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RESUMEN

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo implementar un prototipo de
Termociclador alimentado con una fuente comercial de 24 voltios DC, con lo cual se
podra analizar y observar el comportamiento de las etapas del proceso de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR). Para el desarrollo de este trabajo se tiene como
base los estudios realizados por Zegarra y Ponce en “Disefio e Implementacién de un
modulo para procesos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en la
Replicacion de ADN”; de igual manera, la investigacion “Caracterizacion de la Celda
Peltier para un Prototipo de Termociclador” realizada por Ayllén, G., todo este proceso
implica desarrollar etapas previas para posteriormente lograr el buen manejo y

optimacion en el desarrollo del prototipo de termociclador PUCP.

Este trabajo se ha dividido en cuatro capitulos que se detallan a continuacién.

En el capitulo 1, se mencionan las tecnologias que se utilizan para el proceso de PCR,
y la importancia de éstas en el desarrollo de los Termocicladores; ademas de los

avances que se tiene en la actualidad en el desarrollo del Termociclador PUCP.

En el capitulo 2, se va encontrar una descripcion del ADN, sus generalidades, el
proceso de replicacion de ADN y que elementos se ven envuelto en todo el proceso;
asi como también, la tecnologia que gobierna actualmente a estos equipos

electrénicos.

En el capitulo 3, se encuentra el desarrollo de todas las etapas que conllevan al

proceso de la PCR y que permiten la implementacién del prototipo de Termociclador.

En el capitulo 4, se realizan pruebas para las etapas del proceso de PCR, asi como

una evaluacion final de todo el proceso para diferentes nimeros de ciclos.

En la parte final del documento se presentan las conclusiones finales obtenidas en la
implementacion del prototipo de Termociclador, asi como las recomendaciones que

este trabajo ha suscitado.
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INTRODUCCION

Hoy en dia conocer y trabajar con las moléculas del ADN de los seres vivos es una
necesidad sea por razones de investigacion, diagnéstico de enfermedades, estudio de
la biodiversidad, etc. Es por ello que la ciencia biolégica, la tecnologia mecanica y
electrénica se han unido y desarrollado el Termociclador; este es un equipo que
regula automaticamente la temperatura y los tiempos para realizar el proceso
conocido como PCR por las siglas del inglés Polymerase Chain Reaction o Reaccion
en Cadena de la Polimerasa, que permite replicar el ADN de cualquier ser vivo. El
Termociclador es de uso en cualquier laboratorio de Biologia Molecular, Ingenieria
Genética o de Diagnostico que trabaje con acidos ribonucleicos (ADN, RNA) de
cualquier ser vivo. En el Peru casi no hay nadie que tenga manejo de la tecnologia
de estos equipos y si bien los hay importados a un costo elevado, pueden quedar
relegados en cualquier depésito por motivos de reparacion terminada la garantia. Para
conocer la tecnologia que le da soporte es necesario introducirse en el estudio,
reconocimiento, caracterizacion, simulacién y desarrollo de los elementos que lo
componen.

El tema de esta tesis esta basado en una de las actividades del Grupo de Desarrollo
de Equipos para Laboratorios Biolégicos de las Ciencias de la Vida — Equi-LaB de la
Seccién de Electricidad y Electronica de la PUCP quienes con el fin de manejar la
tecnologia involucrada en el equipo estan desarrollando un prototipo de Termociclador.
Dentro de las actividades de este grupo se han desarrollado diversos temas de tesis
en Ingenieria Mecanica e Ingenieria Electrénica [12, 13, 35]. Habiéndose logrado la
construccion e implementacion de un prototipo o médulo basico para PCR, que se ha
probado indistintamente con dos tipos de fuente de alimentacién DC (una fuente
conmutada comercial de 12 VDC [12, 14] y otra fuente de 24 VDC compuesta por 2
baterias de 12 VDC conectadas en serie) se lograron rampas de temperatura de
alrededor de 2 °C/s [12] conectando directamente a la fuente DC. Luego Allyén, [14]
realiza estudios para cada etapa de la PCR y en atencién a los resultados obtenidos,
él propone el uso de una fuente de 24 VDC que pueda ser también acondicionada
para funcionar a 12VDC, logrando mayor eficiencia en la alimentacién y por ende en el
desarrollo del proceso.

El objetivo del presente trabajo de tesis se centra en implementar el desarrollo del
proceso de PCR con el prototipo hasta ahora logrado; pero alimentado con una fuente
de 24VDC/22A comercial de la empresa TDK-Lambda, para lo cual se tendra que
adecuar el programa del control de manera que a partir de esta fuente también se

pueda alimentar las celdas Peltier con 12 VDC segun lo planteado por Ayllon [14].
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CAPITULO 1

Avances en el desarrollo del prototipo de Termociclador PUCP

1.1. Desarrollo e Importancia de los Termocicladores

El desarrollo del Termociclador esta ligado a las investigaciones relacionadas al ADN.
Han sido muchos los investigadores que han intervenido en el descubrimiento de la
molécula basica para la vida. En 1869 Johann Friedrich Miesscher aisla por primera
vez el nlcleo de la célula, posteriormente, Richard Altmann identifica a las nucleinas
como acidos y las denomina &acidos nucléicos. En 1914 Robert Feulgen logra
comprobar que todas las células eucariotas tienen nucleo. P.A. Levene en 1919
descubrié las cuatro bases nitrogenadas y que se encuentran unidas en el orden
fosfato-azucar-base formando un nucleotido. En 1952, Alfred Hershey y Martha Chase
lograron comprobar que el ADN es la base del material genético y no las proteinas
como se pensaba. En 1953 Watson y Crick, basandose en los hallazgos previos de
Franklin y Wilkins establecen el modelo del ADN de una doble hélice helicoidal, trabajo
por el que obtuvieron reconocimiento mundial y en 1962 el Premio Nobel otorgado a
Watson, Crick y Wilkins. Casi 100 aios de estudios para lograr conocer a la molécula
de ADN; pero este conocimiento no era suficiente habia que encontrar la forma de
trabajar con el ADN y hacer andlisis especificos para cada ser vivo. En 1983 Kary B.
Mullis y su colaborador Fred A. Faloona enla Cetus Corporation de Emeryville,
California descubren la técnica para la replicacion del ADN y diez afios después
obtiene el Premio Nobel de Quimica por este trabajo. La técnica es sencilla llamada
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ella clona o duplica varias veces
un pequeio fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN) para obtener copias
multiples. Esta técnica es una de las mas usadas en cualquier laboratorio de Biologia
Molecular y se puede decir que es la base de toda esta disciplina, porque con el ADN

multiplicado se pueden hacer los diversos ensayos de la biologia molecular.

