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Abstract— The structure of the flow inside evaporating sessile
droplets of bodily fluids such as urine, blood, and saliva can
provide crucial information for medical diagnosis, however the
experimental analysis of the evaporation dynamics has proved
to be a challenge due to the flow’s three-dimensional and time-
dependent nature. In this work we present a method to analyze
the 3D+t evaporation dynamics of a sessile droplet using a
modified optic microscope coupled with homemade digital
image processing and data analysis software. We show how the
method works on distilled water droplets and highlight how it
will contribute to the analysis of biological fluids.
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1. INTRODUCCION

La evaporacion de una gota es un fendmeno natural
con importantes aplicaciones biomédicas. La sangre, por
ejemplo, al evaporarse encima de un substrato deja una
huella roja de sedimento cuya forma revela informacion util
para diagnosticar enfermedades como hepatitis B, cancer e
ictericia [1]. Brutin et al. [2] determinaron que los residuos
que deja la gota de sangre de una persona sana se agrupan en
pedazos de sedimento grandes, mientras los de pacientes
anémicos o hiperlipidémicos forman fragmentos de
sedimento pequefios. También es posible realizar un analisis
similar con otros fluidos corporales como las lagrimas y la
saliva para diagnosticar enfermedades de ojo seco y medir
niveles de intoxicacion [1]. Shabalin et al. [3] observaron
que al evaporarse una gota de orina de un paciente con
litiasis urinaria las sales se cristalizan, con lo cual patentaron
un método frecuentemente utilizado para diagnosticar esta
enfermedad en etapa preclinica.

La forma final del sedimento se debe a la estructura del
flujo interno de la gota durante el proceso de evaporacion,
por lo cual es importante el desarrollo de herramientas para
el andlisis tridimensional de micro-flujos. Ademas, conocer
la estructura del flujo permite utilizarlo como una
herramienta para manipular objetos a escala micrométrica.
Esto ha sido de interés para las ciencias biomédicas porque
al colocar cadenas de ADN dentro de una gota en
evaporacion las fuerzas internas las jalan y desenredan
facilitando su estudio, haciendo posible identificar genes y
potencialmente detectar enfermedades congénitas [4].

El andlisis de la dindmica de evaporacion de gotas
representa un desafio para los campos de microscopia e
imagenologia debido a la naturaleza tridimensional vy
dependiente del tiempo que tiene el flujo. Actualmente, la
forma predominante de analizarla consiste en utilizar un
microscopio para grabar el movimiento de particulas
trazadoras en un plano focal utilizando un método 1lamado
Particle Image Velocimetry (PIV) [5] que calcula la
velocidad local a partir de la correlacion cruzada entre
imagenes consecutivas. Al grabar el flujo en un solo plano
se pierde completamente la informacion en el resto del
volumen. Por esta razén los modelos y aplicaciones actuales
del proceso estan invariablemente basados en observaciones
bidimensionales. Esta limitacion ha motivado el desarrollo
de herramientas para el analisis 3D de flujos microscopicos
a través de PIV tomografico [6]. Estos sistemas graban la
gota simultdneamente con varias camaras desde diferentes
angulos. Esto permite obtener informacion 3D de Ila
muestra, de la misma forma que utilizar dos ojos nos
permite percibir la profundidad. Sin embargo, la curvatura
del casquete esférico causa artefactos opticos que deforman
el volumen grabado y ocasionan una pérdida importante de
informacion [5]. Por otra parte, gracias a estas herramientas
se ha determinado que durante el proceso de evaporacion
existe una aceleracion que puede aumentar la velocidad de
los trazadores, cuyo didmetro es de 1 pm, de una velocidad
inicial de .3 pm/s a mas de 3 pm/s en [7]. Esto complica en
algunos casos el andlisis del proceso completo, ya que la
tasa de muestreo debe ser suficientemente alta para detectar
los flujos mas rapidos, lo cual puede llenar la memoria de
algunos dispositivos en cuestion de segundos [8], mientras
que el proceso completo de evaporacion de gotas de 1 mm
de didmetro dura 5-8 min a temperatura ambiente.

