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Resum 

En aquest projecte s’han desenvolupat aspectes rellevants de bioenginyeria essent una part essencial de la 

investigació portada a terme en un grup de recerca reconegut, que té com objectiu el disseny i testatge d’un 

xip microfluídic per interactuar (detectar i/o comunicar) amb microorganismes utilitzant ones de microones, 

i posterior amb cèl·lules humanes.  

Així doncs, aquest estudi descriu com cultivar els bacteris E. coli de forma òptima, com també el protocol 

que s'ha de seguir per fer un marcatge de fluorescència als bacteris amb SYBR green I, i així observar-ho en 

el microscopi, després d'haver estudiat el seu funcionament (els seus diferents modes) i els filtres cube. 

Aquesta part s’estudia, ja que més endavant en el projecte d’investigació multidisciplinari es realitzarà un 

protocol de marcatge de fluorescència amb indicadors de potencial de membrana i s’avaluarà la seva 

activitat funcional (en aquest estudi no ha donat temps). D’aquesta manera en aquest projecte s’explica el 

potencial de membrana i els diferents indicadors de potencial d’acció no invasius basats en marcadors 

mol·leculars de resposta òptica.  A més a més, es recerca les diferències d'enfocament que hi ha entre beads 

fluorescents i cèl·lules i es compara la SNR (relació senyal/soroll) de les beads de 10 µm (diàmetre) i de les 

d’1 µm (diàmetre), aquestes últimes sent de la mateixa mida que les cèl·lules i bacteris. 

Com a resum de les conclusions que es fa en aquest estudi, s'observa que la manera òptima de cultivar 

bacteris E. coli és a una temperatura de 37 °C, 125 rev/min i la utilització de líquid LB (Lysogeny broth) en 

una incubadora professional. Pel que fa al marcatge de fluorescència dels bacteris i la seva observació en el 

microscopi, el mode seleccionat és el de fluorescència, i la utilització de SYBR green I, com a fluorocrom, fa 

que la millor opció sigui el filtre cube de Blue Excitation. D'altra banda, es conclou que les cèl·lules 

s'enfoquen en un fluid viscoelàstic amb menys concentració de PEO (menys viscositat) que les beads d'1 

µm. Per tant les beads necessiten un cabal més elevat si es vol que els dos tinguin la mateixa longitud 

d'enfocament.  A més, la SNR de les beads de 10 µm té un valor molt elevat sense la utilització d’un filtre de 

senyal elèctric passa baix, en canvi les beads d’1 µm la seva SNR varia segons la utilització de filtre passa baix 

o no, on el millor valor de SNR és utilitzant un filtre passa baix de 10 kHz de freqüència de tall. 

Finalment, dir que una part d’aquest treball s’ha fet servir per generar un paper de conferència, el qual el  

seu títol és: “Microwave-Microfluidic Measurement System Optimization for Bio-Particle-Sensing with 

Coplamar Electrodes” [1]. 

Darrera modificació d’aquest document: 3 de Juny de 2021 

  



Disseny i testatge d’un xip microfluídic per sensar microorganismes  

iv 

 

Resumen 

En este proyecto se han desarrollado aspectos relevantes de bioingeniería los cuales forman parte esencial 

de una investigación llevada a cabo por un grupo de recerca reconocido, el cual tiene como objetivo el 

diseño y testeo de un chip microfluídico para interactuar (detectar i/o comunicarse) con microorganismos 

utilizando ondas de microondas, y posterior con células humanas.  

De este modo, este estudio describe como cultivar las bacterias E. coli de manera óptima, como también el 

protocolo que se debe seguir para hacer un marcaje de fluorescencia a las bacterias con SYBR green I, y así 

observar-las en el microscopio, después de haber estudiado el funcionamiento del microscopio (los 

diferentes modos) y los filtros cube.  Esta parte se estudia, ya que más adelante en el proyecto de 

investigación multidisciplinario se realizará un protocolo de marcaje de fluorescencia con indicadores de 

potencial de membrana y se evaluará la actividad funcional (en este estudio no ha dado tiempo). Así 

entonces este proyecto se explica el potencial de membrana y los diferentes indicadores de potencial de 

acción no invasivos basados en marcadores moleculares de respuesta óptica. A más, se busca las diferencias 

de enfoque que hay entre las beads fluorescentes y células y se compara la SNR (relación señal/ ruido) de 

las beads de 10 µm (diámetro) y de las beads de 1 µm (diámetro), estas últimas siendo del mismo tamaño 

que las células y bacterias. 

Como resumen de las conclusiones de este estudio, se observa que la manera óptima de cultivar bacterias 

E. coli es a temperatura de 37 °C, 125 rev/min i la utilización de líquido LB en una incubadora profesional.  

Sobre el marcaje de fluorescencia de las bacterias y su observación en el microscopio, el modo seleccionado 

es el de la fluorescencia, y la utilización de SYBR green I, como a fluorocromo, hace que la mejor opción sea 

el filtro cube de Blue Excitation. Por otra parte, se concluye que las células se enfocan en un fluido 

viscoelástico con menos concentración de PEO (menos viscosidad) que las beads de 1 µm. Por lo tanto, las 

beads necesitan un cabal más elevado si se quiere que las dos tengan la misma longitud de enfoque. A más, 

la SNR de las beads de 10 µm tienen un valor elevado sin utilización de filtro de señal eléctrico pasa bajo, en 

cambio las beads de 1 µm tienen una SNR que depende de la utilización de filtro pasa baja o no, donde el 

mejor valor de SNR se encuentra utilizando un filtro pasa baja de 10 kHz de frecuencia de corte. 

Finalmente, decir que una parte de este trabajo se ha utilizado para generar un paper de conferencia, el 

cual su título es: “Microwave-Microfluidic Measurement System Optimization for Bio-Particle-Sensing with 

Coplamar Electrodes” [1]. 

Útima modificación de este documento : 3 de Junio de 2021 
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Abstract 

In this project has developed important aspects of bioengineering, which is an essential part of recognized 

research group, design and testing of a microfluidic chip to interact (detect and / or communicate) with 

microorganisms using waves of microwaves, and then with human cells. 

In this way this study describes how to grow E. coli bacteria in an optimal way, as well as the protocol that 

must be followed to fluorescence labelling to bacteria E. coli with SYBR green I, and thus observe them 

under the microscope, afterwards the operation of microscope (the different modes) and the cube filters 

have been studied. This part is studied, since the multidisciplinary research project, the membrane potential 

probes will be carried out and the functional activity of each cell will be evaluated (in this study there has 

not been time). So, then this project explains the membrane potential and the different non-invasive action 

potential indicators based in optical response of molecular markers. Moreover, the difference of focussing 

between the beads and cells is sought and the SNR is compared between the beads of 10 µm (diameter) 

and the beads of 1 µm (diameter), that have the same size as cells and bacteria, respectively.  

As a summary of the conclusions of this study, it is observed that the optimal way to cultivate E. coli bacteria 

is at a temperature of 37 °C, 125 rev /min and the use of Lysogeny broth in a professional incubator. 

Regarding the fluorescence labeling of bacteria and its observation in the microscope, the selected mode is 

epifluorescence, and the use of SYBR green I, as a fluorochrome, makes the Blue Excitation cube filter the 

best option. On the other hand, it is concluded that the cells focusing on a viscoelastic fluid with less PEO 

concentration (less viscosity) than the beads of 1, therefore, the beads need a higher flow rate if it wants 

that both have the same focus length. Moreover, the SNR of the 10 µm beads has a high value without using 

a low pass filter (of electrical signal), instead the 1 µm beads have an SNR which depends on the use of a 

low pass filter or not, where the best SNR value is found using a low pass filter of 10 kHz as cutoff frequency. 

Finally, to say that part of this work has been served to generate a conference paper, which title is: 

Microwave-Microfluidic Measurement System Optimization for Bio-Particle-Sensing with Coplamar 

Electrodes [1]. 

Last modification of this document: 3 June 2021 
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1. Introducció 

Per considerar en ciències que un organisme (de la mida que sigui) està viu ha de portar a terme les tres 

funcions vitals: nutrició, reproducció i relació. I així, passa a considerar-se un ésser viu. D'aquesta forma, els 

virus queden exclosos. 

Així, hi ha organismes visibles a l'ull humà que són els organismes pluricel·lulars, com per exemple un gos, i 

seguidament hi ha organismes no visibles a l'ull humà que són els organismes unicel·lulars, com per exemple 

una E. coli. Aquests últims també són coneguts com a microorganismes. 

Els microorganismes són éssers vius que només es poden veure a partir d'un microscopi. Aquests 

microorganismes estan contínuament en contacte amb l'exterior, d'aquesta manera els hi sorgeix la 

necessitat de la comunicació, sigui amb si mateixos o entre ells, per així portar a terme les tres funcions 

vitals. Hi ha moltes classes de microorganismes: fongs, algues cianofícies, bacteris, etc. 

Simultàniament, els organismes pluricel·lulars, com diu el nom, estan formats per diverses cèl·lules. 

Aquestes també tenen la necessitat de comunicació entre elles i amb si mateixes, ja que són la unitat bàsica 

estructural i funcional d'un organisme viu. 

Per poder comunicar-se, les cèl·lules i els microorganismes utilitzen un potencial d'acció ( situat a la seva 

membrana) que permet fer una gran varietat de funcions biològiques. 

La ciència va descobrir que es podia saber la viabilitat dels microorganismes i les cèl·lules a partir de la 

mesura d’aquest potencial d'acció, que des d'un inici l'eina més usada són els elèctrodes. En conseqüència, 

aquest projecte busca ajudar a una investigació més global per trobar una forma menys invasiva de 

comunicar-se amb els microorganismes o cèl·lules. Així doncs, una manera és fer servir la microfluídica la 

qual permet un control precís de fluids de l'ordre dels µL, possibilitant la manipulació de microelements 

físics i químics, com per exemple cèl·lules i molècules. En resum, un xip microfluídic per aplicacions de 

detecció de funcions biològiques. 

1.1. Origen del treball 

Aquest projecte sorgeix arran de la proposta dels meus tutors Lluís Jofre Cruanyes i Marc Jofre Cruanyes, 

que estaven i estan en un grup d'investigació que té col·laboració amb la Unitat de Maeztu de l'ETSEIB-UPC. 

Aquest està dedicat a combinar bioenginyeria, microfluídica i telecomunicacions per poder interactuar 

(detectar i/o comunicar) amb microorganismes i, en un futur, neurones. 

Abans d'entra en aquesta investigació, el projecte havia estat testejant amb micropartícules de plàstic, 

beads durant un període, i seguidament s'havien proposat començar a experimentar amb microorganismes. 
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D'aquesta manera, estaven buscant un perfil de bioenginyer/a per poder completar l'equip d'investigació, i 

així, poder avançar en la part que relaciona l'enginyeria amb la biologia. 

1.2. Objectius del treball 

L'objectiu general de la investigació, que aquest estudi és col·laborador, és poder comunicar-se amb 

microorganismes, en concret cèl·lules, a partir del disseny i testatge d'un xip microfluídic, i d'aquesta manera 

poder sensibilitzar el potencial de membrana de forma òptima i sense la necessitat d'utilitzar mètodes 

invasius. No obstant això, l'objectiu d'aquest projecte en concret és poder ajudar a aquesta investigació, i 

d'aquesta manera, està més a prop de la meta final. Per tant, els objectius específics d'aquest treball són: 

• Saber la forma més òptima de cultivar bacteris E. coli al laboratori de recerca. 

• Detectar bacteris (E. coli) a partir de la realització de protocols de marcatge de fluorescència amb 

marcadors d’ADN (SYBR green I). 

• Recerca sobre les diferències d’enfocament en un xip microfluídic entre beads i cèl·lules.  

• Ajustament d’un fotodetector amb la utilització de filtres de senyal elèctric i sense, i d’aquesta 

manera observa la potència de llum fluorescent de beads de 10 µm i 1 µm, i calcula la SNR (Relació 

Senyal/Soroll) de les beads de 10 µm i 1 µm, per fer comparació. 

1.3. Abast del treball 

L’abast d’aquest projecte tracta la primera part de bioenginyeria de la investigació general, disseny i testatge 

d’un xip microfluídic per sensar microorganismes.   

Primer, es realitza els primers cultius d’E. coli en aquesta investigació, seguidament es segueix un protocol 

de marcatge de fluorescència amb marcadors d’ADN, per així observa els bacteris amb un microscopi 

fluorescent. Per una altra banda, es recerca les diferències que hi ha entre l’enfocament de beads i 

microorganismes, a més de saber ajustar un fotodetector amb la utilització de filtre i sense. Tot això, amb 

l’objectiu que les E. coli passin pel xip microfluídic, siguin enfocades i detectades amb el fotodetector amb 

la finalitat de saber la seva viabilitat o detectar les seves funcions biològiques a partir de la fluorescència. 
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2. Marc Teòric Bio-Microfluídic 

2.1. Escherichia coli 

L’Escherichia coli, abreujat E. coli, és un bacteri que forma part de la microbiota del tracte gastrointestinal 

dels animals endotèrmics (capacitat de regular la seva temperatura corporal, un exemple és l’ésser 

humà)[2]–[5].  

2.1.1. Característiques d’E. coli 

L’E. coli és un bacteri bacil gram-negatiu no esporolable, és a dir la seva forma és cilíndrica allargada i la seva 

paret cel·lular consta d’una membrana externa i una membrana plasmàtica, i entre elles un espai 

periplasmàtic on es troba una capa molt prima de petidoglican.  Aquesta última estructura li dóna al bacteri 

la seva forma i rigidesa, i li permet resistir pressions osmòtiques ambientals relativament elevades. És 

anaeròbic facultatiu, això vol dir que es pot desenvolupar en presencia com en absència d’oxigen. Es 

produeix un metabolisme respiratori quan hi ha oxigen, i fermentatiu, en absència d’aquest. Està envoltat 

per fímbries, que són apèndixs proteics curts i prims i són utilitzades per adherir-se a les superfícies. A més, 

de flagels perítrics (que rodegen el seu cos) que són apèndixs mòbils que tenen la funció de mobilitat[2]–

[5].   

[6][7] 

A partir de les característiques esmentades, l’E. coli és un bacteri de la família enterobacteries i gènere 
Escherichia[5]. 

Per últim, com tot bacteri la seva informació genètica essencial està continguda en una única molècula 
d’ADN de doble cadena i circular, tancat amb enllaç covalent[8] .  

  

Figura 1 – E. coli 3D (esquerra) [6] i estructura E. coli (dreta) [7]. 
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2.2. Fluorescència i SYBR green I 

Les sondes fluorescents permeten als investigadors detectar components particulars de conjunts bio 

moleculars complexos, com cèl·lules vives, amb una sensibilitat i selectivitat molt alta[9]. 