Hacer los ensayos como lo hacia Mullis usando diferentes termostatos era muy
trabajoso y lento, por lo tanto, los cientificos de Cetus comenzaron a buscar las
maneras de automatizar el proceso. La primera maquina termocicladora, "Mr. Cycle"
fue creada por los ingenieros de Cetus. Mas adelante con el descubrimiento de la
enzima ADN polimerasa de la bacteria "terméfila" Thermus aquaticus llamada “Taq
polimerasa” que actua eficientemente entre los 75°C y los 80°C y resiste mas de dos
horas a 93°C se pudo visualizar la posibilidad de automatizar el proceso. En 1985,

Cetus se asoci6 con la corporacién Perkin-Elmer e introdujo el Termociclador DNA
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Termal Cycler. De esta manera fue y es posible mezclar las secuencias de ADN que
se quieren replicar con determinados reactivos de la PCR al comenzar el primer ciclo y
la reaccién en cadena puede llevarse a cabo mediante equipos automatizados que
realizaran los ciclos térmicos programados para que se den las reacciones de

replicacién.

En 1990, los cientificos alcanzan la primera amplificacion y deteccion simultanea de
las secuencias especificas de ADN usando un colorante fluorescente, de este modo
nace la PCR en tiempo real o PCR "cinético". En 1991 Hoffmann-La Roche Inc.
adquiere los derechos y las patentes mundiales de la PCR [16], habiendo ya

transcurrido los 20 afos que normalmente es vigente para patentes.

La PCR automatizada, es decir haciendo uso de un Termociclador tiene hoy en dia
muchisimas aplicaciones (identificar individuos a partir de cantidades minimas de
tejidos o sangre, diagnéstico de enfermedades genéticas, investigaciones sobre la
evolucién de la vida, etc.) y ha tenido un alto impacto en todos los campos
relacionados con la biologia molecular. Con ella, esta disciplina ha desarrollado
muchisimas técnicas que son variantes de la PCR misma, como PCR/ AFLP , PCR
asimétrica, PCR para colonias, PCR diferencial desplegado, PCR Degenerada, PCR
Multiple, PCR de transcripcion reversa, PCR — ELISA, PCR — RFLP [17], entre otras
que han permitido el desarrollo y el conocimiento que actualmente se tiene en todas
las areas de las ciencias de la vida, por lo que contar con un equipo Termociclador en

un laboratorio de Biologia Molecular es vital.

1.2. Avances en el desarrollo del Termociclador PUCP

En la PUCP se han realizado diversos avances para desarrollar un prototipo de
Termociclador. Equi-LaB, equipo de Investigacién formado por profesores y alumnos
de las Secciones de Ingenieria Electrénica unidos con el grupo INACOM de la Seccion
de Mecanica viene trabajando en el Desarrollo de un prototipo de Termociclador.

El primer paso se dio con el Proyecto de la Direccibn Académica de Investigacién de
la PUCP por medio del trabajo “Termociclador térmico programable digitalmente” [11],
con el cual se llegd conocer las caracteristicas de la celda Peltier CP 1.4-127-10 de
Melcor (hoy Laird Technologies) y se desarrollé una bandeja metdlica de plata, cuya
geometria se determiné basandose unicamente en el menor tamafo y el minimo de
peso. Posteriormente mediante el trabajo de Zegarra y Ponce se disefia y desarrolla

un modulo basico que permita la replicacion de ADN empleando el proceso de

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




Reaccion en Cadena de la Polimerasa [12]. El médulo es capaz de controlar un juego
de temperaturas configurables por el usuario, este médulo constituye un primer aporte
a la intencién de desarrollar equipos termocicladores de producciéon nacional. En esta
tesis se hace uso de la tecnologia Peltier, utilizando dos modelos de dispositivos de
efecto termoeléctrico conocidos como Celdas Peltier, modelos CP 1.4-127-10L y CP
0.8-254-06L, componentes que permiten obtener cambios de temperatura de manera
muy rapida. Previamente los autores presentan un estudio del efecto termoeléctrico y

plantean el diagrama de bloques que se muestra en la figura 1.1.

5 famarr‘:qd_e

visualizacion
Sistema Mecanico

elado: Etapa de Elemento
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Je Caler ——
A
Transmision
=l cenalaPC

Seneor de <
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Figura 1.1: Diagrama de bloques planteado para el desarrollo del
prototipo elaborado por Zegarra, y Ponce., [12]

El desarrollo del sistema mecanico llevo al desarrollo de dos opciones: a) un bloque
sélido de aluminio y b) un bloque de plata, este ultimo es el que se usa en este
trabajo. Asi también luego de hacer un estudio de la cantidad de calor necesario para
alcanzar las maximas temperaturas se llegé a la conclusién que se requerian dos
celdas Peltier modelo CP 1.4-127-10L. Para el control de la temperatura se selecciona
el sensor YS| 44018, por sus caracteristicas de precision de +-0.15°C (garantiza que
las muestras de ADN a replicar no se degeneren) y se incluy6 acondicionamiento para
linealizar la salida del termistor, asi como un amplificador de instrumentacion INA125
para acondicionar el rango de la salida de [0-5V], y de esta manera se acople a los
rangos de la etapa de control, el cual cuenta con una etapa analogo digital para
convertir los valores analogos a datos digitales entendibles por la etapa de control.
Asimismo construyen una interfaz de usuario que permite ingresar los valores de
temperaturas y tiempos de la PCR, las interfaces de entrada-salida las constituyen el

teclado matricial y la pantalla LCD respectivamente. Los resultados llevaron a la
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conclusiéon que era necesario realizar un estudio mas detallado para la seleccion
adecuada del tipo de celda Peltier y la geometria y material para la construccién del

bloque metalico.

Posteriormente, Piminchumo, [13] en el trabajo “Disefio de los componentes
mecanicos de un termociclador utilizando el método de elementos finitos” logra
efectuar la simulaciéon de un modelo mecanico que permite identificar a la celda VT-
199-1.4-0.8 de TE Technology, categoria High Temperature, como la mas adecuada y
define la geometria del nuevo bloque metalico para la bandeja portamuestras logrando
este mecanizarse.

