido se encuentra confinado dentro de
los limites internos del aro, de alli el bajo
volumen de liquido retenido por el asa en

estos casos. En la Figura 4 se visualiza esta

descripcion.

Figura 4. Asa cargada con liquido a 0°
Un esquema de tales meniscos se presenta en
la figura 5, en la cual se muestran ademas los
puntos cuyas coordenadas fueron obtenidas
luego del procesamiento de las imagenes

obtenidas en el banco dptico.

x hant

Figura 5. Seccién transversal de la gota
atrapada en el asa
Con las medidas de las imagenes se probaron

varios modelos no lineales para definir la
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funcién que describe la silueta de los

meniscos. Se intentaron circunferencias,

parabolas, hipérbolas, semielipses,
polinomios de cuarto grado y catenarias. Los
mejores coeficientes de correlacion se
obtuvieron para las circunferencias. Todas las
ecuaciones se encontraron por regresién nov

lineal con los datos extraidos de las tablas de

coordenadas (x,y) de las imagenes promedio,,

de las gotas, con el shareware CurveExpert
1.40 (7). Los valores indican que las siluetas
de los meniscos, tanto superior, como inferior,
corresponden ambos a segmentos circulares,
provenientes de arcos de circunferencia
centradas sobre el eje Y, cuyos volimenes de
revolucion definen casquetes esféricos.

Las ecuaciones de los meniscos obtenidas por
regresion y generadas para cada imagen

promedio de gota, son de la forma

_ 2 2
Yaup = 4 Teup — X +K

sup sup

Yint =\/riif _Xiznf + Kinf (EC- 6)

Esto indica que son circulos centrados en el

(Ec. 5)

eje Y, donde r,, y r. son los radios de los

up

meniscos y K y K son los

sup inf
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m

menisco inf

desplazamientos del centro del circulo
respecto al origen de coordenadas en el eje
Y.

Las ecuaciones de volumen de los casquetes
esféricos son conocidas y al aplicarlas a este

caso se obtiene

erisco sup :%n[rw (1-cos®, )+ hzwp]{S[RA +1, (1-sen 61)]2 +[rw (1-cos6,)+ hmp]z}

(Ec. 7)
:%n[rw (1-c0s8,)+hy {S[RA +1, (1-sen OZ)T +[1, (1-c0s0,)+hy 2}

(Ec. 8)
Los términos r, (1-cos6,) y r,(1-cos6,),

son los segmentos de la altura de los
casquetes esféricos superior e inferior que no
son visibles en la imagen fotogréfica, y las

alturas h,,, y h,, los anchos maximos

visibles, superior e inferior, sobre los
meniscos de las gotas.

El volumen total de la gota atrapada en el asa
metélica sera entonces la suma de los aportes
del volumen contenido dentro de la
circunferencia interior del asa, Ec. 1, el
volumen del menisco superior, Ec. 6 y el
volumen del menisco inferior, Ec. 7.

V. =V +V +V

gota interno menisco sup menisco inf

(Ec. 9)
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Para encontrar tales sumandos es necesario

conocer los valores de h h,e, 6,y 6,,

2sup *
para obtenerlos, se procede de la siguiente
manera:

De las ecuaciones Ec. 4 y Ec. 5, cuando

x=0,
ysup = ysupmax = I’.sup + Ksup (EC 10)

Yint = Yintmin = fiot T Kine (EC. 11)
que son, respectivamente, el punto maximo
del circulo superior y el punto minimo del
circulo inferior. A su vez,
h -r, (Ec. 12)

2sup = ysupmax

h2min = Yinmin — W (EC- 13)

Por otra parte, al interceptar las
circunferencias que definen los meniscos, Ec.
4 0 Ec. 5, con la circunferencia que define la
seccion transversal del alambre metalico del
asa, Ec. 13, se pueden calcular los puntos de

corte, X y los &ngulos 6, y 0,, de la gota

corte !
con el alambre, como se aprecia en la figura
5.

La ecuacién de la seccion transversal del

alambre del asa metélica es

Yo =12 —(x, -3, ) (Ec.14)
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X

El cual corresponde a una circunferencia

centrada sobre el eje X, con un
desplazamiento J, =R, +r,, del centro
respecto al origen de coordenadas.

Las ecuaciones se igualan, haciendo

ysup:yw, Oy Yir=VYu S€ resuelven para

X respectivamente,

corte,sup y Xcorte,inf !

Entonces para el menisco superior

2 2 2
\f rsup - Xcorte,sup + Ksup = \/rw

Despejando x

2
B (Xcorte,sup o ‘]W )

corte,sup

2
2 2 2 2 2
Jw -yt Xcorte,sup +( r'sup - Xcone,sup + Ksup)
corte,sup 2]
w
(Ec. 15)
Ademas

J, —X

0, =arcsen [W—C‘ms“” (Ec. 16)
rW

Para resolver la Ec. 14, se aplica el método de

superaceleracion de Steffensen que utiliza el
algoritmo A* de Aitken, para acelerar la

convergencia hacia el valor de x_ ., (9). Las

corte
iteraciones se detienen cuando el error
relativo de las aproximaciones es menor al
0,0001%. Este resultado también puede
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obtenerse con el software Derive 6.0(6).
Mediante este mismo procedimiento, se

calculan X y 6,, para el menisco

corte,inf
inferior, la ecuacion 15 provee los angulos
para calcular el resto de los valores necesarios
para estimar el volumen.