2.2.1. Procés de fluorescència 

La fluorescència és el resultat d’un procés de tres etapes que ocorren en certes molècules anomenades 

fluorocroms.  Una sonda fluorescent és un fluorocrom dissenyat per respondre a un estímul específic o per 

localitzar una regió específica dintre d’una mostra biològica.  Així doncs, aquest procés té tres etapes[9]: 

Etapa 1: “Excitacion” 

Un fotó d’energia hγEX és subministrat per una font externa com per exemple un làser i és absorbit pel 

fluorocrom que s’ha posat a la mostra biològica, fent que la molècula fluorescent passi del seu estat 

fonamental (S0) a un estat d'excitació electrònic (S1’). (Fig.2)  

Etapa 2: “Excited-State Lifetime” 

L’estat excitat dura un temps finit (entre 1 a 10 nanosegons). Durant aquest temps, el fluorocrom pateix 

canvis conformacionals i està subjecte a una multitud de possibles interaccions amb el seu entorn.  Aquests 

processos tenen dues conseqüències importants. Primera, l’energia de S1’ es dissipa parcialment, fent que 

la molècula passi a un estat d'excitació electrònic estable (S1). Segona, no totes les molècules inicialment 

excitades per absorció (Etapa 1) regressen al seu estat fonamental (S0) per emissió de fluorescència. (Fig.2) 

Etapa 3: “Fluorescence Emission” 

L’última etapa, s’emet un fotó d’energia hγEM que retorna el fluorocrom al seu estat fonamental (S0). 

Aleshores, a causa de la dissipació d’energia durant l’estat excitat, l’energia del fotó emès és menor que el 

fotó d’excitació, i per tant la longitud d’ona del fotó d’emissió és major que la del fotó d’excitació. La 

diferencia d’energia o longitud d’ona és representada per (hγEX - hγEM) la qual s’anomena Canvi de Stokes. 

(Fig.2) 

Figura 2 – Diagrama de Jablonsk on ilustra el procés 
fluorescència. Etapa 1, 2 i 3 [9]. 
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2.2.2. Espectrometria de la fluorescència 

El procés de fluorescència és cíclic, és a dir un mateix fluorocrom s’excita i emet repetidament, excepte 

quan es destrueixi irreversiblement en l’estat excitat (un fenomen conegut com a “photobleaching”, quan 

el fluorocrom arriba al seu màxim de cicles de fluorescència), i aleshores ja no podrà emetre fotons, i per 

tant,  no hi haurà fluorescència [9]. Per exemple, en el cas de les beads són fins a 1000000 de cicles i en 

canvi l’E. coli 10000 cicles. D’aquesta manera, cada molècula té el seu propi “photobleaching”.  

Les transicions representades per hγEX i hγEM en la Figura 2 són reemplaçades per espectres d’energia 

amplis anomenats espectre d’excitació de fluorescència i espectre d’emissió de fluorescència, 

respectivament.  Així doncs, l’espectre d’excitació d’una sola espècie de fluorocrom sol ser idèntic al seu 

espectre d’absorció. Per tant, s’utilitza l’espectre d’absorció com a espectre d’excitació [9].  

Com podem veure a la Figura 3, l’espectre d’emissió de fluorescència és independent a la longitud d’ona 

d’excitació, a causa de la dissipació parcial d’energia en l’Etapa 2. En canvi, la intensitat d’emissió es 

proporcional a l’amplitud de l’espectre d’excitació en la longitud d’ona[9]. 

2.2.3. SYBR Green I com a fluorocrom 

El SYBR Green I nucleic acid gel stain és un tint fluorescent extremament sensitiu per detectar els àcids 

nucleics en gels d’agarosa i poliacrilamida.  El SYBR green I té una afinitat excepcional per l’ADN i una gran 

millora de fluorescència en unir-se a l’ADN – és almenys un ordre més sensible que el bromur d’etidi (agent 

intercalant usat comunament com a marcador d’àcids nucleics) -.  Té algunes característiques importants 

que la converteixen en el reactiu preferit per certes aplicacions, com és el cas d’aquest estudi [9]: 

• Tinció preferencial d’ADN: El SYBR green I té un augment de la seva fluorescència quan s’uneix a 

dsADN i oligonucleòtids que quan s’uneix a ARN.  A més de la seva gran selectivitat per seqüències 

d’ADN i oligonucleòtids. 

Figura 3 – Excitació 
d’un fluorocrom 
amb 3 diferents 
longitud d’ones 

(EX1, EX2, EX3) que 
no canvia el perfil 
d’emissió, però si 

produeix variacions 
en la intensitat 
d’emissió de la 

fluorescència (EM1, 
EM2, EM3) que 

corresponen a les 
amplituds dels 

espectres 
d’excitació [9]. 
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• Té una alta sensibilitat: Per la detecció d’oligonucleòtids (seqüència d’ADN), el SYBR green I és molt 

més sensible que el bromur d’etidi, ja que el SYBR green I és dos ordres de magnitud més gran de 

sensibilitat que el bromur d’etidi.  La seva sensibilitat és d’un 94%, així doncs és molt elevada. 

• Excepcional “low background”: El SYBR green I té un background molt baix, això significa que quan 

s’uneix a la molècula d’ADN emet una gran fluorescència, en canvi les partícules de SYBR green I no 

unides a ADN la seva fluorescència és mínima. D’aquesta manera, el Quantum Yield [que és 

l'eficiència d'emetre un fotó de fluorescència quan li arriba un fotó de bombeig (pump)] quan 

s’enganxa a una molècula d’ADN és de 0.8 (molt alt), però quan no està unit és de 0.05 (molt baix). 

Això fa que sigui el tint preferit per alguns instruments d’escaneig làser, ja que els nivells de soroll 

són inapreciables. 

• Compatibilitat espectral amb làsers i conjunts de filtres: El SYBR green I té diversos pics d’excitació: 

el primer pic d’excitació en UV ~250 nm. D’aquesta manera, és possible utilitzar la transil·luminació 

que té una longitud d’ona entre 370 nm a 510 nm, així es pot aconseguir més sensibilitat utilitzant 

una llum halògena amb una longitud d’ona de 254 nm, que una amb una longitud d’ona de 300 nm, 

la qual sigui capaç d’excitar les molècules de SYBR green I. Tanmateix, el pic d’excitació en llum 

visible del SYBR green I es troba a prop dels 497 nm, que està molt a prop de les principals línies 

d’emissió de molts instruments d’escaneig làser. Perquè la unió entre el SYBR green I i l’àcid nucleic 

mostra característiques espectrals molt similars a la fluoresceïna, que és compatible amb la majoria 

de filtres utilitzats en escàners làsers. 

 

Per tant, el SYBR green I té una gran selectivitat per l’ADN, una gran sensibilitat per la detecció 

d’oligonucleòtids i un baix background, és a dir, uns nivells de soroll inapreciables, a més de la seva 

compatibilitat espectral amb làsers i filtres. El conjunt de totes aquestes característiques fa que sigui el 

fluorocrom ideal per aquest estudi.   

  

Figura 4 – Longitud d’ones d’excitació(blau) i emissió (vermell) 
del SYBR green [9]. 
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2.3. Potencial de membrana 

Aquest projecte, com diu el títol vol arribar a sentir microorganismes mitjançant un xip microfluídic, així 

sense la necessitat d’elèctrodes, d’aquesta manera és necessari saber que és i com funciona el potencial de 

membrana, ja que és un punt clau per poder comunicar-se amb els microorganismes. De totes maneres, 

com s’ha dit anteriorment aquest projecte forma part d’una investigació molt més gran, per tant 

segurament en aquest estudi no s’arribarà a poder comunicar-se amb neurones i probablement tampoc 

amb E. coli a causa del poc temps. Tot i això, en aquest apartat es descriurà el potencial de membrana, les 

seves funcions i els diferents indicadors. 

Totes les cèl·lules [des de les procariotes (exemple: E. coli) fins a les eucariotes (exemple: neurones)] estan 

contínuament en contacte amb el medi exterior, per tant, com a éssers vius que són necessiten relacionar-

se amb el medi que les envolta. D’aquesta manera estan contínuament patint canvis en els gradients de 

concentració d’ions, generant senyals elèctrics que les permet comunicar-se amb l’exterior i ser capaces de 

fer les funcions vitals[10]–[15].  

Aquestes disparitats en la concentració i la permeabilitat dels ions importants al llarg de la membrana és el 

que es diu potencial de membrana (Fig. 5). D’aquesta manera, gràcies a les concentracions desiguals d’ions 

entre la membrana, aquesta posseeix una càrrega elèctrica.  

[16] 

Figura 5 – Potencial de membrana esquema[16]. 
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En el cas de les cèl·lules procariotes utilitzen els canvis de potencial de membrana per diferents funcions. 

Així, un tipus de cèl·lules procariotes són els bacteris, que aquests utilitzen el potencial de membrana per 

diferents objectius: transport de membrana, la síntesi d’ATP, la motilitat i la resistència als antibiòtics són 

processos impulsats per forces motores iòniques, l’energia obtinguda mitjançant la translocació d’ions a 

través de la membrana. Finalment, utilitzen el seu potencial de membrana com a mitjà de senyalització i 

processament de la informació[15].  

De manera que en produir-se una despolarització del potencial de membrana, els bacteris poden entrar en 

un estat "persistent" on es tornen més resistents als antibiòtics. Pel que fa a l'homeòstasi del pH està 

controlada per bombes de protons, que mantenen un PMF (força motriu de protons) i, per tant, depèn del 

potencial de la membrana. Respecte a la divisió cel·lular requereix un potencial de membrana per a la 

correcta localització del lloc de la divisió i pot ser inhibida pels protonòfors. Un altre punt és que el potencial 

de membrana bacteriana pot respondre dinàmicament a senyals moleculars i electroquímics, permetent 

així la comunicació intercel·lular[15].  

Finalment, com a exemple específic, en el cas de l’E. coli, que és el bacteri estudiat en aquest projecte, quan 

utilitza els canvis de gradient amb la finalitat de portar a terme alguns processos de transport, un exemple 

és per deixar entra la ß-galactosidasa (permeasa) per transport actiu lligat a simport de protons o el sucre 

melibiós per transport actiu lligat a simport d’ions de Na[11].  

D’altra banda, els canvis de potencial de membrana provoquen potencials d’acció i donen a les cèl·lules 

eucariotes la capacitat d’enviar missatges per tot l’organisme amb finalitats diferents. Per exemple, en 

l’ésser humà, a causa de la despolarització i repolarització en la membrana de les neurones motores són 

capaces d’enviar estímuls a les cèl·lules musculars amb objectiu locomotor, o les neurones sensitives enviar 

estímuls a altre tipus de neurones a fi que l’organisme estigui en contacte amb el medi exterior, i així produir 

alguna reacció a causa de l’estímul rebut si és necessari. La figura següent mostra el potencial d’acció d’una 

Figura 6 – Funcionalitat del potencial de membrana en 
bacteris [15]. 
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neurona humana i com es necessita un thershold per a què es realitzi el potencial d’acció, i així  que es 

puguin enviar estímuls o missatges per tot l’organisme. Cal recalcar, que les neurones no són les úniques 

cèl·lules eucariotes que produeixen potencials de membrana[12]–[14]. [17][18] 

2.3.1. Indicadors de potencial de membrana 

L’objectiu de la investigació global és poder percebre microorganismes sense la necessitat de ser invasius, 

és a dir, sense la utilització d’elèctrodes, per tant utilitzant mètodes indirectes. Així, en aquest projecte, 

s’utilitzarà en un futur els mètodes òptics que són aquells en els que s’utilitza la fluorescència per 

determinar el potencial de membrana.  Són mètodes que permeten als investigadors realitzar mesures dels 

potencials de membrana en orgànuls i bacteris, ja que són molt petits pels microelèctrodes.  

Els mètodes indirectes per la mesura de potencial de membrana inclouen els colorants estirils catiònics o 

zwitterions, les carbocianines i les rodamines catiòniques, els oxonols aniònics i híbrids i la merocianina 540. 

Depenent del colorant escollit determina factors com l'acumulació de les cèl·lules, el mecanisme de 

resposta i la toxicitat[9].   

2.3.1.1. Aplicacions dels mètodes de mesura de potencial per fluorescència 

La membrana plasmàtica d'una cèl·lula té un potencial transmembrana d'aproximadament –70 mV (negatiu 

a l'interior) a conseqüència dels gradients de concentració de K +, Na + i Cl– que es mantenen mitjançant 

processos de transport actiu [19], com s’explica en la Figura 8 .  

 

Figura 7 – Potencial d’acció en una neurona [17], [18]. 
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Els mètodes òptics poden utilitzar-se sondes intrínseques o sondes extrínseques[20]: 

• Mètodes potenciomètrics: utilitzen pigments intrínsecs (normalment naturals), que es localitzen en 

la membrana, els quals tenen grups elèctrics sensibles a la fluorescència amb canvis de potencial 

elèctric (com en el cas de la membrana), per tant, quan es produeix un canvi de potencial de 

membrana es veu reflectit com un canvi en la fluorescència.  

• Mètodes d’ions fluorescents: utilitzen pigments extrínsecs, són pigments sintetitzats fluorescents 

que s’uneixen a un ió específic present en la membrana. D’aquesta manera, en aquest mètode es 

mesura les intensitats de fluorescència durant un període de temps, les quals aniran varien segons 

la concentració de lligant (quantitat d’ió unit al pigment fluorescent), i d’aquesta manera la longitud 

d’ona  variarà segons les concentracions de lligant. Per tant, es mesura el coeficient entre la longitud 

d’ona on el pigment es troba unit a l’ió seleccionat i la longitud d’ona quan es troba de forma lliure. 

Aquestes mesures de coeficients són proporcional al potencial de membrana.  

Els mètodes potenciomètrics són una mesura indirecta de detecció de la translocació d’aquests ions, mentre 

que els mètodes d’ions fluorescents es poden utilitzar per mesurar directament els canvis de concentració 

d’ions específics.  A més, si es combinen amb tècniques d’imatge,  es poden veure les variacions en els 

potencials de membrana a través de les cèl·lules excitables. Obtenint una resolució espacial i una freqüència 

de mostreig sense la utilització de microelèctrodes.   

Figura 8 – Potencial d’acció (procés) [19]. 
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Els augments i disminucions del potencial de les membranes, denominats hiperpolarització i despolarització 

de la membrana (Fig.9), tenen un paper central en molts processos fisiològics, com la propagació de l’impuls 

nerviós, la contracció muscular, la senyalització cel·lular i la regulació dels canals iònics[10], [12]–[14]. Per 

això, és molt important saber com funciona el potencial de membrana i ser capaç de captar la variació de 

potencial en cada moment, a fi de saber si el funcionament és correcte. 