Estos resultados llevan a la incorporacion de dicha celda peltier al prototipo logrado.
Asi también Gerson Ayllon (2012) logra mediante ensayos obtener un registro del
funcionamiento de sistema termoeléctrico con la celda Peltier seleccionada para los
momentos de calentamiento y enfriamiento de cada etapa del proceso de PCR en el
prototipo de Termociclador, este trabajo implico desarrollar un sistema de adquisicion
de datos y obtener un registro visual de las variables de temperatura y de la corriente
suministrada en el tiempo, al hacer ensayos simulando las caracteristicas de las
etapas de la PCR pero sin ningtin control programable, mejor dicho por la conexion
ON/ OFF realizada directamente a la fuente de voltaje DC [14].

Como conclusién de este trabajo se obtuvo una rampa de temperatura positiva en el
proceso: de 1.7°C/s, como maximo, y una rampa de temperatura negativa: 0.8°C/s,
como minimo, con voltajes de 23.85 y 12V. Los resultados indicaron que se requiere
una fuente con caracteristicas de 24V y 22A, regulada por una PWM a través de un
puente H. En la etapa de calentamiento el duty cycle sera el maximo posible para
tratar de obtener 23.85V y para la etapa de enfriamiento un duty cycle del 25%
aproximadamente que brinde 12V.

Conjuntamente con los avances sobre los aspectos electrénicos se ha avanzado en el
redisefio de los componentes mecanicos y mediante la simulacion numérica por
computadora en el trabajo “Disefio, fabricacion, ensamblaje y prueba de los
componentes mecanicos de un Termociclador” [15], se comprueba, verifica y ajustan
estos elementos para concluir con un disefio preliminar del componente mecanico, el
cual fue analizado teniendo en cuenta la factibilidad de manufactura existente en
nuestro medio habiéndose fabricado una primera version del sistema termomecanico,

la carcasa y la tapa del prototipo de Termociclador.(ver figura 1.2)
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(b)
Figura 1.2: Carcasa del prototipo de Termociclador PUCP
(a): cerrado y (b): abierto, al centro se puede ver la bandeja portamuestras [15].

1.3. Presentacion del asunto de estudio

Los resultados alcanzados por Ayllion [14], lleva a la necesidad de realizar un estudio
con la finalidad de mejorar el prototipo del Termociclador que hasta el momento ha
sido alimentado con una fuente de 12 VDC.

En ese contexto, el presente trabajo, se centra en la implementaciéon de un prototipo
de Termociclador alimentado con una sola fuente comercial de 24VDC/22A, para ello
se realizan modificaciones en sus diversas etapas: i) adecuar el programa de control
de manera que a partir de esta fuente también se pueda alimentar las celdas Peltier
con 12 VDC, ii) mejorar y adecuar los elementos para el funcionamiento con respecto
a la fuente comercial de 12 VDC utilizada anteriormente, iii) disefiar o redisefiar la
Etapa de Potencia para que pueda cumplir el proceso de PCR para el médulo, iv)
evaluar la necesidad de realizar modificaciones en la Etapa de Sensado, esta es una
etapa critica y muy sensible, por el cuidado en el manejo del sensor de temperatura,
teniendo en cuenta parametros como el tiempo de respuesta para que el prototipo
muestre la real temperatura medida, la precisiéon requerida es de aproximadamente

+ 1°C; ademas, v) presentar los interfaz de usuarios que son necesarios para el
manejo del prototipo. De este modo se pretende mejorar el funcionamiento del

prototipo existente pero con una sola fuente de 24 VDC.
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CAPITULO 2

Estado del arte de los Termocicladores

2.1. EI ADN, estructura interna y su proceso de replicacién

El ADN es la molécula que contiene toda la informacién genética de cada ser vivo,
esta informacién estd contenida en los genes, que son pequefos segmentos de
molécula y se encuentran ubicados dentro del ntcleo de toda célula de un ser vivo
eucariota. Las caracteristicas fisicas, como el color del cabello o de los ojos las
establece el ADN de cada ser vivo. Todos los seres vivos de nuestro planeta tienen su
propio ADN. Actualmente los estudios que se vienen realizando usando el modelo del
Genoma Humano, permitira en el futuro diagnosticar y prevenir enfermedades en una
persona, € inclusive de su descendencia, por lo que se podran tratar enfermedades
hereditarias de forma mas eficiente. La figura 2.1, muestra las cuatro bases
nitrogenadas, dos purinas: Adenina (A) y Guanina (G), y dos pirimidinas: Citosina (C) y
Timina (T), ademas de un azlcar de cinco carbonos (desoxirribosa) y grupos fosfato

descubiertas por Levene [1].

Purinas——— —  — Pirimidinas
L AN 0 NMy o 0
CH3
U 9 CL Cx, (X
Ny N Ny ; N 0 N o " o
Adenina (A) Guanina (G) Citosina (C) Timina (T) Uracilo (V)
{DNA y RNA) ({DNA y RNA)  (DNA y RNA) {s6lo DNA) (5610 RNA)

Figura 2.1: Bases nitrogenadas organizadas por tipos: Purinas y Pirimidinas, se

puede observar su estructura quimica [2].

Como se menciond anteriormente en el capitulo1, en la década de los cincuenta, el
campo de la Biologia fue convulsionado por el desarrollo del modelo de la estructura
del ADN. James Watson y Francis Crick en 1953 demostraron que consiste en una
doble hélice formada por dos cadenas antiparalelas(orientacién 5' 3' y 3' 5'), ademas
se sabe que el ADN es un acido nucleico formado por nucleétidos, cada nucleétido
consta de tres elementos, un azUcar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base

nitrogenada [4]. (ver figura 2.2)
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Moléculas de fosfato

/, Azicar (desoxirribosa)
," Bases
S mtrogenaldas

|
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Esqueleto de
azucar-fosfatos

(a) (b)

Figura 2.2: Estructura del ADN. La figura (a) muestra la estructura quimica y

la grafica (b) la representacion de la doble hélice [4].

El proceso de replicacion del ADN es el mecanismo que permite al ADN duplicarse (es
decir, sintetizar una copia idéntica de si misma). De esta manera de una molécula de
ADN Uunica, se obtienen dos o mas "clones" de la primera. La propuesta de Watson y
Crick habia estabiecido ciertas predicciones acerca de la conducciéon del ADN durante
la replicacion. De acuerdo con esta propuesta, cada uno de los duplex hijos debia
consistir en una cadena completa heredada del duplex parental y una cadena
completa sintetizada de nueva cuenta. La replicaciéon de este tipo se dice que es
semiconservadora puesto que cada duplex descendiente contiene una cadena de la
estructura parental. Durante el proceso de replicacion la enzima helicasa se mueve a
lo largo del ADN vy cataliza el desenrollamiento del ADN del duaplex. Conforme el ADN
se desenrolla, las cadenas evitan la formacién del duplex por medio de proteinas
(SSB). que se unen al ADN de cadena sencilla La primasa relacionada con la helicasa
sintetiza los iniciadores de RNA, es decir, cada uno de los fragmentos de Okazaki.,
llamados también “iniciadores” de ARN, que tienen un tamafno aproximado de 10

nucleétidos, que se remueven con posterioridad [5].
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Primasa

Helicasa mE 11 9
de DNA > " |
3 Cadena retrasada
Iniciador de RNA
[ & ~«—— Movimiento de helicasa

Proteinas de union Cadena adelantada

del DNA de cadena Eb\oo- ; U i }H i” 1

sencilla (SSB)

Figura 2.3: Secuencia de replicacion de ADN y los elementos involucrados en el

proceso [5].