En este trabajo presentamos un método para analizar la
dindmica espaciotemporal de evaporaciéon y de formacion de
sedimento de gotas sésiles utilizando wun sistema
experimental de microscopia oOptica y sofiware para el
analisis de flujos basado en procesamiento de imagenes. El
sistema experimental estd formado por un microscopio
invertido que equipamos con un dispositivo piezoeléctrico
que hace que el objetivo oscile verticalmente mientras se
graban imagenes de la muestra colocada sobre un
portaobjetos [8]. De este modo, en lugar de grabar un plano
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optico fijo, la lente sube y baja durante la adquisicion para
capturar imagenes a diferentes alturas como se muestra en la
Fig. la. Debido a la velocidad de los trazadores y la
vibracion del objetivo se requiere grabar usualmente entre
100 y 1,000 cuadros por segundo para tener una resolucion
temporal y espacial adecuada. Por esta razon el sistema
utiliza camaras de alta velocidad. Este tipo de camaras
graban las imagenes en su propia RAM durante la
adquisicion. A pesar de poder almacenar casi 30,000
imagenes, la memoria se puede llenar en menos de un
minuto debido a la alta frecuencia de muestreo. Para poder
grabar el proceso completo el sistema utiliza
secuencialmente dos camaras de alta velocidad configuradas
a diferentes frecuencias. Una cdmara graba los primeros
minutos del proceso de evaporacion, cuando el flujo es lento
y después, cuando comienza a acelerar, la primera camara se
detiene, el piezoeléctrico comienza a oscilar a una
frecuencia mayor y la segunda camara graba los minutos
restantes con una frecuencia de muestreo mas alta. De este
modo la etapa lenta y la rapida del proceso de evaporacion
son grabadas a diferentes escalas de tiempo, adecuadas para
registrar la velocidad de los trazadores. Las imagenes son
procesadas para segmentar los trazadores con un filtro
pasabanda y después se reconstruye sus trayectorias
espaciotemporales enlazando la posicion de los trazadores
en cada tiempo con la posicion de particulas en el tiempo
siguiente, minimizando la suma de las distancias. Las
trayectorias se procesan con software que desarrollamos en
Python (v3.7) para obtener los campos de velocidad y
analizar la formacion del sedimento. El objetivo es que este
analisis permita obtener caracteristicas del flujo
tridimensional tutiles para el desarrollo de modelos mas
precisos y nuevas aplicaciones médicas basadas en
informacion que no se alcanza a cuantificar en un plano.

II. METODOLOGIA

A. Sistema experimental

Para cada experimento se coloco una gota de agua
destilada con volumen de ~0.1 pl sobre un substrato de
vidrio de borosilicato (VWR). La gota fue colocada dentro
de una caja de acrilico equipada con sensores DHT22
conectados a un microcontrolador ESP8266 (NodeMCU)
programado con Arduino (v1.8) que reporta la temperatura y
humedad cerca de la muestra cada 2 segundos. Los
trazadores son particulas fluorescentes de poliestireno
(Thermoscientific) que son iluminadas con un sistema de
epi-fluorescencia cuya fuente de luz es un LED Thorlabs
M470L. El tiempo total de evaporacion fue de ~5 min.

El sistema para adquisicion 3D estd formado por un
microscopio invertido (Olympus IX71) con un dispositivo
piezoeléctrico P-725 (Physik Instruments, MA, EUA)
montado entre el objetivo (UplanFI N 10x) y el revélver del
microscopio, y dos camaras de alta velocidad conectadas a
puertos separados con un espejo que redirige la salida optica

a la camara que estd grabando [8]. Mientras las cdmaras
graban el proceso, un servo-controlador E-501 hace que la
lente del microscopio oscile en el eje vertical. El sistema
estd sujeto a una mesa optica (TMC) para evitar que la
oscilacion del piezoeléctrico genere vibraciones adicionales
que afecten las observaciones.