Ejemplo desarrollado a partir de datos
experimentales

Como un ejemplo de la aplicacion del
procedimiento y validacion del mismo, se
presenta un calculo tipico con los datos
adquiridos de una imagen promedio
individual. Los resultados de las mediciones

se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Coordenadas (x, y) de los puntos de la

imagen de la gota en el asa.

X -1,767 -1,619 -1,472 -1,324 -1,176 -0,881 -0,585 0,006

(mm)

Y 0,272 0,304 0,331 0,356 0,379 0,415 0,442 0,461
sup

(mm)

Y' £ -0,403 -0,448 -0,496 -0,536 -0,574 -0,630 -0,671 -0,703
n

(mm)

Las ecuaciones de los arcos circulares que

representan los meniscos quedan por lasXcoresw =

ecuaciones 4 y 5, para el menisco superior

Yoo =V 70,529—x* 7,937, con un

Recibido: 10-10-2012
Aprobado: 10-01-2013

coeficiente de correlacion de 0,999945; y para

el menisco inferior

Vi =—28,290—x? +4,615,  con  un

coeficiente de correlacion de 0,999893. Los
coeficientes de correlacion de las regresiones
no lineales para los dos meniscos son
excelentes y se ajustan casi perfectamente a
arcos de circunferencia.

Para x=0, en cada caso, se determina la
maxima de  los

altura casquetes,

=0,461 mm, con la ecuacion 9,

ysupmax

Yitmn = 0,703 mm, con la ecuacion 10. vy,
como r, =0,25 mm, los anchos visibles de

los casquetes son h, =0,211 mm vy

2sup

h,.« =0,453 mm por las ecuaciones 11y 12,
ademés J, = 2,25 mm.

Sustituyendo valores en la ecuacion de
calculo del punto de contacto del menisco

superior con el alambre del asa, x en la

corte,sup !

ecuacion 14, se tiene

2,25 0,25 + X0 up + ( [70,529-%2, .y T, 937)

2

(2)(2.25)
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Al resolver la ecuacion por aproximaciones

sucesivas para X se  obtiene

corte,sup

Xeoresup = 2:0946 mm, de donde
0, = arcsen (%j =38,43°=0,671 rad

El procedimiento se repite para el menisco

inferior y se obtiene X =2,1750 mm vy

corte,inf
0, =17,46°=0,305 rad .
Sustituyendo los valores de 6, y 6, en las

ecuaciones 2 y 3, se obtiene el contenido

interno del asa, V. con la ecuacién 1; con

interno

los valores de h,,, y 0,, en la ecuacion 6, se

obtiene el volumen del menisco superior, y

con los valores de h,, . y 0,, en la ecuacion

7, se obtiene el volumen del menisco inferior.
Entonces, segun la ecuacién 8, el volumen de
la gota sera la suma de los tres aportes:

V,

interno

6, =0,671rad y 6, =0,305 rad

=5,682 uL Correspondiente a

\Y/

menisco sup

6,=0,671rad y h

=1,764 pL Correspondiente a

=0,211 mm

2sup
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V

menisco inf

0,=0,305rad y h,, =0,453 mm

=2,968 uL. Correspondiente a

asi, el volumen contenido estimado para el
asa metalica es
V.

o =10,414 pl

Este procedimiento se repitié para cada una
de las imagenes promedio adquiridas y se
encontré un valor medio de volumen de gota
de 10,937 pL, con una desviacion estandar de
1,244 pL, lo cual coincide muy bien con los
datos obtenidos experimentalmente;
presentando un error de estimacion de apenas

110,937 -10,906]

QOEITOr i acion = x100=0,28%
10,906

DISCUSION

Los resultados obtenidos tanto

experimentalmente como por el modelo

matematico construido coinciden con el
trabajo de Herrera y col.(10), quienes
encontraron que el volumen més parecido al
calibrado para el asa metélica se obtiene
cuando el angulo de retiro es de 0°, por lo cual
se recomienda realizar el retiro del asa en un
angulo lo méas cercano posible a este angulo

para garantizar que el volumen inoculado sean
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el mas cercano posible al certificado por el
fabricante.

Si bien existe una discrepancia del orden de
9%, aproximadamente, entre el volumen
calibrado por el fabricante y el obtenido en
este trabajo para un angulo de retiro de 0° no
se descarta que exista una mejor coincidencia
entre estos valores para otros liquidos con
caracteristicas fisicas diferentes a la orina
artificial utilizada en el presente estudio,
posiblemente el volumen contenido por el asa
sea también funcion de las caracteristicas
fisicas del liquido a capturar.

Se concluye entonces que solo cuando las
asas  de inoculacion de  cultivos
bacterioloégicos de 10 pL, calibradas, son
cargadas a un angulo de 0° con respecto a la
superficie de la muestra liquida, el volumen
entregado esta préximo al valor certificado
por el fabricante.

Por otra parte el modelo matemaético
construido mostré un buen comportamiento y
un excelente error de estimacion, lo cual
indica que este tipo de fendmenos es
facilmente modelable, y que puede utilizarse

esta metodologia con fines predictivos, de
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disefio y de validacion del volumen contenido
en un asa metalica.

Este procedimiento tiene la ventaja de poder
ser utilizado para determinar volumenes de
gotas atrapadas en asas de cualquier tamafio,
aun en asas de 1uL, las cuales no pueden ser
calibradas por un método gravimétrico con

una balanza analitica (1).
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