2.2. Técnica del Proceso: Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

En 1983 el Dr. Kary Mullis logré concebir un proceso por el cual se podian producir
millones de copias de una molécula de ADN especifica; este es el proceso de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), una técnica usada en Biologia
Molecular que tiene como esencia la amplificacién exponencial de una muestra de
secuencia de ADN, cada etapa de este proceso in vitro emplea ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadamente para estimular la accion de las enzimas propias del
proceso y separar las hebras de la molécula de ADN; de esta forma se duplica la
molécula de ADN patrén en nuevas moléculas en cada fase de replicacién [3, 6].

En la figura 2.4 se presenta una ilustracién del ciclo completo del proceso de
replicacién del ADN con las temperaturas correspondientes a las tres principales

etapas. A continuacion se pasa a describir cada una de las etapas del proceso.
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Figura 2.4. Representacion del Ciclo de PCR, La parte superior muestra las etapas
del proceso y la grafica inferior los cambios de temperatura para cada

una de las etapas del proceso [3, 6].

2.2.1. Etapas del Proceso de Replicacion de la Polimerasa

e PRIMERA ETAPA DEL PCR: DESNATURALIZACION.
Esta etapa se realiza en un rango de temperatura de 90 - 98 °C, siendo la eleccién de
acuerdo al tipo de muestra biologica, cuando la muestra es llevada a temperaturas
mayores a 90 °C se produce la separacion de la doble hélice en dos hebras Unicas
como se esquematiza en la figura 2.5; ademas, se afiaden dos componentes
adicionales: primero la enzima llamada Taq polimerasa, capaz de separar y sintetizar
ADN y soporta altas temperaturas, segundo, el iniciador o cebador, también conocido
como “Primer’, que es una cadena corta de polinucleétidos que forma enlaces
complementarios con la cadena ADN del sector que se quiere replicar y es el punto de

partida del copiado de la cadena [3, 6].

> Duracion y temperatura:
Desnaturalizacion (Melting): De 2 a 10 minutos a 90 - 95 °C
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. Taq
Primer polimerasa

Figura 2.5: Se muestra el desdoblamiento inicial de la doble hélice de la molécula

de ADN a la que se affaden el Primery la Taq polimerasa [6].

o SEGUNDA ETAPA DEL PCR: HIBRIDACION.
En esta segunda etapa, se disminuye la temperatura hasta los 60 °C para que los
oligonucleétidos o primers, se alineen con las bases complementarias de cada una de
las hebras de ADN, antes separadas (en direcciones 5'->3' y 3'->5’).Los “Primers”
inician la sintesis del ADN complementario en un determinado punto de los enlaces
quimicos de las hebras que se desdoblaron anteriormente. La figura 2.6 ilustra este
efecto.

> Duracién y temperatura:

Hibridacién (Annealing): De 30 a 45 segundos a 60°C

”H;Ig””””””” &

Figura 2.6: Se aprecia que los primers inician la serie de enlaces quimicos en cada

una de las hebras tnicas formadas en la primera etapa [6].

o TERCERA ETAPA DEL PCR: EXTENSION.

En la tercera Etapa, una vez que los Primers han formado los primeros enlaces con la
hebra de ADN complementaria, la muestra es llevada a una temperatura alrededor de
los 72°C aproximadamente para permitir que la enzima Taq polimerasa replique la
hebra de ADN. Esta enzima inicia el proceso de sintetizado en la zona iniciada por los
Primers facilitando la unién por enlaces quimicos de los nucleétidos complementarios
que se encuentran en la muestra. A continuacién se ilustra detalles de este proceso en
la figura 2.7.
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» Duracion y temperatura:
Extension: De 7 a 10 minutos a 72°C

Direccion desintesis de

W ADN
‘_
’ .

Direccion desintesisde
ADH

Figura 2.7: En la gréfica se ilustra el copiado total de las
dos hebras de la molécula de ADN [6].

2.3. Generalidades de los Termocicladores

e

Los Termocicladores poseen un disefio extremadamente complejo, mucho mas de lo
que los usuarios del instrumento generalmente imaginan. En general, el disefio de
termocicladores se puede dividir en dos areas. Una seccién es la encargada de la
programacion, la regulacion de energia, procesamiento de sensores, etc. La otra
seccion involucra el disefo del sistema termomecanico: la bandeja portamuestras (la
aleacion metdlica que conforma el bloque), los sensores, el médulo o celda Peltier,
aislamiento de la bandeja portamuestra y disipadores de calor. Estas capas
individuales se apilan una sobre otra y forman una construccion “tipo sandwich" [7],

como se muestra en la figura 2.8.

bloqQue

sensores

peltier

disipador

ventilador

Figura 2.8: Desglose interno de los componentes del sistema Termomecanico

en un Termociclador [7].
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2.3.1. Celda Peltier

En la actualidad la mayoria de termocicladores utiliza para obtener el calor y frio
deseado el efecto Peltier, que se logra gracias a las celdas Peltier, las cuales son
utiizadas en moédulos de calefaccidon o refrigeracion [8]. Siendo esta opcion
tecnolégica la mas utilizada en el desarrollo del Termociclador.

El efecto Peltier se caracteriza por la presencia de una diferencia de temperaturas
entre las dos caras de un semiconductor cuando por él circula una corriente. Una
celda Peltier estd conformada por dos materiales semiconductores de bismuto de
teluro uno tipo P (huecos libres) y otro tipo N (electrones) en un arreglo como el
mostrado en la Figura 2.9, produciéndose internamente el asi llamado efecto

termoeléctrico de Peltier [8], La figura 2.9 muestra la estructura interna.

Maodulo Peltier

Absistviea Jde cator (Ladn Friv

L4

Seananband

Seli a IR BN KN 1

C abor a3es peemdido b ade Calicme

Figura 2.9: Diagrama que muestra la estructura interna de una celda Peltier [9].