2.3.1.2. Selecció de mètodes per mesurar el potencial de membrana per fluorescència 

La selecció del millor colorant fluorescent per a una aplicació particular pot ser complicada per les variacions 

substancials en les seves respostes òptiques, la foto toxicitat i les interaccions amb altres molècules. Les 

sondes es poden dividir en dues categories en funció del seu mecanisme de resposta[9],[20]: 

Sondes de resposta ràpida:  

En resposta a un canvi en el camp elèctric circumdant, presenten un canvi en la seva estructura electrònica, 

i en conseqüència, en les seves propietats de fluorescència. La seva resposta òptica és prou ràpida per 

detectar canvis potencials transitoris (mil·lisegons) en cèl·lules excitables, incloses neurones simples, 

cèl·lules cardíaques i cervells intactes. No obstant això, la magnitud del seu canvi de fluorescència 

dependent del potencial és sovint petita; les sondes de resposta ràpida solen mostrar un canvi de 

fluorescència del 2-10% per cada 100 mV. 

Sondes de resposta lenta:  

Presenten canvis dependents del potencial en la seva distribució transmembrana que van acompanyats 

d’un canvi de fluorescència. La magnitud de les seves respostes òptiques és molt més gran que la de les 

sondes de resposta ràpida (normalment un canvi de fluorescència de l’1% per mV). Les sondes de resposta 

lenta, que inclouen carbocianines i rodamines catiòniques i oxonols aniònics, són adequades per detectar 

canvis en el potencial de membrana de cèl·lules no excitables causat per l’activitat respiratòria, la 

permeabilitat dels canals iònics, la unió a medicaments i altres factors.   

Figura 9 – Permeabilitats dels ions de membrana en el potencial d’acció [19]. 
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2.4. Mecànica de fluids a escala microscòpica 

L’estudi de mecànica de fluids (convencionalment, en ordres de magnitud macroscòpica) assumeix el fluid 

com un medi continu. Així, les variables com densitat, velocitat i pressió estan definides en tot l’espai i varien 

de forma contínua d’un punt a un altre dins del mateix fluid.  

Cal dir, que dins l’estudi de mecànica de fluids no és el mateix parlar d’escala macroscòpica que 

microscòpica, ja que el fluid està compost per agregacions de molècules que es mouen lliurament i no es 

troben fixes en aquest. D’aquesta manera, quan es parla sobre escales de magnitud macroscòpica és 

raonable assumir el medi com a continu, però a escales de magnitud microscòpica depèn en gran manera 

del problema estudiat. Així, si les molècules estan ben distribuïdes en relació amb l’escala de magnitud 

estudiada, l’assumpció de continuïtat és probablement vàlida. En canvi, si aquesta distribució no es dóna, 

l’assumpció prèvia és incorrecta. No obstant això, fins i tot en escales de magnitud microscòpica podem 

trobar centenars de molècules en un flux. D’aquesta manera, quan el nombre de molècules és suficient alt 

en un microcanal es pot considerar el flux com a continu[21]. 

En petits dispositius i geometries, els fluids, especialment els líquids, es poden considerar continus. Per tant, 

en l’estudi d’aquests fluxos es pot utilitzar una aproximació en la qual el medi és continu.  

La majoria de fluids en aplicacions microfluídiques estan delimitats per parets i, conseqüentment, les 

variables cinemàtiques i termodinàmiques a la vora d’aquestes parets és un tema d’investigació constant 

en escales petites. En el règim de treball en què es duu a terme aquest projecte s’utilitza la condició de no-

lliscament en les proximitats a la paret, ja que genera resultats d’acord amb experiments[21]. 

Hi ha diversos paràmetres que avaluen l’estat d’un fluid en moviment. En el cas del projecte, que és un fluid 

isotèrmic, els paràmetres importants són el nombre de Mach, el nombre de Knudsen i el nombre de 

Reynolds.  

El nombre de Mach (Ma) mesura la compressibilitat d’un fluid. Descriu la ràtio entre la velocitat del flux i la 

velocitat del so. Així, si el nombre de Ma < 1 són denominats subsònics, mentre que Ma > 1 són denominats 

supersònics. En cas, de Ma=1 és flux sònic. En el cas d’aquest estudi, el nombre de Mach és molt baix, per 

tant és un fluid subsònic, es pot considerar un fluid incomprensible. L’expressió del nombre de Mach 

correspon a  

𝑴𝒂 =
𝒖

𝒄
, 

on u és la velocitat del fluid i c és la velocitat del so en el medi. 

(Eq.2.1) 

 



Disseny i testatge d’un xip microfluídic per sensar microorganismes  

21 

 

El nombre de Knusden (Kn) descriu la distància que hi ha entre les molècules del fluid estudiat. Existeixen 4 

règims principals descrits per Kn. En el cas d’aquest projecte es tracta del primer règim, Kn < 0.01, per tant 

un fluid continu, i així es pot aplicar les equacions de Navier- Stokes i la condició de no-lliscament.  

L’expressió del nombre de Knusden correspon a  

𝑲𝒏 =
𝝀

𝑳
, 

on λ és el recorregut lliure mitjà d’una molècula, i L és el valor de l’escala de longitud física 

característica del flux. 

(Eq.2.2) 

EL nombre de Reynolds (Re) mesura la ràtio entre forces inercials i forces viscoses. En el cas que es troba el 

projecte és un flux laminar, per tant Re < 2300. L’expressió de Re correspon a  

𝑹𝒆 =
𝝆𝒖𝑳

𝝁
=

𝒖𝑳

𝝊
, 

on u i L són la velocitat i l’escala de longitud del flux, respectivament. 

(Eq.2.3) 

Així mateix, els fluids que tenen partícules en suspensió, per exemple, en el cas del projecte es té un fluid 

on les seves partícules disperses són els bacteris E. coli, són caracteritzats pel nombre d’Stokes i la relació 

de càrrega màssica (Mass Loading Ratio en anglès, MLR).  

El nombre d’Stockes (St) descriu el comportament d’una fase dispersa suspesa en el flux d’un fluid. Per tant, 

si les partícules disperses en el fluid, seguiran el flux del fluid. Així si St<< 1,  la fase dispersa es comporta de 

la mateixa manera que la fase portadora seguint el moviment del flux com és en el cas d’aquest estudi. 

L’expressió del nombre d’Stockes correspon a  

𝑺𝒕 =
𝝉𝒅

𝝉𝒑
, 

on τd és el temps de relaxació de la fase dispersa i  τp és la fase portadora. 

(Eq.2.4) 

El Mass Loading Ratio (MLR) és la ràtio entre les masses de la fase dispersa i la portadora. Per tant, descriu 

si les partícules disperses modifiquen el comportament del fluid en general. En el cas d’aquest projecte, es 

tracta d’un MLR << 1, molt petit, per tant la fase dispersa s’acobla al flux (acoblament unidireccional). 

L’expressió de Mass Loading Ratio correspon a  

𝑴𝑳𝑹 =
𝒎𝒅

𝒎𝒑
, 

on md és la massa de la fase dispersa i mp és la massa de la fase portadora. 

(Eq.2.5) 
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2.5. Enfocament de partícules en microfluídica 

2.5.1. Enfocament inercial 

L’enfocament inercial tracta de controlar la posició de les partícules a nombres de Reynolds moderats en 

un dispositiu microfluídic. D’aquesta manera, quan un tub és cilíndric entren partícules amb una distribució 

aleatòria queden enfocades en una corona circular situada entre el centre i les partes del tub. D’altra banda, 

quan es tracta d’un tub rectangular, les partícules queden enfocades en quatre regions, centrades en les 

parets del canal[21]. 

L’origen d’aquest procés és el balanç de les forces hidrodinàmiques de les partícules en les direccions 

transversals del flux limitat per les parets del canal. Així, en sistemes microfluídics s’han de considerar tres 

forces principals: la força d’interacció amb la paret, el gradient de força de sustentació tallant i la força 

d’arrossegament de Stokes. 

2.5.2. Enfocament en un fluid viscoelàstic 

Quan es tracta d’un fluid viscoelàstic, com és el cas d’aquest projecte, les partícules no es comporten com 

s’ha mencionat anteriorment, és a dir, l’enfocament inercial no es compleix, a causa que s’afegeix una 

quarta força, la força elàstica[21]. La conseqüència de l’actuació d’aquesta nova força fa que les partícules 

quedin desplaçades cap al centre del canal, ja que obliga aquestes a desplaçar-se en la direcció de menor 

esforç tallant. 

Figura 10 – Enfocament inercial; (A) en un tub circular (B) tub rectangular [21]. 

Figura 11 – Forces hidrodinàmiques: (a) Força d’interacció amb la paret, (b)  el gradient de força de sustentació tallant i  (c) la 
força d’arrossegament de Stokes [20]. 
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Així doncs, en aquest tipus de fluids intervenen les tres forces hidrodinàmiques més la força elàstica, fent 

que les partícules quedin suspeses en el centre del canal.  

A causa de l’addició d’aquesta nova força a l’equilibri hidrodinàmic, es canvia la definició d’algun dels 

nombres adimensionals i se n’afegeixen de nous. També varien lleugerament les equacions [21]. 

La caracterització del moviment d’un fluid viscoelàstic i de l’enfocament de partícules en fluxos microfluídics 

encapsulats per parets es defineixen eficientment pel Re descrit com 

𝑹𝒆 =
𝝆𝒇𝑼𝒄𝑫𝒉

𝝁𝒇
, 

on ρf i µf són la densitat i la viscositat dinàmica d’esforç tallant zero del fluid, respectivament. 

Uc és la velocitat al centre del canal i Dh=2WH/(W+H) és el diàmetre hidràulic amb W i H 

l’amplada i altura respectivament. 

(Eq.2.6) 

El nombre de Weissenberg descriu la ràtio entre les forces elàstiques i viscoses. L’expressió correspon a  

𝑾𝒊 = 𝝉𝒇�̇� =
𝝉𝒇𝑼𝒄

𝑫𝒉
, 

on τf és el temps de relaxació del fluid i  γ = 2Q/(HW2) és la velocitat tallant característica 

amb Q = WHUm com a taxa de flux volumètric i Um= (2/3)Uc la velocitat mitjana del fluid en 

un flux laminar dins d’un canal. 

(Eq.2.7) 

La ràtio entre el nombre de Weissenberg i Re correspon al nombre d’Elasticitat (El). A més a més, hi entren 

més nombres adimensionals com la Força elàstica d’una partícula (FE), la Força de sustentació tallant (FSG), 

la Força d’interacció amb la paret (FWI), el nombre de Peclet de la partícula (PeP), el nombre de diàmetres 

de partícula per diàmetre del canal (𝝀) i la llargada de canal que requereixen les partícules per assolir 

l’equilibri a l’eix central (Lf) [21].   

Figura 12 - Esquema de la interacció de les partícules amb el fluid, com les forces hidrodinàmiques actuen sobre les 
partícules en l'enfocament viscoelàstic inercial [21].  
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2.5.3. Enfocament de beads vs cèl·lules en una plataforma microfluídica 

Com s’ha dit, l’objectiu de la investigació que forma part aquest treball és poder enfocar microorganismes 

en un xip microfluídic per tal de mesurar el seu potencial de membrana a partir de la fluorescència. Així 

doncs, com ja s’ha explicat anteriorment els punts més rellevants de la part microfluídica, aquest apartat se 

centra en la part d’enfocament de microorganismes en un xip microfluídic.  

En aquesta investigació, abans de passar a microorganismes, s’ha utilitzat unes partícules anomenades 

beads, beads, per simular els bacteris o cèl·lules. Així, s’ha buscat informació que relacioni l’enfocament de 

beads fluorescents en un xip microfluídic amb l’enfocament de cèl·lules, per quan es tingui una idea clara 

de com enfocar una bead fluorescent d’1µm, es sapiga enfocar un bacteri, i tot seguit, una cèl·lula.   

Per tant, l’article: “Elasto-Inertial Focusing of Mammalian Cells and Bacteria Using Low Molecular, Low 

Viscosity PEO Solutions” escrit per Gregor Holzner, Stavros Stavrakis, i Andrew deMello, 2017; explica les 

característiques que necessiten les cèl·lules per enfocar-se i les diferències que hi ha amb les beads. 

En primer lloc, l’article compara l’enfocament de cèl·lules en un fluid Newtonià i un fluid viscoelàstic (Fig.13):   

Com es pot observar, l’enfocament en el fluid Newtonià es produeix a cabals de 20 µL /min, mentre que en 

el fluid viscoelàstic a cabals entre 20 µL/min i 40 µL/min. Tot i això, els resultats en el fluid viscoelàstic són 

més satisfactoris, ja que totes queden més compactes en un sol arxiu a prop de la línia central del canal [22].  

Així doncs, si es vol manipula cèl·lules vives viables, és beneficiós utilitzar solucions de baixa viscositat per 

evitar l’agregació, consegüentment a partir d’uns resultats s’observa que una solució de 0.4 MDa PEO és 

millor que 1 MDa PEO, ja que ofereix una gama més amplia de cabals que permeten l’enfocament de línia 

única. On els resultats són que les cèl·lules queden suspeses en una solució de viscositat uniforme (500 ppm, 

0.4 MDa PEO) i velocitats de flux entre 1 i 10 µL/min (Re= 0.4 -1.8), les cèl·lules queden distribuïdes sobre la 

secció transversal del canal, migrant de forma dèbil a les parets del canal. Quan la velocitat de flux augmenta 

(de 10 a 40 µL/min, Re = 1.8−7.4, Wi = 0.54−2.26), la distribució de les cèl·lules es redueix a un sol arxiu a 

prop de la línia central del canal [22].   

Figura 13 – Enfocament cèl·lules; (a) Fluid viscoelàstic (b) Fluid Newtonià [22]. 
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Seguidament, l’article esmenta que les partícules de beads es concentren de manera eficient en una sola 

línia quan la solució de PEO és de 1000 ppm. En canvi, les cèl·lules es poden enfocar en una solució de PEO 

de 500 ppm. Sempre que s’utilitzin les mateixes condicions de flux [22]. Així mateix, l'enfocament de les 

beads requereix una força elàstica major que les cèl·lules a causa de les propietats físiques de les beads.  

Doncs, les beads són esferes rígides e incompressibles amb una superfície llisa. En canvi, les cèl·lules són 

esferoides deformables i comprimibles amb una superfície no homogènia i densitat variable.  

La concentració de PEO determina dos paràmetres: la viscositat dinàmica (µf) i el temps de relaxació (λ). 

Així, a partir d’un script [ANNEX 1: Microfluidic_design (python)] on estan posades totes les variables i 

fórmules que s’han de tenir en compte, s’observa quins canvis produeix. En conseqüència, les variables que 

són afectades per aquesta modificació són: Nombre de Reynolds, Nombre de Reynolds de la partícula, 

Nombre de Weissenberg, Elasticitat, Focusing length estimation, Pressió diferencial total i el Nombre 

d’oscil·lacions requerides per enfocament.  