Una camara Optronis 5000 (que almacena hasta 16,000
imagenes de 512 x 512 px) registra la primera etapa de la
evaporacion, que se caracteriza por ser lenta y durar varios
minutos. Un intensificador de imagen C9016-04 con una
unidad de refuerzo de imagen C4412-01 (Hamamatsu,
Japon) se acopld a esta camara para intensificar la luz de
fluorescencia ya que, a una mayor frecuencia de muestreo,
la cantidad de luz capturada es critica debido a su baja
sensibilidad a la luz. Mientras el objetivo oscila a 0.25 Hz
con una amplitud de 250 pm, esta camara adquiere 60 fps
por hasta 4.4 min. Cuando la velocidad de las particulas se
incrementa, detenemos la primera camara y comenzamos a
grabar con la segunda. Para esta ultima etapa, utilizamos una
camara de alta velocidad MEMRECAM Qlv (NAC, EE.
UU.) que graba hasta 27,000 imagenes de 640 x 480 px. En
esta ultima etapa el dispositivo piezo-objetivo oscilo a 2.5
Hz con una amplitud de 90 um, mientras la camara de alta
velocidad adquirio 100 fps por hasta 4.64 min. La Fig. 1b
muestra un diagrama de bloques del sistema experimental.
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Fig. 1. Sistema experimental. (a) Representacion de
adquisicion realizada por el sistema experimental. (b)
Diagrama de bloques.

El sistema experimental es controlado por un programa
que desarrollamos en C# (v7.3) para sincronizar las camaras
con el piezoeléctrico y obtener la altura a la que se grabo
cada imagen. El programa controla el piezoeléctrico a través
de un cable USB que le envia los parametros de oscilacion
al servo-controlador y controla las camaras con un
convertidor A/D NI-6211 USB (National Instruments) con
16 entradas analdogicas (16 Bits, 250 kS/s), 2 salidas
analogicas (250 kS/s), 4 entradas digitales y 4 salidas
digitales. Especificamente, el convertidor le envia dos
sefiales digitales a cada camara: un pulso disparador que le
indica cuando comenzar a grabar y una sefial de sincronia
configurada con la  frecuencia ~de  muestreo.
Simultaneamente, este convertidor digitaliza cinco sefales
que recibe del sistema experimental para saber a qué altura
se grabo cada imagen y poder reconstruir el volumen: la
posicion del piezoeléctrico, la sefial de sincronia de la
primera camara, el disparador de la primera camara, la sefial
de sincronia de la segunda cdmara y el disparador de la
segunda camara. Con esta informacién se puede mapear
cada imagen con su altura correspondiente. Finalmente se
agrupan las imagenes que se tomaron a la misma altura para
reconstruir los diferentes planos focales formando
hyperstacks 4D. Este sistema se describe mas a fondo en [8].

B.  Andalisis del flujo

Se obtuvieron las trayectorias 3D+t de los trazadores
para analizar la dindmica de evaporacion y formacion del
sedimento. Para esto primero segmentamos las particulas
utilizando el algoritmo de Diferencia de Gaussianas (DoG)
de TrackMate (v6.0.1) [9] el cual aplica un filtro pasabanda
que conserva solo los circulos con diametro de ~5 px, que
corresponde a los trazadores. La posicion x,y detectada de
los trazadores se complementa con la altura del plano focal
para obtener sus coordenadas x,y,z. Una vez que se obtuvo la
posicion 3D, se aplica el método basado en Problema de
Asignacion Lineal o Linear Assignment Problem (LAP) de
TrackMate [9] para reconstruir las trayectorias 4D. Este
método enlaza la posicion de particulas en cada tiempo con
particulas en el tiempo siguiente minimizando la suma de
distancias.

Para validar las trayectorias obtenidas se siguieron
manualmente de principio a fin 90 trazadores elegidos
aleatoriamente en las imagenes para construir trayectorias
“ground truth”. Después se obtuvieron las trayectorias con
TrackMate y se compard la longitud total en la que estas
coincidieron con el ground truth. De este modo
determinamos que 94% de la longitud de las trayectorias se
detect6 correctamente [8].

A partir del movimiento de los trazadores se calcularon
los campos de velocidad instantdneos. Para esto, las
particulas fueron proyectadas en el plano rz, en una maya de

30 x 20 y se promedio la velocidad de las particulas en cada
celda.