La conexion interna que presenta la celda peltier consiste en conexiones eléctricas en
serie y térmicas en paralelo, estas se conectan entre si a través de uniones de cobre.
La circulacibn de una corriente eléctrica a través de estos dos materiales
semiconductores con diferente densidad de cargas libres produce una absorcion o
liberaciéon de energia. La cantidad de pastillas semiconductoras depende del modelo
de celda peltier a emplear y de los requerimientos de flujo de calor del sistema.
Asimismo, las dimensiones estan definidas por la superficie de contacto que debe
haber entre el peltier y el objeto a enfriar o calentar. Una polarizacion como la
mostrada en la figura 2.10, se distribuye a lo largo de cada elemento semiconductor de
la celda, es decir, cada elemento semiconductor posee una diferencia de potencial

proporcional a la polarizacion de entrada [10]. (ver figura 2.10)
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Figura 2.10: Compresién y enrarecimiento de portadores de carga cerca de la unién

metal semiconductor en una celda Peltier [10].

2.3.2. Tecnologia de los Termocicladores

Como se mencioné anteriormente, en la actualidad existen diversos tipos de
termocicladores, la mayoria basados en tecnologia Peltier, por ser la que obtiene
mejores resultados, la diferencia entre unos y otros se debe a la diversidad en las
aplicaciones, algunas caracteristicas que se tiene en consideracién es el rango de
temperatura, los rangos de las rampas de enfriamiento y calentamiento, la capacidad
de pozos o tubos para las muestras, la precisidon, etc.. Una forma de clasificar a los
termocicladores es segun su aplicacion para la medicion y cuantificacion de muestras.
Una caracteristica que incrementa enormemente la funcionalidad del Termociclador; si
bien los termocicladores normales (estandar) siguen siendo muy utilizados en
laboratorios e instituciones pequefias, existe una tendencia a reemplazarlos por

termocicladores en tiempo real.
Termocicladores a Tiempo Final

Son los termocicladores basicos en su versiéon estandar. Es un equipo que sirve para
la multiplicacién del ADN y diversos analisis relacionados. Permiten estimar la cantidad
de la muestra mas no cuantificarlas exactamente. Utilizan la tecnologia o efecto
Peltier, permite uniformidad en la temperatura y rampas de incremento y decremento
de la temperatura, cumpliendo los procesos de la PCR.

Una caracteristica adicional en los termocicladores es la funcién gradiente, un
Termociclador de esta naturaleza, cuenta con un gradiente de temperatura en la
bandeja, que permite seleccionar las condiciones térmicas 6ptimas de la PCR. Utiliza

un gradiente de temperaturas programado libremente lo que permite optimizar los
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pasos del protocolo PCR, utilizan indices de calentamiento y refrigeracion constantes

logrando obtener mayores precisiones que las maquinas PCR basicas.

A continuacién se presentan algunos modelos de Termocicladores a Tiempo Final que

se encuentran actualmente en el mercado.

Termocicladores a Tiempo Final

Figura 2.11: Modelo: LongGene MG25+ [18] Figura 2.12: Modelo LongGene48G [19]

Tecnologia: Peltier Tiempo Final Tecnologia: Peltier con gradiente Tiempo

Capacidad: 0.2 ml x 25pozos + 0.5 ml x 16 Final

pozos Capacidad: 0.2ml x 48 pozos+0.5ml x 48
Rango de temperatura: 0°C ~ 99.9°C pozos

Velocidad de calentamiento: 3°C/s Rango de temperatura: 0°C ~ 99.9°C
Velocidad de enfriamiento: 2°C/s Velocidad de calentamiento: 3°C/s
Precisién: +0.3°C Velocidad de enfriamiento: 2°C/s

Max. Numero de ciclos: 99 Precision: +0.2°C

Especificaciones de gradiente:

Precisién de gradiente: <+ 0.3°C
Uniformidad de columna: <1 0.3°C

Rango de temperatura gradiente: 30°C
~99.9°C

Rango de temperatura diferencial: 1°C ~30°C
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Figura 2.13: Modelo Bio-Rad PTC-200 [20] Figura 2.14:Modelo Piko Thermal Cycler [21]

Rango de temperatura: -5 ~ 105°C Configuracién de bloques: 24 pozos y 96
Precision: = 0.3°C pozos

Velocidad de rampa: 3°C/s Rangos de rampas maximas:

Capacidad de muestras: 96 x 0.2ml Calentamiento: 5°C

Enfriamiento: 4.5°C
Precision: £0.2°C

Rango de temperatura: 4°C ~ 99°C

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




Termocicladores a Tiempo Real

El proceso de PCR que realiza este equipo permite cuantificar el nUumero de nuevas
hebras de ADN formadas en el momento de la reaccién, visualizando en la pantalla la
cantidad de muestras de ADN. Permite medir y cuantificar la acumulacién PCR
mientras ocurre el proceso, a una sensitividad muy baja, ademas que no requiere
purificar las muestras después del proceso. Es usado en un amplio rango de
aplicaciones, tales como el andlisis de Polimorfismo (SNP), deteccién patégena,
medicion de la interferencia del RNA y otros. Las figuras siguientes presentan algunos

modelos de Termocicladores a Tiempo Real que se encuentran en el mercado.

Termocicladores a Tiempo Real

B

L
; 5 3y
! k
| .
I -

Figura 2.15. Modelo LightCycler 96 Real
Time PCR [22]

Figura 2.16. Modelo ShineGene Real
Time PCR [23]

T logia Peltier Ti
Eaiologi Fefiier Tismps Redl Tecnologia Peltier Tiempo Real

V i i 14.4°
elocidad de calentamiento: 4.4°C/s Capacidad: 0.2mix96pozos

Velocidad d friamiento: 2.2°
FREEEIEES ST SN e Rango de temperatura: 0°C ~ 99.9°C

Rango gradiente operacional: 37°C ~ 98°C Velocidad de calentamiento: 3°C/s
Velocidad de enfriamiento: 2.5°C/s

Rango gradiente operacional: 40°C ~ 100°C
Rango de temperatura diferencial: 1°C ~25°C

Precision: 0.1°C
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2.4. QObjetivos

2.4.1. Objetivo general

La presente tesis tiene como objetivo implementar un prototipo de termociclador
usando la celda peltier VT-199-1.4-0.8, la cual estara alimentada con una Unica fuente
de 24 VDC/22A, de tal manera que nos permita ejecutar el proceso de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y de esta forma lograr la replicaciéon de segmentos
especificos de muestras de ADN.