El focusing length estimation (LF) és la llargada del canal que les partícules requereixen per assolir l’equilibri 

a l’eix central. La qual un dels paràmetres que la determina és la viscositat dinàmica (µf). Com es pot veure 

en la seva expressió: 

𝑳𝑭 =
𝟑𝝅𝝁𝒇𝑫𝒉

𝟐

𝑪𝑺𝑮𝝆𝒇𝑼𝑪𝒅𝟐
~

𝝅𝝁𝒇𝑫𝒉
𝟐

𝑪𝑺𝑮𝝆𝒇𝑼𝑪𝒅𝟐
, 

on CSG pren valors en el rang de 0.02-0.05. FE és zero en l’eix central del canal i 

conseqüentment no es considera per calcular LF. 

(Eq.3.8) 

Consegüentment com més viscositat dinàmica tingui el sistema, més llargada de canal necessitaren les 

partícules per assolir l’equilibri. Per tant, el focusing length tindrà un valor més alt en 1000 ppm, és a dir, 

que les beads necessiten més llargada de canal per assolir l’equilibri a l’eix central que les cèl·lules.  

Per tant, com les beads necessiten un valor de LF més elevat, requereixen un nombre d’oscil·lacions més alt 

que les cèl·lules per enfocar-se. Ja que el nombre d’oscil·lacions que es necessita ve definit per la següent 

expressió:  

𝑶𝒔𝒄𝒇 =
𝑳𝒇

𝑼𝒎
𝒇, 

on f= Um/L és la freqüència d’oscil·lació. (L és la longitud de canal total). 

(Eq.3.9) 

Així mateix, LF i Oscf també vénen definits per Uc i Um com es pot observar en les equacions 3.8 i 3.9.  

Un cop vista la relació que hi ha entre les diferents variables: µf , λ, LF,Oscf, Uc, Um a partir de les equacions. 

Es proposa veure la relació entre les variables: µf , λ, LF, Uc, Um ; a partir de gràfiques, on els valors han sigut 
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extrets d’una taula de dades trobada en la referència [23], per saber la relació entre les beads o bacteris 

basant-se en el seu cabal o el focusing length.  

Primer de tot, es mostren les variacions que pateixen la viscositat dinàmica i el temps de relaxació segons 

la modificació en la concentració de PEO (0,4MDa) en el fluid [23]. 

Viscositat dinàmica: 

Com s’observa en aquesta primera gràfica, com més concentració tingui el PEO, el valor de viscositat 

dinàmica  augmenta, i per tant el fluid té una viscositat més alta, com ja s’havia dit. A més, la relació entre 

aquestes dues variables no és lineal, sinó exponencial. Seguidament, s’ha fet una línia de tendència i la 

gràfica ve definida per la següent expressió:  

𝒚 =  𝟎, 𝟎𝟎𝟏𝟕𝒆𝟎,𝟎𝟎𝟎𝟐𝒙, 

on y és la viscositat dinàmica, i x és la concentració de PEO. 

(Eq.3.10) 
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Figura 14 – Gràfica que mostra la variació de la viscositat dinàmica depenent de la concentració de PEO. 

Figura 15 - Gràfica que mostra la variació del temps de relaxació depenent de la concentració de PEO. 
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Com s’observa en aquesta segona gràfica, com més concentració tingui el PEO, el valor de temps de 

relaxació  augmenta. A més, la relació entre aquestes dues variables tampoc és lineal, sinó exponencial. 

Seguidament, s’ha fet una línia de tendència i la gràfica ve definida per la següent expressió:  

𝒚 =  𝟎, 𝟎𝟎𝟎𝟓𝒆𝟗𝑬−𝟎𝟓𝒙, 

on y és el temps de relaxació i x és la concentració de PEO. 

(Eq.3.11) 

En segon lloc, es proposa veure les variacions que pateixen les variables: Lf, Uc i Um en diferents situacions 

proposades. Per fer-ho, s’ha utilitzat el script de l’Annex 1 i l’Excel. Els valors de µf s’han calculat a partir de 

l’Eq. 2.10. I les variables Lf, Uc i Um s’han calculat a partir del script de l’Annex 1.  

 
CAS Lf: Uc i Um constants, variació de la concentració de PEO en el fluid:  

En aquest primer cas, la Uc i Um es mantenen constant mentre que la concentració de PEO en el fluid varià, 

i d’aquesta manera, altera els valors de Lf.  En aquest cas, Um té un valor de 0,2 m/s. 

Com s’observa, com més concentració de PEO té el fluid, més viscositat, i per tant la longitud d’enfocament 

necessària per a què les partícules s’enfoquin augmenta, com ja s’havia dit anteriorment. 
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Figura 16 – Gràfica que mostra la variació de Lf en funció de la concentració de PEO, on Um i Uc són 
constants. 
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CAS Uc i Um : Lf constant, variació de la concentració de PEO en el fluid: 

En aquest segon cas, Lf és manté constant, mentre que la concentració de PEO en el fluid varià, i per tant, 

Uc i Um es veuen afectades. En aquest cas, Lf té un valor de 0,01 m. 

Si augmenta la viscositat de PEO, i la Lf és constant, la Uc augmenta, i d’aquesta manera la Um també. Per 

tant, les beads necessitaren un cabal més alt que els bacteris, ja que la concentració de PEO és més elevada. 

En conclusió, com s’ha llegit en l’article i com s’ha observat en les gràfiques,  el valor d’Elasticitat disminueix 

a causa de la reducció en el valor de viscositat dinàmica, i d’aquesta manera  la concentració de PEO  en el 

fluid també baixa. Per tant, per una concentració de PEO més alta es necessita un valor de focusing length 

més elevat si el fluid es troba en les mateixes condicions. Tanmateix, si es vol un valor de focusing legth 

constant, augmentarà el cabal de les partícules per enfocar-se. Així doncs, si es vol el mateix valor de Lf, les 

beads necessiten un cabal més elevat que els bacteris, ja que la seva concentració de PEO en el fluid és el 

doble.  
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Figura 17 – Gràfica que mostra la variació de Uc (blau) i Um (taronja) en funció de la concentració de PEO, 
on Lf és constant. 
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3. Metodologia, resultats i discussió 

En aquest apartat del treball es tracta la teoria mencionada anteriorment en el laboratori.  

3.1. Cultiu E. coli  

La cultivació és un mètode que promou la multiplicació de microorganismes, en aquest cas bacteris E. coli, 

per això es prepara un medi òptim per afavorir el creixement dels microorganismes desitjats. 

3.1.1. Material  

Es necessita una sèrie de materials: 

Primer de tot,  ceps de bacteris d’E. coli, els quals s’utilitzen per cultivar E. coli i per tant augmentar el 

nombre de bacteris d’E. coli que hi ha en un inici. 

En segon lloc, la incubadora, un dispositiu que serveix per mantenir i fer créixer cultius microbiològics o 

cultius cel·lulars. Doncs, ens proporciona una quantitat elevada de bacteris E. coli. Per tant, proporcionarà 

les condicions adequades de temperatura, oxigen i complements nutritius per accelerar el creixement de 

microorganismes, en aquest cas E. coli. 

En tercer lloc, el Medi Líquid LB (comprat a proveïdor especialitzat), caldo nutricionalment ric que s’utilitza 

principalment per cultiu de bacteris. 

En quart lloc, el Bunsen, que s’utilitza per esterilitzar l’aire on es fa el cultiu d’E. coli. Per tant, estarà obert 

mentre es faci el procediment, excepte durant la incubació. 

En cinquè lloc, un microscopi, portaobjectes, i cobreobjectes per veure com evoluciona el cultiu. 

Finalment, es necessiten altres materials com micropipetes, puntes de micropipetes per mesurar els volums 

necessaris per fer la cultivació d’E. coli (Important: no reutilitzar pipetes). A més, es necessiten tubs d’assaig  

on fer les diferents mescles i on es deixaren que creixin els bacteris. I per últim parafilms, que s’utilitza per 

tapar els tubs d’assaig per quan es posin a la incubadora.  
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3.1.2. Metodologia 

Es fa una dissolució de 10% del cultiu d’E. coli i un 90% de líquid LB en un tub d’assaig de 10 mL. Seguidament, 

s’ha de tapar el tub d’assaig amb parafilm i es deixa en la incubadora, a una temperatura de 37 °C durant 

24 hores a 125 rev /min [detalls a l’ ANNEX 2: Preparació del stock inicial, ANNEX 3: Protocol cultiu E. coli]. 

Després de fer diversos cultius d’E. coli i quan s’arribi a una concentració de 109 E. coli/mL, es guarda el cultiu 

a la nevera. 

Esquema Preparació del stock inicial 

Esquema Protocol cultiu E. coli 

  

Figura 18 – Esquema de preparació del stock inicial. 

Figura 19 – Esquema protocol cultiu E. coli. 
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3.1.3. Laboratori, resultats i discussió  

En el laboratori es fa els diferents protocols, preparació del stock inicial i protocol cultiu E. coli.  

Laboratori 

En primer lloc, es mostren una sèrie d’imatges per il·lustrar cinc cèntims del procediment que s’ha portat a 

terme en el laboratori. 

En la primera imatge s’observa tot el material necessari per fer un cultiu d’E. coli: incubadora, micropipetes, 

puntes de pipeta, microscopi, líquid LB, pellet E. coli, eppendorfs, xeringues, bunsen, portaobjectes, 

cobreobjectes, tubs d’assaig, parafilm, etiquetes, retolador, paper per netejar i etanol. 

En aquesta segona imatge, es mostra el pot on va el pellet d’E. coli (CRM, 100000 CFU), l’eppendorf amb 

100 µL de líquid LB amb el pellet d’Ecoli disolt i els dos tubs [9 mL de líquid LB amb una concentració de 104 

E. coli/mL (no incubat) i 10 mL de líquid LB amb una concentració inicial de 103 E. coli/mL (incubat)]. 

 
  

Figura 20 – Material preperat per cultivar E. coli. 

Figura 21 – (A) Pot on es troba pellet d’E. coli, (B) Eppendorf on està disolt el pellet d’E. coli amb 100 µL 
liquid LB, (C) Tubs d’assaigs (esquerra) incubat, (dreta) no incubat. 
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En la següent imatge, es mostra la incubadora amb dos tubs d’assaig (10 mL de líquid LB amb una 

concentració inicial de 103 E. coli/mL en cada un), on la incubadora està programada per mantenir una 

temperatura de 37 graus Celsius amb una velocitat d’oscil·lació de 125 rev/min durant 24 hores. 

En la següent imatge s’ensenya el microscopi utilitzat, que és un microscopi biològic invertit fluorescent. On 

en un dels tubs oculars hi ha una càmera, que transmet el que percep a un monitor de pantalla a través d’un 

programa anomenat ToupViewer, el qual facilita la gravació i la mostra d’imatges.  

 

Figura 22 – Incubadora (37 °C, 125rev/min, 
24 hores). 

Figura 23 – Microscopi biòlogic invertit 
fluorescent. 
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Resultats 

Seguidament es mostra l’evolució del cultiu, el qual passa a tenir una concentració baixa en E. coli a una 

concentració alta. Les imatges han estat tretes a través del programa ToupViewer utilitzant el microscopi 

mostrat en la Figura 23. 

En un inici, s’extreu una mostra de 5 µL de l’eppendorf on hi ha 100 µL de líquid LB i es troba dissolta la 

pildora d’E. coli, com indica en el pas 3 de la Figura 18. 

Així, s’observa la mostra en el microscopi amb els objectius 40x i 60x. L’objectiu 100x no s’ha pogut utilitzar 

perquè està espatllat i no enfoca.  

En aquesta primera figura (Fig. 24), s’observen dues imatges on es mostren 4 distingibles E. coli abans de la 

incubació utilitzant l’objectiu 40x. La diferència entre aquestes dues imatges és que la imatge de la dreta és 

l’original, mentre que la imatge de l’esquerra ha estat processada per facilitar l’observació de les E. coli. 

 

 

 

 

 

 

En aquesta segona figura (Fig.25), s’observen dues imatges on es mostren unes quatre E. coli abans de 

l’incubació, captades amb l’obejctiu 60x. La diferència entre aquestes dues imatges és la mateixa que 

l’anterior, la imatge de l’esquerra és l’original, mentre que la imatge de l’esquerra ha estat processada per 

veure millor les E. coli.  

  

Figura 24 - Imatges extretes del microscopi amb l’objectiu 40x, original (esquerra) i amb filtre 
(dreta), cultiu no incubat. 

Figura 25 - Imatges extretes del microscopi amb l’objectiu 60x, original (esquerra) i amb 
filtre (dreta), cultiu no incubat. 
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Seguidament, s’ensenya una sèrie d’imatges captades pel microscopi recollides 24 hores més tard, per tant 

quan el cultiu ja s’ha incubat a 37 °C a 125 rev/min durant 24 hores.  Les imatges de la primera figura (Fig.26) 

s’ha utilitzat l’objectiu 40x i les imatges de la segona figura (Fig. 27) han estat captades amb l’objectiu 60x. 

Cada figura té dues imatges, on la imatge de la dreta és l’original, i la imatge de l’esquerra és la imatge 

original processada per una millor visualització de les E. coli. 

A continuació, es mostra una figura (Fig.28) on es veuen E. coli en diferents posicions Z (de profunditat). Les 

que es troben en la mateixa posició Z a la qual s’està observant amb el microscopi es veuen negres, mentre 

que les que es troben en una posició Z diferent es veuen blanques amb contorn negre. Aquestes imatges 

han estat tretes amb el microscopi utilitzant l’objectiu 40x. La primera imatge de la figura és l’original, 

mentre que la segona imatge se la figura ha estat processada per una millor visualització de les E. coli. 

 

Figura 27 - Imatges extretes del microscopi amb l’objectiu 40x, original (esquerra) i amb filtre (dreta), cultiu incubat 24 hores. 

 

Figura 26 - Imatges extretes del microscopi amb l’objectiu 60x, original (esquerra) i amb filtre (dreta), cultiu incubat 24 hores. 
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Discussió dels resultats 

Durant la realització dels cultius s’han trobat diferents problemes. En un inici, es tenia una solució d’E. coli 

que tenia dos anys la qual es volia veure si  seguien tenint viabilitat. Després de la realització de diversos 

cultius, es va veure que realment les E. coli que quedaven estaven mortes, ja que no es veia creixement d’E. 

coli en els cultius que es van fer, a més, els diferents cultius estaven contaminats per bacteris cocs, bacteris 

comuns de contaminació, encara que es va tenir tota la cura per no patir una contaminació. En segon lloc, 

la incubadora va arribar tard, causant un retard en la investigació, així es va haver de buscar un pla B, una 

solució alternativa per fer cultius sense la necessitat d’una incubadora, d’aquesta forma es va utilitzar una 

iogurtera (que era l’encarregada de mantenir la temperatura a 37 °C durant 24 hores) i un shaker (que 

mantenia una velocitat d’oscil·lació de 125 rev/min), tot i això, els resultats van ser nuls, ja que la solució 

estava contaminada. Seguidament, quan es va veure que la solució no era vàlida a causa de la viabilitat de 

les E. coli, es va encarregar pellets de cepa nova d’E. coli. D’aquesta manera, es va retardar el projecte. 