III. RESULTADOS

Se grabo el proceso de evaporacion completo de gotas
de agua destilada cargadas de trazadores en 4D (3D+t). La
Fig. 2a muestra todas las trayectorias obtenidas. Cada gota
contenia mas de 1,500 trazadores, los cuales fueron
rastreados durante el proceso de evaporacion. La Fig. 2b
muestra algunos ejemplos de las trayectorias obtenidas.
Conforme avanza el proceso las particulas elegidas que
comenzaron en la parte mas alta de la gota descienden
verticalmente. En contraste, las particulas que inician cerca
del substrato se desplazan radialmente hacia afuera.

La velocidad promedio cuadratica de las particulas fue
de 0.35 £ 0.11 pm/s durante los primeros minutos de la
evaporacion y de 0.5 = 0.25 um/s en la etapa final. La Fig. 3
muestra el campo de velocidades de la gota. El flujo cerca
de la superficie se dirige lentamente hacia el centro y cerca
del substrato se dirige rapidamente hacia afuera. El flujo de
Homann es un modelo que describe en 3D el
comportamiento de un liquido que baja hacia un substrato
[10]. En este modelo el flujo es axisimétrico y conforme el
liquido baja se desvia y se dirige hacia afuera. En el campo
de velocidades cerca del centro de la gota observamos un
este tipo de flujo, el agua cae verticalmente y cerca del

substrato se dirige hacia la linea de contacto.
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Fig. 2. Reconstruccion 4D del proceso de evaporacion. (a)
Todas las trayectorias 4D obtenidas. (b) Ejemplos de
trayectorias 3D. El codigo de colores representa el tiempo
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(azul=0, rojo=265 s (tiempo final del proceso de
evaporacion)).

200
r (pm)

Figura 3: Campo de velocidades 120 segundos antes de que
la gota se seque completamente. Las flechas blancas
representan el campo de velocidad instantaneo. La flecha
roja representa el flujo de Homann.

IV. DISCUSION

Los modelos que existen actualmente para el flujo
interno de una gota en evaporacion estan basados en
informacion 2D debido a las limitaciones de los sistemas
experimentales para realizar adquisiciones 3D. Marin et al.
[11], por ejemplo desarrollaron un modelo que describe los
perfiles de velocidad basado en la ley de conservacion de
masa. En su trabajo validaron los resultados de su modelo
comparandolos con observaciones 2D del flujo cercano al
substrato utilizando PIV. Al comparar la informacion de su
modelo con nuestros datos experimentales 3D del flujo, es
claro que se ajustan correctamente cerca de z=0 micras, que
es el plano focal que observaron bajo el microscopio, sin
embargo, el modelo no describe correctamente el flujo en el
resto del volumen. Esto resalta la necesidad de realizar un
analisis 3D para poder obtener informacion precisa sobre el
flujo y desarrollar mejores modelos y nuevas aplicaciones
médicas.

t=130.0s

r (pm)

Fig. 4. Perfil de velocidades 130 segundos después de
comenzar la evaporacion. Las flechas blancas representan el
perfil de velocidades obtenido experimentalmente. La curva
azul es un polinomio cubico ajustado al perfil. Las curvas
rojas son los perfiles estimados por el modelo de Marin et

al. [11].

V. CONCLUSIONES

Se desarrolld una técnica para analizar la dinamica 4D de
evaporacion de una gota utilizando un sistema experimental
formado por un microscopio Optico modificado para
adquisicion 3D a diferentes escalas de tiempos y software
para el analisis de flujos basado en procesamiento de
imagenes. Esta herramienta permitié obtener los campos de
velocidad y analizar la formacion de sedimento utilizando
las trayectorias 4D de los trazadores. Los resultados
obtenidos seran utiles para desarrollar un modelo numérico
para la evaporacion de gotas sésiles basado en principios
basicos de fisica.

El sistema experimental y software permiten el analisis
de la evaporacién de gotas con diferentes composiciones. El
sistema permitird evaluar las caracteristicas del flujo 3D de
suero sanguineo diluido y su correlacion con enfermedades
como la anemia e hiperlipidemia. Ademas, el sistema podra
ser utilizado para analizar otros fluidos bioldgicos como la
saliva y la orina para el desarrollo de nuevas técnicas de
diagnoéstico de enfermedades.
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