2.4.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de la presente tesis son:

1. Adecuar el programa de control, para que a partir de una fuente de 24 VDC, se
pueda también alimentar a la celda peltier VT-199-1.4-0.8 con 12 VDC.

2. Redisefio e implementacién de la etapa de potencia del proceso de PCR
para el modulo.

3. Lograr velocidades de calentamiento o enfriamiento de aproximadamente 1°C/s.

4. El rango de la precisién de temperatura sera de + 1°C.

5. Presentar una interfaz de usuario de facil manejo con teclado numérico y un
visualizador grafico de pantalla de cristal liquido para poder hacer la
programacion de los ciclos del PCR.
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CAPITULO 3

Implementacién del proceso de PCR con una fuente de 24 VDC

El esquema general del sistema esta definido por el diagrama de bloques de la figura
3.1, donde se puede identificar las siguientes etapas: Etapa de interfaz de usuario, que
estd compuesto por el teclado o dispositivo de entrada de datos, la pantalla de
visualizaciéon o dispositivo de salida de datos; Etapa de control, compuesto por el
controlador que manejara todos los recursos del sistema; Etapa de potencia, para
controlar el dispositivo transmisor de calor o también llamado celda Peltier; Etapa del
sistema mecanico, compuesto por un bloque metalico conteniendo al elemento
transmisor de calor y que es donde se colocan las muestras de ADN y finalmente una
Etapa de sensado de temperatura, compuesto por un sensor de temperatura colocado

en dicho bloque metalico que actuara como realimentacion en el sistema.

———— T\) e |— S ;_,__ o
| . ) 2 ' A
| INTERFAZDE | /. N | S A SISTEMA I
USUARIO T’ CONTIROL ( FOTENCIA™ ¢ M MECANICO
| P /| e
SR ) PR t - |
T_._ N K\§_‘_J S . = p—
. N ]
" A \ ——— ] sEnsaDO e e 7
. ;/ % | TEMPERATURA K IV
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ETAPADE |
ALIMENTACION | |

Figura 3.1: Diagrama de bloques general del sistema.

En la interfaz de usuario, se ingresan los pardmetros de temperatura y tiempos
deseados para el ciclo PCR y se visualizan las variables de temperatura y tiempo.

La etapa de sensado monitorea en todo momento la temperatura del bloque metalico
de la etapa del sistema mecanico.

Conocido el valor de la temperatura, la etapa de control, mediante un algoritmo,
obtiene un valor de control adecuado a fin de alcanzar la temperatura deseada.

El control enviara una sefnal hacia el excitador de potencia, el cual la acondicionara
hacia la etapa de potencia, que generara un aumento o disminucién de temperatura

sobre el sistema mecanico.
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En la mayoria de las etapas que se desarrollan a continuacion se realiza una revision
a los trabajos: “Disefio e Implementacion de un moédulo para procesos de reaccion de
cadena de la polimerasa (PCR) en la replicacion de ADN” por Zegarra, D y Ponce, J
[12], “Caracterizacion de la celda Peltier para un prototipo de termociclador” por
Ayllon, G [14].

En este sentido, en cada una de las siguientes etapas, se desarrolla teniendo como
base los mejores resultados, conclusiones y recomendaciones de tesistas que
trabajaron en este tema, asi como también los resultados de investigaciones propias
de esta tesis.

A continuacién se muestra el desarrollo de cada una de las siguientes etapas.

3.1. Etapa del sistema Termomecanico

La parte mecanica fue disefiada e implementada por el tesista Andrés Eloy Andia
Paredes en su trabajo “Disefo, Fabricacion, Ensamblaje y prueba de los componentes
mecanicos de un termociclador” [15], en la cual realiza el disefio de los componentes
mecanicos de un termociclador, partiendo del disefio del bloque portamuestras, que ya
se encontraba definido, realiza el disefio preliminar y se hace la comprobacién de los
mismos a través de métodos computacionales , la fabricacion es basicamente de la
tapa y la carcasa que alberga a los demas componentes, ya que estos pueden ser
adquiridos en el mercado local, abaratando los costos de fabricacion.

Para el disefio de esta etapa, tuvo en cuenta estudios previos y realizé pruebas que
corroboraron los calculos previos que son reforzados con simulaciones por métodos
computacionales.

Béasicamente el trabajo de Andrés Andia se basa en cinco etapas: Siendo la primera
una presentacion de las caracteristicas del equipo, aplicacion y una descripcion del
uso final que se requiere lograr; la segunda etapa, que consiste en un disefio
preliminar con métodos analiticos y simplificaciones de calculo; la tercera etapa, en la
cual se toman todas las consideraciones previas a través del andlisis de simulacion
por computadora, concluyéndose con un disefo final; la cuarta etapa, que consiste en
la fabricacion de un prototipo del sistema Termomecanico; finalmente, concluye en la
quinta etapa que trata de realizar las pruebas necesarias para experimentar el
desempeiio que se buscoé en la etapa de disefio.

El resultado final de este trabajo fue la construccion de la tapa y la carcasa incluyendo
por dentro el bloque portamuestra con la celda Peltier modelo VT-199-1.4-0.8.

La eleccion de este tipo de Peltier se dio debido a que anteriormente en la tesis de
David Zegarra [12] se habia hecho el célculo de calor necesario, como se muestra a

continuacion.

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




Q=m. Cp .(aT)/7

Donde
1=1.5°Cl/s m =peso0=0.32Kg (bloque de plata)
aT=40 °C Cp = calor especifico =235 J/(Kg.K)

Teniendo un valor aproximado de Q=75.2 W, razén por la cual el tesista David Zegarra
eligié6 el modelo CP 1.4-127-10L que tiene un Q=33.4W (por ello se requerian dos
celdas Peltier) y una corriente maxima de 3.9 A.

Sin embargo en las pruebas que realizd, se mostré que se debia mejorar la eleccién
de la celda Peltier, razén por la cual el tesista Piminchumo realiza un mejor calculo
dando como solucién la eleccién de la Peltier VT-199-1.4-0.8, la cual tiene una
Qmax=172W y una corriente maxima de consumo de 11.3 A.

También cabe resaltar, que la construccién de esta parte mecanica no previo un
agujero por el cual debi6 ingresar el sensor, por ende parte del trabajo de esta tesis es
la realizacién de dicho agujero en la bandeja portamuestra para la toma de datos.