Tanmateix, es va poder fer els nous cultius d’E. coli en la incubadora professional, on s’han obtingut resultats 

amb èxit. En aquesta part de l’estudi, s’ha pogut observar de primera mà, la necessitat de tenir una 

incubadora per fer un cultiu, ja que permet incubar de forma ràpida, eficient i eficaç.  A més, de la necessitat 

de mantenir tot el material del laboratori estèril. 

Així doncs, després d’haver vist els resultats que s’han exposat en les diferents figures (Fig. 24 - 28), 

s’observa clarament un creixement de cultiu d’E. coli. Com d’un cultiu no incubat (Fig. 24, 25) en el qual 

s’observen quatre E. coli passa haver-hi moltíssima E. coli quan han estat incubades (Fig. 26, 27). Per tant, 

es pot dir que els resultats són satisfactoris, ja que el nombre d’E. coli s’ha multiplicat 1000 vegades, i 

d’aquesta manera s’han incubat en un medi òptim per elles. 

 

  

Figura 28 - Imatges del microscopi amb l’objectiu 40x, original (esquerra) i amb filtre (dreta), cultiu incubat 24 hores. 
Observació de les diferents posicions de profunditat (Z) de les E. coli. 
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3.2. Preparació mostra objectiu i protocol de marcatge de fluorescència 

amb SYBR green 

Un cop fet el cultiu d’E. coli, s’ha de preparar el fluid que s’utilitzarà després per la detecció de bacteris en 

la plataforma microfluídica utilitzant els protocols de marcatge de fluorescència i l’enfocament de bacteris 

en una plataforma microfluídica. En aquest apartat, es tracta els protocols de marcatge de fluorescència i la 

preparació del fluid. 

Així doncs, la nostra mostra-preparació objectiu és una solució de 10 mL de 105 E. coli/mL amb SYBR green 

1X en aigua pura i 500 ppm de PEO. 

En un principi en el laboratori es té 500µL SYBR green I 10000X, el cultiu d’E. coli amb una concentració de 

109 E. coli/mL, i 50mL de 10000 ppm PEO [ explicat a l’ ANNEX 4: Preparació PEO de 10000 ppm (50 mL)].  

3.2.1. Protocol - guardat de SYBRgreen 

En el laboratori es té 500 µL SYBR green I 10000X, i el que es necessita en la preparació objectiu és SYBR 

green I de 1X [explicació sobre que significa 10000X i 1X a l’ANNEX 5:  Concentracions de dilucions] 

Així doncs, en primer lloc, el que es vol és guardar els 500 uL de SYBR green I 10000X en eppendorfs de 

0.5mL, on es posarà  50 µL del stock inicial en cada eppendorf, per tant es necessiten 10 eppendorfs. Els 

motius de distribuir els 500 µL de SYBR green I 10000X en diferents eppendorfs són: 

• Mínim contacte amb l’ambient, així que hi hagi la mínima contaminació que es pugui, ja que no 

s’obrirà el recipient gran cada vegada que es necessiti agafar SYBR green I.  

• Disminució de la concentració de SYBR green I de manera gradual. Això vol dir, que no és disminueix 

la concentració inicial 10000 vegades de forma directa, sinó que es disminueix dos cops 100 

vegades la concentració, d’aquesta manera es fa de forma gradual. Així,  la concentració de 10000X, 

passa a ser 1000X i després 1X. 

Seguidament, s’agafa un dels eppendorfs de 50 µL amb SYBR green I 10000X, i es reparteixen els 50 µL de 

SYBR green I 10000 X en 10 eppendorfs, posant 5 µL de SYBR green I 10000X en cada eppendorf. I després 

45 µL de DMSO en cada un dels eppendorfs. Així, s’obté 10 eppendorfs de 50 uL amb SYBRgreen 1000 X. 

[Justificació amb càlculs a l’ANNEX 6: Càlculs SYBR green I] 

Un cop és realitzat l’anterior procediment, es segueixen les següents pautes: 

• Eppendorfs en no ús, per guardar: al congelador a -12 °C. 

• Eppendorfs en ús: a la nevera a 5°C. 
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Esquema Protocol-Guardat SYBR green I de 10000X 

Esquema Protocol-Guardat SYBR green I de 10000X a 1000X 

3.2.2. Protocol- dilució del cultiu E. coli (109 E. coli/mL a 107 E. coli/mL) 

En el laboratori es té una solució de 10 mL amb una concentració de 109 E. coli/mL, i pel estudi es necessita 

una concentració de 105 E. coli/mL. D’aquesta manera, es diluirà la mostra de 109 E. coli/mL de forma 

seriada, primer 107 E. coli/mL i finalment, 105 E. coli/mL . Per tant, es realitza dues dilucions seriades per 

arribar a la concentració objectiu, i així disminuir errors de mesura. 

Aleshores, en  un tub d’assaig de 10 mL es diposita: 

• 10 mL d’aigua pura si és per detectar bacteris. 

• 10 mL de PSB si es vol conservar la viabilitat dels bacteris. 

Figura 29 – Esquema protocol-guardat SYBR green I de 10000X. 

Figura 30 – Esquema protocol- guardat SYBR green I de 10000X a 1000X. 
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D’aquesta manera, s’agafa 100 µL de la solució de 109 E. coli/mL i es diposita en el tub d’assaig, per així 

obtenir una concentració de 107 E. coli/mL. [Justificació del procediment amb càlculs a l’ANNEX 7: Càlculs 

de la dilució d’E. coli] 

Esquema Protocol-dilució del cultiu E. coli (Pas 1-Pas 2) 

3.2.3. Preparació mostra objectiu (10 mL de 105 E. coli/mL amb SYBR green I 1X i 500 ppm de 

PEO): 

Un cop fet tots els procediments esmentats anteriorment, ja es pot preparà la mostra objectiu que 

s’utilitzarà en un futur. En el laboratori es té 50µL SYBR green I 1000X, una solució de 10 mL de 107 E. coli/mL 

i una solució de 10000 ppm de PEO.  

3.2.3.1. Material: 

Per fer la preparació de la mostra objectiu es necessita el següent material: 

• 10 µL de SYBR green I 1000X 

• 100 µL de la solució de 10 mL de 107 Ecoli/mL 

• 500 µL de la solució de 10000 ppm de PEO 

• 10 mL d’aigua pura (si es vol detectar bacteris) o PSB (per mesurar el potencial d’acció dels bacteris) 

• Pipeta i puntes de pipeta 

• Xeringa i filtre de 0,2 µm.  

• Tub d’assaig de 10 mL 

• Bunsen, parafilm, paper d’alumini. 

Figura 31 – Protocol- dilució del cultiu E. coli, de 109 E. coli/mL a 107 E. coli/mL (Pas 1 a Pas 2). 
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3.2.3.2. Metodologia: 

El procediment per la preparació  del fluid és el següent: 

1. S’obre el bunsen perquè esterilitzi el medi, s’agafa el tub d’assaig de 10 mL i es dipositen 10 mL 

d’aigua pura o PSB amb l’ajuda d’una xeringa, en el cas de l’aigua és necessari utilitzar el filtre de 

0,2 µm. 

2. Es diposita 100 µL de la solució de 10 mL de 107 E. coli/mL per aconseguir una concentració de 105 

Ecoli/mL.  

3. Es diposita 10 µL de SYBR green I 1000X amb l’ajuda de la pipeta, i així s’obté una concentració de 

1X. 

4. Es tapa amb parafilm, es cobreix el tub d’assaig amb paper d’alumini i es barreja el fluid suaument. 

Després, es deixar incubar 10 min. 

5. Finalment, s’agrega 500 µL de la solució de 10000 ppm de PEO, per aconseguir una concentració 

de 500ppm de PEO en la mostra final. 

[Justificació del procediment a l’ANNEX 8: Càlculs preparació de fluid]  

Esquema preparació mostra objectiu: 

 

  

Figura 32 -Esquema preparació mostra objectiu. 
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3.2.4. Laboratori   

En el laboratori es porta a terme tots els protocols, protocol- guardat SYBR green I, protocol-dilució del cultiu 

E. coli i preparació mostra objectiu. On s’hi ha près algunes fotografies per mostrar com ha estat el 

procediment.  

Protocol- guardat SYBR green I 

Durant la realització del protocol- guardat SYBR green I, es va fer amb el llum apagat i una làmpada per a 

què el fluorocrom patís el mínim. En conseqüència, les imatges mostrades no tenen la millor qualitat. 

En primer lloc,  s’ensenya una imatge (Fig. 33) on es veu el SYBR green I amb una concentració de 10000X i 

l’altre amb una concentració de 1000X.  Com es pot observar el SYBR green I 10000X té un color vermell 

més intens que el SYBR green I 1000X, que té un color més ataronjat. Això és a causa de la concentració que 

s’ha dividit entre 10.  Un altre punt interessant és que el seu color no és verd com diu el nom, ja que el SYBR 

green I quan no està unit a una cadena d’ADN és de color vermellós. 

En segon lloc, es mostra una imatge (Fig. 34) on es veu el SYBR green I que s’ha guardat al congelador, on hi 

ha 9 eppendorfs de SYBR green I 10000X de 50 µL, ja que s’ha gastat un per fer els eppendorfs de SYBR 

green I 1000X. A més, es veuen 6 eppendorfs de SYBR green I 1000X de 50 µL, no es mostren 10 eppendorfs 

perquè els altres 4 es guarden en la nevera per tenir-ho a mà. 

B A 

Figura 33 – SYBR green I, (A) de 10000X i (B) de 
1000X. 

Figura 34 – SYBR green guardat en el congelador ( 9 eppendorfs de SYBR green I 10000X i 6 de SYBR green 
I 1000X). 



Disseny i testatge d’un xip microfluídic per sensar microorganismes  

41 

 

Protocol- dilució del cultiu E. coli 

Seguidament,  s’ensenya una imatge (Fig. 35) del protocol- dilució del cultiu E. coli on es veu un tub de 10 

mL de líquid LB amb una concentració de 109 E. coli/mL, i un altre tub de 10 mL d’aigua purificada amb una 

concentració de 107 E. coli/ mL. En aquest segon tub, podria ser PBS, però com no s’anava a mirar la viabilitat 

dels bacteris, s’ha posat aigua filtrada.  

Preparació mostra obejctiu 

Seguidament,  s’exposa una imatge (Fig. 36) on es veu tot el material necessari per a la preparació de la 

mostra objectiu: micropipeta, puntes de pipeta, aigua, xeringues, filtres de 0,2 µm, solució de  10000 ppm 

de PEO, 10 mL d’aigua purificada amb una concentració de 107 E. coli/ mL, 1 eppendorf de 50 µL de SYBR 

green I 1000X, bunsen, parafilm, paper d’alumini, etiquetes, rotulador, paper per netejar i etanol. 

Figura 35 – Dilució del cultiu E. coli, (A) 10 mL de 109 E. coli /mL i (B) 
10 mL de 107 E. coli /mL. 

A 

A 

B 

B 

Figura 36 – Material necessari per la preparació de la mostra objectiu. 
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Per últim, es mostra en la següent imatge (Fig. 37) com queda la solució  de la mostra objectiu, 10 mL d’aigua 

pura amb una concentració de 105 E. coli/ mL, SYBR green I 1X i 500ppm de PEO. En aquesta imatge es veu 

en primer lloc, la solució amb parafilm i la seva etiqueta, i en segon lloc, el tub envoltat de paper d’alumini 

que és com s’ha de guardar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 37 – Solució objectiu: 10 mL d d’aigua pura amb una concentració de 105 
E. coli/ mL, SYBR green I 1X i 500ppm de PEO. 
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3.3. Microscopi biologic invertit fluorescent, filtres cube  i SYBR green I 

Un tema molt important per seguir amb el projecte és saber com funciona la configuració de fluorescència 

del microscopi que hi ha al laboratori.  

Hi ha moltes clases de microscopis, segons la seva configuració, característques, sistemes d’il·luminació i 

elements utilitzats per a l’obtenció d’imatges: microscopi simple, microscopi compost, microscopi 

electrònic, etc [24].  

En el laboratori es té un microscopi biològic invertit fluorescent, que està especialment dissenyat per a 

l’observació de cultius cel·lulars. Aquest tipus de microscopi és útil per obtenir imatges en camp clar 

(brightfield), en contrast de fases (phase contrast) i de fluorescència (epifluorescent). [25]–[27] 

 

L’estructura del microscopi del laboratori és invertida en comparació al microscopi convencional, ja que es 

tracta d’un microscopi invertit. La font de llum i el condensador estan ubicats per sobre de la platina del 

microscopi mentre els objectius estan col·locats en la part inferior. El seu funcionament i la formació de la 

imatge és el mateix que el del microscopi tradicional[28].  

Figura 38 – Imatge microscopi feta  amb camp clar (brightfield), amb contrast de fases (phase contrast) i amb  fluorescència 
(epifluorescent), respectivament començant des de la imatge esquerra [24]–[26]. 

Figura 39 – Microscopi òptic tradicional (Imatge esquerra), Microscopi invertit (Imatge dreta) [23]. 
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Un cop explicat el funcionament general, seguidament s’exposa la configuració de fluorescència a fi de 

conèixer com poder enfoca els bacteris amb el SYBR green I. 

Com s’ha dit, és un microscopi que té diferents modes (brightfield, phase contrast, epifluorescent) que 

s’escullen en funció d’uns filtres. Aquests filtres en el microscopi del laboratori estan instal·lats en un control 

lliscant de filtre on caben 3 (com es mostra en la Fig.40): filtre empty (per el mode brightfield i phase 

contrast), filtre B (mode fluorescència blue excitation) i filtre G (mode fluorescència green excitacion). 

Aquests filtres són els anomenats filters cube.[29] 

Un filtre cube té una estructura (Fig.41) que deixa passar un determinat rang de longituds d’ona d’excitació 

(excitacion clean-up filter), i rebota en el Dichroic Mirror si la longitud d’ona és inferior a longitud d’ona del 

Dichroic. Així, aquesta arriba a la mostra i excita el fluorocrom, el qual produeix una longitud d’ona d’emissió 

que ha de travessar el Dichroic Mirror, per tant ha de ser superior a la longitud d’ona del Dichroic, i el Barrier 

Filter (emission filter), on també ha de ser superior a la longitud d’ona del Barrier Filter. Les longituds d’ona 

dels filtres vénen definides pel fabricant. En funció del filtre, deixa passar un tipus de fluorescència o una 

altra.[30] 

Així doncs, el microscopi del laboratori s’ha dit que té tres filtres, un està buit perquè deixar passar tota la 

llum, i per tant s’utilitza per al mode brightfield o mode phase contrast, i els altres dos pel mode 

fluorescència. Les diferents característiques d’aquests dos filtres està en una taula (Taula 3.1) del datasheet 

del microscopi, la qual s’exposa a continuació: 

Figura 40 – Exemple de control lliscant de filtre amb 3 filtres cube [29]. 

Figura 41 – Filtre cube esquema (A) i funcionament filtre cube (B) [30]. 
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Taula 3.1 : Característiques  dels filtres cube del laboratori 

FILTER Excitation Dichroic Mirror Barrier Filter 

BLUE EXCITACION BP460～490 DM500 BA520 

GREEN EXCITATION BP480～550 DM570 BA590 

Per últim, mencionar que pel mode fluorescència es necessita una llum diferent de la natural, per això en el 

cas d’aquest estudi es fa servir un làser de longitud d’ona de 488 nm pel mode de fluorescència.   

APLICACIÓ CAS ESPECÍFIC EN EL LABORATORI:  

Seguidament, s’exposa el cas específic que s’estudia, i quin filtre s’escull per aquesta aplicació. 

El làser, l’encarregat d’excitar el SYBR green  I (fluorocrom), té una longitud d’ona de 488 nm. I el SYBR green 

I, com s’ha vist en la Figura 3, té una longitud d’ona d’excitació en 497 nm (amplada de 100 nm) i una 

longitud d’emissió en un rang entre 520 nm i 620 nm.  

Per tant, el Filter Excitation de les dues configuracions (Blue i Green) deixen passar la longitud d’ona del 

làser, ja que està dintre del rang, on en el Blue Excitation, el filtre té un rang entre 460 nm i 490 nm i en el 

Green Excitation  té un rang entre 480 nm i 550 nm. Seguidament, rebota en el Dichroic mirror de les dues 

configuracions, ja que la longitud d’ona és menor a 500 nm en Blue Excitation o 570 nm en Green Excitation.   

Així, un cop la llum del làser hagi rebotat en el Dichroic mirror, arriba a la mostra i excita satisfactòriament 

el SYBR green I, ja que l’ona d’excitació que rep és de 488 nm i es troba dintre del rang de les longituds 

d’ones  d’excitació d’aquest fluorocrom (entre els valors 425 nm i 525 nm). En conseqüència, el SYBR green 

I emet una longitud d’ona que ha de traspassar el Dichroic mirror, mentre que la longitud d’ona del làser ha 

de rebotar en el Dichroic. Així doncs, en la configuració Blue separa les dues longituds a 500 nm de forma 

òptima, ja que l’ona del làser és menor de 500 nm i l’ona de fluorescència del SYBR green I és major a 500 

nm, per tant traspassa el Dichroic. Tanmateix, en el cas del filtre Green separa de forma menys óptima, ja 

que talla la majoria de fluorescència del SYBR green I, a causa que talla tota l’emissió de 500 nm fins a 570 

nm, només deixant passar la potència óptica de fluorescència que hi hagi  major a 570 nm (molt menys del 

30% de la potència de fluorescència del SYBR green I). Tot seguit, la fluorescència que traspassa el Dichroic 

Mirror es troba amb el Barrier Filter, on ha de tornar a passa per així arribar al tub d’observació. D’aquesta 

manera, en el cas de la configuració Blue, la longitud d’ona ha de ser més gran 520 nm per poder creuar, 

així més del 80% de la potència de fluorescència passa. Mentre que el Barrier Filter per a la configuració 

Green és 590 nm, deixant passar només un 10% de la potència de fluorescència cap al detector, i per tant, 

no òptim. 

 En conclusió, el filtre que s’hauria d’escollir per aquest cas específic és el Blue Excitacion.  
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3.4. Detecció de bacteris a partir de la realització de protocols de marcatge 

de fluorescència amb marcadors d’ADN 

Un cop s’ha fet la preparació de la mostra objectiu i ja se sap com funciona el microscopi i els filtres cube, ja 

es pot realitzar la detecció de bacteris a partir de protocols de marcatge de fluorescència amb marcadors 

d’ADN, SYBR green I en el microscopi. 

3.4.1. Resultats i discussió 

A continuació, es mostra una figura (Fig.42) amb dues imatges: la imatge de la dreta és la imatge original 

captada pel microscopi amb l’objectiu de 40x i la imatge de l’esquerra és la imatge original processada per 

a una millor visualització de les E. coli.  Es pot veure una gran diferència entre la imatge original i la imatge 

processada cap a millor, ja que es veuen més quantitat de bacteris i  s’ha guanyat qualitat d’imatge. 

Com s’observa en aquesta Figura 42  la fluorescència és vermella, això vol dir que el SYBR green I encara no 

s’ha unit a l’ADN de les E. coli, ja que el SYBR green I, com s’ha vist anteriorment, té un color vermellós quan 

es troba guardat a nevera, és a dir, quan no està unit a cap ADN. Per tant, les E. coli simplement deixen 

passar la fluorescència del SYBR green I i com són opaques es veuen.   

Així doncs, es deixa reposar més temps la solució per a què el SYBR green I s’uneixi de forma adequada als 

bacteris.  

 

 

Figura 42 – Imatges extretes pel microscopi amb l’objectiu 40 x, original (esquerra) i processada (dreta) observats amb el 
mode fluorescència. Detecció de bacteris E. coli amb protocol de marcatge de fluorescència, SYBR green I. Aquest color 
vermellós indica que les molècules de SYBR green I no s’han unit encara a l’ADN, i les E. coli com són opaques es veuen.  
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A continuació, s’ensenya una figura (Fig. 43) amb dues imatges: la imatge de la dreta és la imatge original 

captada pel microscopi amb un objectiu de 40x i la imatge de l’esquerra és la imatge original processada per 

a una millor visualització de les E. coli fluorescents. Com en el cas anterior, es pot veure una gran diferència 

entre la imatge original i la imatge processada cap a millor, ja que es veuen més quantitat de bacteris i amb 

millor resolució. 

En aquest cas, les imatges de la Figura 43 mostren una fluorescència verda, per tant es conclou que el SYBR 

green I s’ha unit de forma exitosa a l’ADN dels bacteris, i per tant la viabilitat del SYBR green I. 

En resum, s’han obtingut uns resultats de forma satisfactòria i es pot dir que el SYBR I funciona, i que el 

microscopi és capaç de detectar els bacteris a partir de protocols de fluorescència amb marcadors d’ADN, 

és a dir, utilitzant SYBR green I per a què quedi unit a l’ADN de la E. coli i d’aquesta manera sigui possible la 

visualització fluorescent de les E. coli.   

Figura 43 - Imatges extretes pel microscopi amb l’objectiu 40 x, original (esquerra) i processada (dreta) observats amb el 
mode fluorescència. Detecció de bacteris E. coli amb protocol de marcatge de fluorescència, SYBR green I. Aquest color verd 

indica que les molècules de SYBR green I s’han unit a l’ADN de les E. coli.  
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3.5. Ajustament del detector fotònic 

Un cop vist com s’ha de cultivar les E. coli, obtenir la mostra objectiu i saber observar els bacteris en el 

microscopi en els diferents modes (brightfield, phase contrast i epifluorescent) es posa en objectiu observar 

la potència fluorescent de les beads (unes perles fluorescents, les quals han sigut mencionades en el capítol 

3.5) a partir d’un detector de potència de llum col·locat en el microscopi. Aquestes beads simulen 

l’enfocament de bacteris.  

En concret en aquesta part del projecte, es vol sensar la potència de fluorescència que produeix les beads 

d’1 µm,com també el soroll que hi ha quan passa només aigua pel xip, per així saber la relació entre senyal 

i soroll (SNR).  

3.5.1. Metodologia 

En el laboratori, es té muntat un circuit fluídic que passa per un xip microfluídic, el qual està col·locat en la 

plantina del microscopi (que és on s’analitza el comportament de les beads). En aquest circuit es pot fer 

passar el fluid que es vulgui. D’aquesta manera, es fa passar tres tipus de fluid: 

• Aigua pura, per calcular el soroll. 

• Aigua pura amb una concentració de 1x105 beads/mL (de 10 µm) i 500 ppm de PEO, per calcular el 

senyal de les beads de 10 µm, aquestes beads són les que s’han fet ús en la investigació fins ara, i 

es vol veure la seva SNR, per veure la diferència amb les beads d’1µm. 

• Aigua pura amb una concentració de 1x105 beads/mL (d’1µm) i 500 ppm de PEO, per calcular el 

senyal de les beads d’1 µm. 

En respecte a la mesura de la potència de fluorescència s’utilitza un fotodetector, anomenat fotònic (Fig.  

44). Aquest detector té tres sortides: senyal, Vcntrl, ± 5 V DC. La sortida del senyal es connecta a l’entrada 

d’un oscil·loscopi, el qual monitorarà el senyal de sortida. La sortida de Vcntrl, es connecta a un generador 

de senyals (AWG), on el senyal offset que va de 0 a +1 V, en aquest cas es posa a + 1 V DC. Per últim, la 

sortida de ± 5 V DC es connecta a la xarxa elèctrica.   

Figura 44 – Detector fotònic ubicat en el tub d’observació del microscopi. 
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En el laboratori es té un PicoScope, el qual monitora el senyal de sortida del detector (oscil·loscopi) i 

produeix un offset (generador de senyal), aquest va connectat a un ordinador on es veu el senyal processada 

amb el programa PicoScope. 

A més a més de la utilització d’aquest sensor, es fa servir dos filtres passa baixa d’1 kHz i 10 kHz per mesurar 

la SNR de les beads.  Així, es mesura la SNR sense filtre, amb el filtre de 1 kHz i el de 10 kHz. 

Un altre punt a tenir en consideració és les condicions del flux: el xip utilitzat pot ser el de 100 µm o de 50 

µm d’amplada, la velocitat del flux que s’ha seleccionat és 20 µl/min. Per últim, l’objectiu del microscopi 

que s’ha fet servir és el de 40x, no s’ha pogut fer-ho amb el de 60x i 100x a causa del poc temps. Així i tot, 

es proposa fer en un futur. Tot i això, per les beads de 10 µm es fa servir el xip 100 µm i per les beads d’1 

µm s’utilitza el de 50 µm. 

3.5.2. Laboratori 

En la següent imatge es veu com es té muntat el laboratori d’aquesta part del projecte . 

OSCIL·LOSCOPI
OPE 

FILTRE PASSA BAIX 
(1kHz i 10 kHz) 

XIP 
MICROFLUÍDIC 

DETECTOR 
FOTOTÒNIC 

Figura 45 – Muntatge laboratori: microscopi, detector fotònic, circuit fluídic, microxip,filtres passa 
baix(1 kHz i 10 kHz), oscil·loscopi, bomba de pressió, tubs d’entrada i sortida de fluid. 
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3.5.3. Resultats 

A continuació, s’ensenya una sèrie de gràfiques on es veu la relació senyal/soroll de les beads de 10 µm i 

d’1 µm.  Les gràfiques que mostren només el senyal de les beads o el senyal de blank es troben en l’Annex 

9: Gràfics ajustament detector fotònic. 

SNR, beads de 10 µm 

En la següent gràfica, es mostra el senyal de les beads de 10 µm (blau) i el senyal de blank (taronja), sense 

utilitzar filtre. 

Com s’observa en la gràfica, hi ha una gran diferència entre el senyal i el soroll, per tant el valor de SNR és 

alt. Tot i això, les beads de 10 µm saturen el detector fotònic, ja que cada cop que passa una bead pel canal 

i el detector rep la seva fluorescència, emet un senyal de +1.1 V ( valor de sortida màxim que pot donar el 

fotònic és +1 ± 0.2 V), d’aquesta manera no es sap ben bé el valor de SNR real. La SNR és d’un valor més gra 

a 30 dB [SNR= 10log(Senyal/Soroll), es calcula com a potència perquè encara que el picoscope ho dóna en 

voltatge, el detector ho mesura com potència], ja que el senyal de les beads és de +1.1 V, i el soroll de ~+1 

mV. En conseqüència, no s’ha fet la detecció de beads de 10 µm amb els filtres passa baix, ja que la SNR és 

molt elevada. 

 

 

 

 

Figura 46 - Gràfica SNR de beads 10 µm, sense filtre: objectiu 40x, canal de 100 µm, fluxe de 20 µL/min. 
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SNR, beads d’1 µm 

Seguidament, s’ensenyen els resultats del senyal dels beads d’1 µm sense filtre, amb filtre passa baix d’1 

kHz i amb filtre passa baix de 10 kHz. Així també, el senyal blank amb filtre i sense. I d’aquesta forma, es 

mostra en gràfica la SNR en els diferents modes.  

La següent gràfica ensenya la relació que hi ha entre el senyal de les beads d’1 µm (blau) i el blank (taronja), 

sense filtre. 

Com es veu, les beads d’1 µm no s’acaben de diferenciar del blank. Així, la SNR agafa un valor petit en 

comparació de la SNR de les beads de 10 µm.  D’aquesta manera en aquest cas sí que serà necessari utilitzar 

un filtre passa baix per veure més diferència entre el senyal i el blank. Aquí es podria dir que la SNR ha 

aconseguit un valor màxim d’uns 12.5 dB, ja que el senyal de beads agafa un valor màxim de +17.5 mV, 

segurament quan la bead queda enfocada en el canal, mentre que el blank té un valor de ~ +1 mV. 

 

 

 

 

 

 

Figura 47 – Gràfica SNR de beads 1 µm, sense filtre: objectiu 40x, canal de 50 µm, fluxe de 20 µL/min. 
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Seguidament, una gràfica que il·lustra la relació que hi ha entre el senyal de les beads d’1 µm (blau) i el blank 

(taronja), amb filtre passa baix d’1 kHz. 

En aquesta, s’observa com el filtre passa baix separa el soroll del senyal, i d’aquesta manera es veuen pics 

de senyal que sobresurten del soroll, tot i això talla bastant el senyal de les beads perquè no arriba als valors 

d’abans de +17 mV, i es queda entre +1.5 mV i +3 mV. En aquest cas, la SNR té un valor de 7.7 dB. 

I per últim, la gràfica que mostra la relació que hi ha entre el senyal de les beads d’1 µm (blau) i el blank 

(taronja), amb filtre passa baix de 10 kHz. 

En aquest cas, el filtre passa baix separa de forma més adequada el soroll del senyal, i d’aquesta manera es 

veuen pics amb valor més alt, d’uns +3 mV a +6 mV. Així, no talla tant i en aquest cas el valor de SNR és d’11 

dB, s’apropa al valor màxim de SNR que s’havia calculat sense filtre.  