Un resumen de la geometria del sistema Termomecanico (ver figura 3.2) se describe
a continuacion:

Tabla 3.1: Dimensionamiento del sistema Termomecanico

Componente | Cantidad Dimensiones (mm) Material Obs.
Largo Ancho Alto
Bandeja 1 74 56 15 Plata Pura 48 agujeros
Portamuestras (99.99%)
Médulo 1 38 38 3 Compuestos | Modelo: VT-
Peltier Varios 199-1.4-0-8
Disipador 1 170 120 76 Aluminio 12 Aletas
Ventilador 1 110 110 37 Plastico Modelo: 109P
DC12V 0.52A
Observacion:

Como parte del analisis previo que se realizd en la etapa de pruebas, se decidié que
se debia trabajar con otro disipador, el motivo principal era que en su elaboracion no
previnieron errores de construccioén, motivo por el cual la bandeja portamuestras no
enfriaba y resultaba tedioso y muy complicado tomar los valores correspondientes de
las pruebas realizadas.

Las caracteristicas del disipador a utilizar son las siguientes:

Tabla 3.2: Dimensiones del disipador de aluminio

rComponente Cantidad Dimensiones (mm) Material Obs.
Largo Ancho Alto
Disipador 1 160 70 30 Aluminio 21 Aletas
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A continuacién en la figura 3.2, se puede apreciar el sistema Termomecanico

compuesto por la bandeja portamuestra, celda peltier, disipador y ventilador.

Figura 3.2: Sistema Termomecanico.

3.2. Etapa de Sensado de Temperatura

Esta etapa brindara un parametro equivalente, ya sea voltaje o corriente, a la
temperatura real del sistema a controlar. Es una etapa sensible ya que se debe buscar
disminuir notablemente el error de la adquisicién para que la muestra de ADN no se
degrade, esta etapa consta de tres sub etapas: sensado, acondicionamiento y

amplificacion respectivamente.

3.2.1. Etapa de Sensado

Requerimientos

e Debera tener un rango de medida minimo de 0 a 95 °C, ya que las
temperaturas necesarias para la replicacion del ADN se encuentran dentro de
este rango.

e Debera tener una precision de = 1°C para obtener el menor error de
adquisicion en la toma de muestra de las temperaturas.

e Tiempo de respuesta de un segundo es un valor aceptable, para que la
adquisicion sea acorde a los valores reales en cada instante.

* Debera ser lineal, para que facilite la programacién en la toma de adquisicion

de datos de la etapa de control.
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e Debera ser de dimensiones longitudinales pequenas, ya que la bandeja
portamuestras donde iran los microtubos de muestra de ADN mide 7,4 cm * 5,6

cm * 1,5 cm aproximadamente.

Alternativas de solucion

Existen muchas opciones para la adquisicion de temperatura del portamuestra de
microtubos que contendran las muestras de ADN. Dentro de este abanico de
opciones, se mencionan los mas conocidos: termocuplas, termistores, RTD, circuito
integrado. A continuacién se muestra la tabla 3.3, con las caracteristicas de cada uno

de los componentes mencionados, para su posterior analisis, comparacion y eleccién

del sensor que mas se adecua a nuestro caso en particular.

Tabla 3.3: Sensores de Temperatura

Sensor Caracteristicas
Ventajas Desventajas
Termistor Tiempo de respuesta rapido No lineal
Grandes cambiosde Rvs T Requiere una fuente externa
Alta Sensibilidad de voltaje
Bajo costo y tamafo pequefio
Termocupla Robustos y econémicos Baja sensibilidad
Amplio rango de temperatura No lineal
Muy usados en la industria Susceptible a ruido eléctrico
RTD Mas estabilidad Fragiles
Mas lineal que Termocuplas Costosas
Ancho rango de temperatura de Tiempo de respuesta lento
operacion
Circuito Lineal Rango limitado de
Integrado Bajo costo Temperatura.
La salida conectado directamente Respuesta lenta
al ADC. Requiere fuente de Voltaje
No tiene buen acople de
temperatura con el ambiente

Elaboracién: Propia.
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Eleccion del Sensor

Para elegir el sensor mas adecuado para el sistema de adquisicién del presente
documento, se debera partir de un andlisis de los requerimientos dados y compararlos
con cada elemento de la tabla 3.3, de esta comparacién se elegira al sensor que
cumpla con todos o la mayoria de los requerimientos.

La Termocupla se descarta ya que tiene baja sensibilidad, requerimiento prioritario.
Asi también se descarta el RTD ya que son fragiles y necesitamos un sensor robusto,
en el caso del circuito integrado se descarta al tener bajo rango de temperatura. La
ultima eleccién seria el termistor, la Unica desventaja encontrada seria su no linealidad;
sin embargo, esta es salvable con una circuiteria simple adicional, ademas el costo no
es elevado; motivo por el cual, se elegira el termistor, ya que cumple con todos los
requerimientos mencionados: alta sensibilidad, pequefo y la linealidad se conseguira

con una circuiteria adicional, como por ejemplo el puente de wheatstone.

TERMISTOR [25]

Estos son principalmente de dos tipos: NTC, con un coeficiente negativo de
temperatura con la resistencia; y PTC, con un coeficiente positivo de resistencia.

En el mercado se encontré al fabricante Yellow Spring Instrument (YSI), el cual tiene la
gran ventaja de fabricar componentes termilineares, que brindan una respuesta lineal,
al realizar un arreglo con uno de sus termistores que fabrican en conjunto con un set
de resistencias. YSI fabrica termistores NTC, los cuales exhiben una elevada caida en
la resistencia mientras la temperatura se incrementa, proporcionando una alta
sensibilidad a los cambios de temperatura. La resistencia cambia aproximadamente
tres érdenes de magnitud en un rango de 100 ° C. Este provee un medio de medida de

variaciones muy pequenas de temperatura y variaciones muy precisas.

VENTAJA DE LOS TERMISTORES DEL FABRICANTE YSI [25]

¢ Fabrican componentes termilineares, que brindan una respuesta lineal.

e Sensibilidad, un termistor es mucho mas sensible que otros sensores al cambio
de temperatura.

¢ Conexion dos cables. No necesita compensacion de uniéon como en el caso de
Termocupla. La elevada resistencia inherente en los termistores permiten una
larga longitud de cables sin introducir errores significantes

¢ Sello hermético, termistores YSI con encapsulamiento de vidrio logran un sello
hermético entre el ambiente y el disco termistor. Este permite mediciones en

entornos severos de humedad.
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s Flexibilidad, termistores YSI vienen en una gran variedad de resistencias,
caracteristicas de pendientes, configuracion de cables y encapsulacién de
materiales.

Como es légico, se elegira el componente termilinear para el presente trabajo. Cada
red termilinear consiste en dos subcomponentes. un componente termistor y un set de
resistencias. El elemento activo es el componente termistor, hecho de dos termistores
de precisién YSI y encapsulamiento de resina. A continuaciéon se muestra en la figura

3.3 los dos componentes termistores que ofrece YSI.