Figura 48 - Gràfica SNR de beads 1 µm, amb filtre passa baix 1 kHz: objectiu 40x, canal de 50 µm, fluxe 
de 20 µL/min. 

Figura 49 - Gràfica SNR de beads 1 µm, amb filtre passa baix 10 kHz: objectiu 40x, canal de 50 µm, 
fluxe de 20 µL/min. 
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3.5.4. Discussió 

Després d’haver vist els resultats obtinguts d’aquesta part del projecte, es pot fer diferents conclusions: 

La relació entre el senyal de les beads de 10 µm amb les beads d’1 µm és 1000, a causa del volum que és 

103. Això produeix, que la SNR de les beads de 10 µm tingui un valor alt, a més de què el senyal de les beads 

de 10 µm satura el detector fotònic. Mentre que la SNR de les beads d’1 µm és baix. 

El senyal de les beads d’1 µm respecte al blank es diferencia escassament sense filtre. Encara que quan es 

col·loca un dels filtres passa baix, 1 kHz o 10 kHz, es veu com les beads produeixen pics i d’aquesta manera 

el senyal queda separada del soroll, encara que el senyal queda més tallada en el filtre d’1 kHz que en el 

filtre de 10 kHz.  
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4. Anàlisi de l’impacte ambiental  

Aquest projecte ha seguit i segueix totes les pautes per no perjudicar el medi ambient de forma directa. No 

s’ha utilitzat ni s’utilitzarà cap dispositiu ni màquina que contamini el medi ambient de forma normal ni en 

cas d’avaria. A més, tot el rebuig (material utilitzat, inutilitzable o avariat) es recicla de manera correcta 

gràcies als serveis de reciclatge de la UPC. Sobre els residus biològics, es tiren a una solució d’etanol del 70%, 

i d’aquesta manera es tirà en el contenidor pertinent de residus biològics. Així, periòdicament o quan s’ompli 

el contenidor, es procedirà a avisar l’equip pertinent de maneig de residus. Tot i això, el material utilitzat és 

de nivell de bioseguretat 1. 

Per una altra banda, es podria dir que aquest projecte sí que genera un impacte indirecte cap al medi 

ambient en la quantitat d’energia elèctrica es necessita en el laboratori o en l’adquisició de material 

necessari per executar el projecte. Encara que, s’ha tingut en compte el compromís ètic que han de tenir 

els proveïdors amb el medi ambient.   

En conclusió, aquest estudi està lliure de contaminació directa, per tant, es pot dir que el laboratori és 

respectuós amb el medi ambient. Encara que es generi un impacte mediambiental indirecte.
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5. Resum, Conclusions i Treball Futur 

Així doncs, a partir dels resultats presentats i feta la discussió d'aquests, es pot dir que els objectius s'han 

adquirit. 

Com a conclusions i resum de tot el treball fet, es pot afirmar que la manera òptima de cultivar bacteris E. 

coli és utilitzant una incubadora professional, monitorada a 37 °C, 125 rev/min i sense necesitat de controlar 

l’oxigen. En un recipient de 90% líquid LB i 10% solució E. coli inicial. També, s'han pogut observar bacteris 

(E. coli) a partir de la realització de protocols de marcatge de fluorescència amb marcadors d'ADN (SYBR 

green I) utilitzant com a eina el microscopi del laboratori, en el mode epifluorescència i la configuració de 

Blue Excitation donada pel filtre cube que s'ha seleccionat tenint en compte la justificació feta en l'apartat 

3.3. 

Pel que fa a la part microfluídica d'aquest estudi, es pot concloure que les beads necessiten una 

concentració de PEO més elevada que les cèl·lules per a assolir enfocament hidrodinàmic, per tant el fluid 

de les beads ha de ser més viscoelàstic (utilitzant les mateixes condicions de flux). Això causa que, si es 

manté constant el caudal (flow rate), les beads necessitin una longitud d'enfocament (LF) més alta. Però si 

es vol una longitud d'enfocament igual en ambdós casos, el valor del caudal serà modificat, fent que les 

cèl·lules necessiti un valor més baix de caudal per aconseguir l'enfocament en la mateixa posició del 

microcanal. Un altre aspecte important que també s'havia proposat com a objectiu és l'ajustament d'un 

fotodetector (detector fotònic), on s'ha observat les diferents SNR de les beads de 10 µm i d'1 µm i com el 

senyal de les beads de 10 µm satura el fotodetector, i tot i això, té un valor elevat de SNR sense la utilització 

de filtres, en canvi la SNR de les beads 1 µm millorà utilitzant un filtre passa baix de 10 kHz. 

Aquest treball, com s'ha dit des d'un inici, s'emmarca en un projecte d'investigació multidisciplinari que 

comprèn diferents aspectes de l'enginyeria. En aquest estudi es tracta l'inici de la part bioenginyera del 

projecte. Per això, s'ha explicat com optimitzar el cultiu dels bacteris E. coli, s'ha buscat informació que 

relacionés l'enfocament de beads amb cèl·lules, per poder fer el següent pas que seria provar d'enfocar els 

bacteris en un xip microfluídic. Finalment, s'ha buscat la manera de com visualitza millor la potència de llum 

dels bacteris utilitzant el SYBR green I com a fluorocrom, i així després poder detectar els bacteris a partir 

del fotodetector, el qual també ha estat analitzat per trobar la millor manera de detectar la potència de 

llum fluorescent. 

Així doncs, en un treball futur ja es podria investigar com enfocar els bacteris hidrodinàmicament, 

relacionant-ho amb l'enfocament de beads. Seguidament es podria detectar la potència de llum fluorescent 

mentre els bacteris passessin pel centre del canal. I d'aquesta forma, en un futur mitjançant la fluorescència 

determinaria l’activitat funcional del bacteri o cèl·lula, ja que es triarà un indicador de potencial de 

membrana fluorescent.
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6. Pressupost  

En aquest capítol s’inclou el pressupost que suposa la creació d’un laboratori destinat al disseny i testatge 

d’un xip microfluídic per sensar micropartícules o microorganismes. L’equipament i els diferents 

instruments han estat seleccionats pels membres del projecte d’investigació i en aquest treball s’han 

muntat i verificat el seu funcionament.  

Els costs d’enginyeria associats al projecte es dividiran en els costs de maquinària i els costs salarials. No es 

contemplen costs de programari perquè, o bé, el proveïdor acompanya el producte amb els programes 

necessaris, o bé, els programes emprats han estat desenvolupats mitjançant programari lliure de llicències 

i pagaments. 

COSTS SALARIALS: 

Taula 6.1 : Cost salarial per una persona contratada durant 6 mesos  

Fase núm.  Descripció  Unitats  Quantitat  Preu unitari (€/h)  Cost (€)  

1  Muntatge laboratori  h  80 25  2.000  

2 Recerca d’informació h 250 25 6.250 

3 Proves de funcionament  h  400 25  10.000 

4 Presa de dades  h  150 25  3.750 

5 Evalució de resultats h 80 25 2.000 

Cost total                                                       24.000 € 

 

Taula 6.2 : Costs salarials ( en una duració de 6 mesos) 

Fase núm.  Descripció  Unitats  Quantitat  Preu unitari (€/p)  Cost (€)  

1  Persones contractes   p  1 24.000 24.000 

Cost total                                                       24.000 € 

 

  



Disseny i testatge d’un xip microfluídic per sensar microorganismes  

60 

 

COSTS DE MAQUINÀRIA: 

Taula 6.3 : Cost maquinària -components laboratori 

Fase núm.  Descripció  Unitats  Quantitat  Preu unitari (€/u) 

sense IVA  

Cost (€)  

sense IVA 

1  Controlador de pressió i 

material associat  

u  1  4.938,96  4.938,96  

2  Connectors i tubs microfluídics  u  1  1.651,99 1.651,99 

3  Microscopi invertit  u  1  6.580,77 6.580,77 

4  Nevera  u  1  413,22 413,22  

5  Ordinador de Control  u  1  648,70  648,70  

6  Ordinador de càlcul  u  1  1.556,5  1.556,5 

7  Components òptics  u  1  14.009,32 14.009,32  

8  Beads fluorescents  u  1  618,76  618,76 

9  Fluid emprat  u  1  191,4  191,4  

10 Incubadora u 1 2.619,83 2.619,83 

11 Parafilm u 1 17,19 17,19 

12 Erlenmeyer u  2 3,03 6,06 

13 Bunsen u  1 76,03 76,03 

14 Cartutx de gas u  2 3,14 6,28 

15 Accesoris bunsen u 1 8,79 8,79 

16 Ecoli bacteri u  1 238,84 238,84 

17 LB Brooth (Caldo cultiu) u 1 32,69 32,69 

18 SYBR green I u 1 347,93 347,93 

19 DSMO u 1 66,12 66,12 
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20 PBS tablets u 5 11,07 55,35 

21 Tween 20 u  1 29,09 29,09 

22 Tween 80 u 1 41,32 41,32 

23 Triton X-100 u 1 39,83 39,83 

24 Asa de sembra u 1 47,2 47,2 

25 Portaobjectes u 10 1,74 17,4 

26 Cubreobjectes u 3 13,57 40,71 

27 Transportador de portaobjectes u 3 3,04 9,12 

28 Eppendorfs 0,5mL u 1 35,45 35,45 

29 Plat d’agar u 5 11,07 55,35 

Cost total sense IVA                                                             34.400,20 € 

+IVA (21%)                                                             + 7.224,04 € 

Cost total amb IVA                                                             41.624,24 € 

 

Taula 6.4 : Cost total projecte  

Fase núm  Descripció Cost (€) 

1  Costs salarials 24.000 

2  Cost maquinària- components 41.624,24 

Cost total                                    65.624,24 €  
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Annexos 

Annex 1. Microfluídic_design 
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Annex 2. Preparació del stock inicial d’E. coli 

En aquest annex, s’explica com es prepara el stock inicial d’E. coli, és a dir, el primer cultiu i quins punts 

importants s’han de tenir en compte. 

Material: 

Es necessita: pastilla d’E. coli (amb 100.000 CFU), incubadora, líquid LB, pipeta d’1 mL i 100 µL  i puntes de 

pipeta, xeringa de 10 mL, bunsen, tubs d’assaig, parafilm, microscopi, guants, gradeta, portaobjectes. 

Metodologia: 

1. Primer, col·locació dels guants i posar en funcionament el bunsen on es vagi a fer el procediment del 

cultiu per a què l’aire s’esterilitzi. Esperar un 1 minut. 

2. En segon lloc, s’agafa el material necessari i es col·loca al lloc on es vagi a fer el cultiu: una gradeta, el 

líquid LB, pipeta d’1 mL i 100 µL i puntes de pipeta, xeringa de 10 mL, tub d’assaig, eppendorf, parafilm, 

pastilla E. coli 

3. Es col·loca l’eppendorf en la gradeta i s’agafa la pipeta específica per dipositar 100 µL de líquid LB en 

l’eppendorf.  

4. Seguidament, s’agafa la pastilla d’E. coli comprada (on es troben uns 100.000 CFU) i es diposita en 

l’eppendorf. 

5. Es deixa reposar 10 min per a què es rehidratin les E. colis. Així en aquesta nova solució es tindrà una 

concentració de 106 E. coli/mL. La qual cosa, es vol més concentració i més quantitat, no només 100 µl. 

6. A continuació, s’agafen 5 µL de la solució i es dipositen en un portaobjectes, on després es tapa amb un 

cobreobjectes. D’aquesta manera, es mira en el microscopi la qualitat i quantitat que hi ha d’E. colis. 

7. Si tot és correcte, s’agafa un tub d’assaig i es dipositen 10 mL de líquid LB amb l’ajuda d’una xeringa. 

Seguidament, s’afegeixen els 95 µL de la solució feta en el punt 4 amb la pipeta adequada. Així, aquest 

primer tub d’assaig té una solució amb una concentració de 104 E. coli / mL. 

8. Aleshores, s’agafa un segon tub d’assaig i es diposita 9 mL de líquid LB amb una xeringa i 1 mL de la 

solució del primer tub d’assaig amb la pipeta adequada, així en aquest segon tub d’assaig es té una 

solució de 103 E. coli/ mL. Es tanquen els dos tubs d’assaig amb el tap, i a més, s’aïlla la mostra amb 

parafilm.  

9. Finalment, el tub 2, es posa a la incubadora a 37°C i 125 rev/min durant 24 hores.Mentre que el tub 1 

es guarda a la nevera. Recollir el material i tancar bunsen. 

10. Després de les 24 hores, obrir bunsen i agafar el tub d’assaig que hi ha dintre de la incubadora.  

11. Agafar una mostra del tub d’assaig amb una pipeta de 5 µL, diposita la mostra en el portaobjectes i 

tapar-ho amb un cobre-objectes per observar la qualitat i la quantitat de bacteris que hi ha.  

12. Posar el portaobjectes en el microscopi. Observar si hi ha hagut creixement de bacteris.  
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Punts importants:  

Esterilització:  

› Durant el procediment cal tenir en compte que és necessari que el medi i els instruments utilitzats 

estiguin esterilitzats de qualsevol microorganisme, per això es necessari: 

› Ús de guants, per no embrutar el material amb les nostres mans, a més d’estar protegits del 

material utilitzat a laboratori. 

› Ús del bunsen,  per l’esterilització de l’aire en un radi de 1.5 m. 

Contaminació de stocks - mostres: 

Un altre punt a tenir en compte durant el procediment és la contaminació de stocks – mostres, per això és 

molt important: 

› No reutilitzar les puntes de pipeta, per així no contaminar els stocks de laboratori. 

› Ús del parafilm, per tapar els tubs d’assaigs, amb la finalitat de què la mostra objectiu no estigui en 

contacta amb l’aire sense l’ús d’un bunsen. I així evitar la contaminació de la nostra mostra. 

› A més, l’ús de guants i bunsen també evitaren aquesta contaminació 
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Annex 3. Protocol de cultiu E. coli 

En aquest annex, s’esmenta quins materials són necessaris per fer un cultiu d’E. coli  a partir de la preparació 

del stock inicial d’E. coli i s’explica quin és el protocol a seguir, és a dir, el procediment pas a pas d’un cultiu 

E. coli. A més, dels punts importants a tenir en compte per portar-lo a terme. 

Material: 

Es necessita: stock E. coli, incubadora, líquid LB, pipeta d’1 mL i puntes de pipeta, xeringa de 10 mL, bunsen, 

tubs d’assaig, parafilm, microscopi, guants, gradeta, portaobjectes. 

Metodologia: 

1. Primer, col·locació dels guants i posar en funcionament el bunsen on es vagi a fer el procediment del 

cultiu per a què l’aire s’esterilitzi. Esperar un 1 minut. 

2. En segon lloc,s’agafa el material necessari i es col·loca al lloc on es vagi a fer el cultiu: una gradeta, el 

líquid LB, pipeta d’1mL i 100 µL i puntes de pipeta, xeringa de 10 mL, tub d’assaig, parafilm, solució E. 

coli. 

3. Es col·loca el stock inicial d’E. coli o el cultiu fet anteriorment en la gradeta. S’agafen 5 µL de la solució i 

es dipositen en un portaobjectes, on després es tapa amb un cobreobjectes. D’aquesta manera, es mira 

en el microscopi la qualitat i quantitat que hi ha d’E. colis. 

4. Així, es coloca un segon tub d’assaig( nou) en la gradeta i dipositen 9 mL de líquid LB en aquest tub amb 

l’ajuda d’una xeringa. Després, s’agafa 1 mL de la solució de cultiu d’E. coli antic amb la pipeta 

corresponent i es diposita en el tub d’assaig. Es tanca el tub d’assaig amb el tap.  

5. Es tapa el tub d’assaig amb parafilm i es barreja suaument la mescla feta.  

6. Es posa el tub d’assaig en la incubadora a 37 °C i 125 rev/min durant 24 hores. Aleshores, es recull el 

material i es tanca el bunsen. 

7. Després de les 24 hores, s’obre el bunsen i s’agafa el tub d’assaig que hi ha dintre de la incubadora.  

8. S’agafa una mostra del tub d’assaig amb una pipeta de 5 µL que es diposita en un portaobjectes i es 

tapa amb un cobre-objectes. Així, es posa en el microscopi per observar si hi ha hagut creixement de 

bacteris.  

9. Tornar a fer el procediment (del pas 1 al pas 10) fins que hi hagi un nombre molt elevat de bacteris quan 

es miri en el microscopi, en concret quan es tingui una concentració de 109 E. coli/mL.  
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Punts importants:  

Esterilització:  

› Durant el procediment cal tenir en compte que és necessari que el medi i els instruments utilitzats 

estiguin esterilitzats de qualsevol microorganisme, per això és necessari: 

› Ús de guants, per no embrutar el material amb les nostres mans, a més d’estar protegits del 

material utilitzat a laboratori. 

› Ús del bunsen,  per l’esterilització de l’aire en un radi de 1.5 m. 

Contaminació de stocks - mostres: 

Un altre punt a tenir en compte durant el procediment és la contaminació de stocks – mostres, per això és 

molt important: 

› No reutilitzar les puntes de pipeta, per així no contaminar els stocks de laboratori. 

› Ús del parafilm, per tapar els tubs d’assaigs, amb la finalitat de què la nostra mostra objectiu no 

estigui en contacta amb l’aire sense l’ús d’un bunsen. I així evitar la contaminació de la nostra 

mostra. 

› A més, l’ús de guants i bunsen també evitaren aquesta contaminació 
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Annex 4. Preparació PEO de 10000ppm (50 mL) 

En aquest annex, s’esmenta quins materials són necessaris per a la preparació PEO de 10000 ppm (50 mL) i 

s’explica el procediment d’aquesta preparació.  

Material: 

Per aquesta preparació es necessita aigua, filtre de 0.2 µm, PEO powder, bascula, espàtula, paper d’alumini, 

tub d’assaig de 50 mL i  xeringa de 50 mL. 

Metodologia: 

1. S’agafa 50 mL d’aigua (no pura) amb la xeringa de 50 mL. Es posa el filtre de 0,2 µm en la xeringa i 

s’evoca l’aigua de la xeringa al tub d’assaig de 50 mL, la qual passa pel filtre de 0,2 µm, i per tant, 

l’aigua passa a ser 50 mL d’aigua pura. 

2. S’agafa la bàscula i es posa un paper d’alumini a sobre. Es tara la bàscula i es posen 500 mg de PEO 

powder amb l’ajuda d’una espàtula.  

3. S’evoquen els 500 mg de PEO powder en el tub d’assaig de 50 mL.  

4. Es posa el tap del tub d’assaig i es tapen les parets del tub amb paper d’alumini.  

5. Finalment, es deixa reposar la preparació 1 mes a la nevera. I ja es tindrà una preparació PEO de 

10000 ppm (50 mL). 
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Annex 5. Concentracions de dilucions 

En aquest annex s’explica que significa tenir una concentració de 1X, 10X, 100X, 1000X i fins i tot 10000X.   

En aquest projecte, es presenta un problema que és que es té una concentració de SYBR green I de 10000X, 

quan es vol tenir una solució de SYBR green I de 1X. Que vol dir això?  

Doncs, un stock de SYBR green I amb una concentració de 10000X significa que la solució aquesta és 10000 

vegades més concentrada que la solució de SYBR green I amb una concentració de 1X. Per tant, per preparar 

un stock de SYBR green I de 1X, cal fer una disolució de 1/10000 del stock inicial, que és SYBR green I de 

10000X.  

Càlcul: 

𝑉1 × 𝐶1 = 𝑉2 × 𝐶2 

• V1= volum de stock inicial que s’ha d’agafar = ? 

• C1= concentració de stock inicial= 10000X de SYBR green I 

• V2=volum de stock final que es vol tenir = 1 mL 

• C2= concentració de stock final que es vol tenir= 1X de SYBR green I 

𝑉1 × 10000 = 1𝑚𝐿 × 1 → 𝑉1 = 1𝑚𝐿 ×
1

10000
= 100 × 10−3µ𝐿 

En cas de no tenir material al laboratori o que el canvi de concentració sigui molt brusc, es pot fer per 

dissolucions successives, amb menor error de pipeteig. En aquest cas, com el canvi de concentracions és 

molt brusc, a més de no tenir material necessari, és millor fer-ho amb dues dilucions seriades: 

1

100
×

1

100
=

1

10000
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Annex 6. Càlcul SYBR green I 

En aquest annex s’explica els càlculs fets per portar a terme el procediment que s’ha explicat en l’apartat 

4.2.1. 

Així, en un principi en el laboratori es té 500 µL de SYBR green I de 10000X, i es vol SYBR green I de 1X, per 

tant s’ha de disminuir la concentració 10000 vegades.  

Primer, s’ha calculat la distribució dels 500 µL de SYBR green I de 10000X. On es vol tenir 50 µL de SYBR 

green I de 10000X en cada eppendorf: 

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡𝑎𝑡 𝑑′𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓𝑠 =
500 µ𝐿 𝑑𝑒 𝑆𝑌𝐵𝑅𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 10 000𝑋

50 µ𝐿/𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓
= 10 𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓𝑠 

Seguidament, es passa la concentració de SYBR green I de 10000 X a 1000X. Així, 1 eppendorf  té 50 µL de 

SYBR green I de 10000X i  es vol  obtenir X eppendorfs de 50 µL amb una concentració de SYBR green I 

1000X. Càlcul: 

𝑉1 × 𝐶1 = 𝑉2 × 𝐶2 

• V1= volum de stock incial que s’ha d’agafar = ? 

• C1= concentració de stock inicial= 10000X de SYBR green I  

• V2=volum de stock final que es vol tenir = 50 µL 

• C2= concentració de stock final que es vol tenir= 1000X de SYBR green I 

𝑉1 × 10000 = 50 µ𝐿 × 1000 → 𝑉1 = 50 µ𝐿 ×
1000

10000
= 5 µ𝐿 𝑑𝑒 𝑆𝑌𝐵𝑅 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 10000𝑋 

Volum necessari de DMSO: 

50 µ𝐿 𝑑𝑒 𝑆𝑌𝐵𝑅 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 1000𝑋 − 5 µ𝐿 𝑑𝑒 𝑆𝑌𝐵𝑅 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 10000𝑋 = 45 µ𝐿 𝑑𝑒 𝐷𝑀𝑆𝑂 

Així, es necessita 45 µL de DMSO (dissolvent) i  5 µL  de SYBR green I de 10000 X per obtenir 50 µL de SYBR 

green I 1000X.  

Aleshores, es necessiten 10 eppendorfs per distribuir els 50 µL de SYBR green I 10000X d’un eppendorf: 

𝑁º 𝑑′𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓 𝑑𝑒 𝑆𝑌𝐵𝑅 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 1000𝑋 / 1 𝑒𝑝𝑝𝑒𝑛𝑑𝑜𝑟𝑓 𝑑𝑒 𝑆𝑌𝐵𝑅 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 10000 𝑋 =
50µ𝐿

5µ𝐿
= 10 
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Annex 7. Càlcul de la dilució d’E. coli 

En aquest annex s’explica els càlculs fets per portar a terme el procediment que s’ha explicat en l’apartat 

4.2.2. 

Així, en un principi es té una solució de 10 mL amb una concentració de 109 E. coli/mL, i per l’estudi es 

necessita una concentració de 105 E. coli/mL.  Com s’ha dit a l’apartat 4.2.2 es fa de forma seriada, és a dir, 

primer es passa de 109 E. coli/mL a 107 E. coli/mL i després de 107 E. coli/mL a 105 E. coli/mL. 

D’aquesta manera, el càlcul fet per passar d’una concentració de 109 E. coli/mL a una solució de 10 mL amb 

una concentració de 107 E. coli/mL ha estat: 

𝑉1 × 𝐶1 = 𝑉2 × 𝐶2 

• V1= volum de stock incial que s’ha d’agafar = ? 

• C1= concentració de stock inicial= 109Ecoli/mL 

• V2=volum de stock final que es vol tenir = 10 mL 

• C2= concentració de stock final que es vol tenir= 107Ecoli/mL 

 

𝑉1 ×
109𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖

𝑚𝐿
= 10 𝑚𝐿 ×

107𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖

𝑚𝐿
→ 𝑉1 = 10 𝑚𝐿 ×

109𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖
𝑚𝐿

107𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖
𝑚𝐿

= 100 µ𝐿 𝑑𝑒𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó 𝑑𝑒 109𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖/𝑚𝐿 
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Annex 8. Càlculs preparació de fluid 

En aquest annex, s’explica els càlculs fets per portar a terme el procediment que s’ha explicat en l’apartat 

4.2.3. 

En primer lloc, es té una solució de 10 mL amb una concentració de 107 E. coli/mL, i pel fluid que es vol 

preparar es necessita una solució de 10 mL amb concentració de 105 E. coli/mL.  Així, els càlculs fets són: 

𝑉1 × 𝐶1 = 𝑉2 × 𝐶2 

• V1= volum de stock incial que s’ha d’agafar = ? 

• C1= concentració de stock inicial= 107Ecoli/mL 

• V2=volum de stock final que es vol tenir = 10 mL 

• C2= concentració de stock final que es vol tenir= 105Ecoli/mL 

 

𝑉1 ×
107𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖

𝑚𝐿
= 10 𝑚𝐿 ×

105𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖

𝑚𝐿
→ 𝑉1 = 10 𝑚𝐿 ×

107𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖
𝑚𝐿

105𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖
𝑚𝐿

= 100 µ𝐿 𝑑𝑒𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó 𝑑𝑒 109𝐸𝑐𝑜𝑙𝑖/𝑚𝐿 

Per tant, el volum que s’ha d’agafar de la solució de 109 Ecoli/mL són 100 µL. 

 

En segon lloc, es té una solució de 50 µL de SYBR green I 1000X, i en el fluid que es vol preparar és vol una 

solució de 10 mL amb una concentració de 1X de SYBR green I. Així, els càlculs fets són: 

𝑉1 × 𝐶1 = 𝑉2 × 𝐶2 

• V1= volum de stock incial que s’ha d’agafar = ? 

• C1= concentració de stock inicial= 1000X de SYBR green I 

• V2=volum de stock final que es vol tenir = 10 mL 

• C2= concentració de stock final que es vol tenir= 1X de SYBR green I 

𝑉1 × 1000 = 10 𝑚𝐿 × 1 → 𝑉1 = 10 𝑚𝐿 ×
1

1000
= 10 µ𝐿 𝑑𝑒 𝑆𝑌𝐵𝑅 𝑔𝑟𝑒𝑒𝑛 1000𝑋 

Per tant, el volum que s’ha d’agafar de la solució de 50 µL de SYBR green I 1000X són 10 µL. 

 

En últim lloc, es té una solució de 50 mL de PEO de 10000 ppm, i es vol una concentració de 500 ppm en el 

fluid (10 mL). Així, els càlculs fets són: 
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𝑉1 × 𝐶1 = 𝑉2 × 𝐶2 

• V1= volum de stock incial que s’ha d’agafar = ? 

• C1= concentració de stock inicial= 10000ppm de PEO 

• V2=volum de stock final que es vol tenir = 10 mL 

• C2= concentració de stock final que es vol tenir= 500ppm de PEO 

𝑉1 × 10000𝑝𝑝𝑚 = 10 𝑚𝐿 × 500𝑝𝑝𝑚 → 𝑉1 = 10 𝑚𝐿 ×
500𝑝𝑝𝑚

10000𝑝𝑝𝑚

= 500 µ𝐿 𝑑𝑒 𝑃𝐸𝑂 𝑑𝑒 10000𝑝𝑝𝑚 

Per tant, el volum que s’ha d’agafar de la solució de 50 mL de PEO de 10000 ppm són 500 µL. 
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Annex 9. Gràfiques ajustament del detector fotònic 

En aquest annex, es posen les dades agafades des del detector fotònic en diferents gràfiques.   

En primer lloc, es presenten les gràfiques de soroll del xip de 100 µm i, seguidament, del xip de 50 µm.  

BLANK (SOROLL) XIP 100 µm sense filtre 

En aquesta primera gràfica es mostra el senyal que hi ha quan només passa aigua pura en el xip de 100 µm, 

sense la utilització de filtre. Com es veu, el blank té un valor de mV. 

No s’ensenya més gràfiques del blank del xip de 100 µm, ja que la comparació entre blank i senyal de beads 

de 10 µm és molt diferent.  A més, aquest xip només es va fer servir per passar beads de 10 µm. 

BLANK XIP 50 µm 

A continuació, s’il·lustra les dades del senyal que hi ha quan només passa aigua (blank) en el xip de 50 µm. 

En primer lloc, les dades captades sense filtre, seguidament captades amb el filtre passa baix d’1 kHz, i per 

últim, amb el filtre passa baix de 10 kHz. 
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En segon lloc, es presenten les gràfiques de senyal de les beads de 10 µm en el xip de 100 µm i, seguidament, 

de les beads d’1 µm en el xip de 50 µm.  

SENYAL BEADS de 10 µm en el xip de 100 µm, sense filtre 

Així, s’ensenya el senyal captat pel detector fotònic de les beads de 10 µm en el xip de 100 µm sense filtre. 

 

SENYAL BEADS d’1 µm en el xip de 50 µm 

Per últim, es mostren les dades del senyal de beads (1 µm)  en el xip de 50 µm. Primer, les dades captades 

sense filtre, després les captades amb el filtre passa baix d’1 kHz, i per últim, amb el filtre passa baix de 10 

kHz. 
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