6" Min.
.150° MAX- ly————————— 152 MM ——°|
3.6 mm
__—/
"

—————

e 005" DIA. M:x‘A T~

2.4mm

YSI| 44018 Thermilinear Component

€" Min.

.150° MAX. e MR A e
3.8 mm
. " —_— ———=’/
(& —
T —_—
.110" DIA. MAX.
2.8 mm

YSI| 44019A Thermilinear Component

Figura 3.3: Red Termilinear disponibles por YSI [25].
Se elegira el componente termistor YSI| 44018 ya que tiene un rango de temperatura
de hasta 105°C, mientras que el termistor 44019A tiene un rango de temperatura hasta

85°C.

3.2.2, Etapa de Acondicionamiento

El set de resistencias consiste de dos resistencias de precisién de peliculas de metal
para uso con los componentes termistores 44018 y 44019A; en la figura 3.4, se

muestra la configuracion de esta red termilinear.
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Figura 3.4: Red Termilinear [25].

La relacion de la red termilinear puede ser definida como:

Eow= (M.Ein) T + (b.Ej)

Donde:

Eou = voltaje de salida

m= cambio de voltaje por grado centigrado de temperatura (pendiente)
Ei, = voltaje de entrada

T=temperatura en °C

b= voltaje a 0° y 1 voltio de entrada

A continuacion, en la tabla 3.4, se muestra las especificaciones del componente

termistor 44018 con diferentes set de resistencias.
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Tabla 3.4: Especificaciones de las diferentes redes termilinear

YSI Thermilinear Component Specifications

Componert Mamum Dperaing Temparate ATy & Femnngeally
Yo 44018 105°C 20'F =0.18¢C
YS! Thermilinear Network Specifications
YS! Natwens Usirg 44018
um Linear Range Linedity Deviaton
010 +100°C =0.216°C
44018 Resistance Mode
7,=60000@25°C = (17 15T+ 2766.23
1,=3000005C E, Posihe Mo E, Negve Mo
E_ = (+0O0SIAEE )T + 0.13433E, E_ =(-000SMBIE ;T + 0.86507E,
44301 E M | Max AL
R=3200Q 20V 625 10 M2
R =625042 Reststor Emor
A MCOUC, DT 100°C
(Tv.1/] Linear Range Linearfty Deviaton
510+45°C ~0066°C
ung Resistance Mode
T,=60000@ 25 R =(-32402)T+ 450330
1.=300000€ 5'C E, Posine Mo E, Negathe Mo
E, =(+DD0GBB4GE,)T + 0.194142E, E,, =i-00056846E,) T + 0806856,
430 E M 1 Max MBRL
R= 500 35V 6158 1002
R=120000 Reststor Emor
1200 5°C, 2007°C 0 +457C
[75.1¢] Linear Range Linsartty Deviation
-3010+50°C 0160
4ok Resistance Mode
T.=600020 25°C R=i-127.006 T + 12175
7,=30000Q0 25°C E, Posite Mok E, Negative Mok
E, = (+DO0GTO0BE )T + 0.34803E, E_ = (0.006TOG6E | T+ 065107 E,
44303 E, Max | Max MNAL
R = 182004} 30V 475pA 10M2
R= 352506} Resistor Emor

20127°C0 -0°C 2002°C @ +50°C

Se utilizara la Red Termilinear 44201, debido a que es el unico que cumple el rango de

temperatura de trabajo.

Elaboracion: Hoja técnica del YSI [25].

Las caracteristicas técnicas de la red 44201 se detallan a continuacion:

* Componente Termilinear: YSI144018

* Precision e intercambiabilidad: + 0.15 °C
* Set de resisténcias 44301: R1 = 3.2 KQ, R2 =6.25 KQ

* Rango de aproximacion lineal: 0 a 100°C

* Voltaje de alimentacion maximo: 2.0 V

* Corriente de entrada maxima: 625 pA
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* Error de resistencia: +0.14°C @ 0°C, £0.03°C @ 100°C
* Modo voltaje negativo:

Eout = (= 0.0053483* Ein)*T + 0.86507* Ei,

* Modo voltaje positivo:

Eout = (0.0053483* Ein)*T + 0.13493* Ej,

De esta guia de disefio podemos hallar todos los parametros que requerimos de la
siguiente manera:

Se considera inicialmente la pendiente de salida: -10 mV/°C (pendiente negativa)
Nosotros usaremos red YSI 44201 en este ejemplo. Esta red tiene un rango de
temperatura de 0 °C a 100°C, incluye el termilinear YSI 44018 y el set de resistor YSI
44301. Nosotros hemos visto un disefio de las paginas de especificacion de la red

termilinear y seguiremos estos pasos para hallar todos los parametros segun YSI [25].
R1=3200 Q

R2= 6250 Q

E,=(-0.0053483E, )t~ 0.86507E,
[

sensitivity constant
=(00)E,
=-0.0053483

|
output voltage at 0°C per volt in
. EuO"C 6Em
=+0.86507

1. Determinar el voltaje de entrada que resultara de la pendiente deseada (-10mV/°C
en este ejemplo). Este es igual a la pendiente dividida por la constante de

sensibilidad.

Ein =-0.01 /-0.0053483 = 1.869753 V
2. Determinar el voltaje de salida (Eoy). La ecuacion general es dada con la variable
de temperatura.
A 0°C: = -0.0053483*1.869753*0°C+0.86507*1.869753 = 1.617467 V
2. Disipacion de potencia. Se calcula el autocalentamiento para evaluar el efecto de
potencia en la precisién de medicién. El autocalentamiento es mas grave para el
termistor de mayor resistencia (T2) a alta temperatura. Un termistor de 30KQ @
25°C tiene una resistencia de 206902 a 100°C.
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P=E%R

Donde:

P = Disipacién de potencia en watts

E = Voltaje a la temperatura maxima

R = resistencia del termistor de mayor resistencia a temperatura maxima

P = 0.617467°V/20690Q = 0.000184 watts

La constante de disipacion es usada para la conversién a unidad de temperatura.
Asumimos por ejemplo que el componente estd inmerso en aire quieto. La constante
de disipacién para un YSI 44018 es 1.3143mW/°C (0.0013143W/°C).

Error de autocalentamiento = 0.000184W/0.0013143W/°C = 0.14°C

Finalmente la ecuacion de salida de voltaje de esta etapa con respecto a la
temperatura sera:

Eout = -0.01T+1.617467
A continuacion, en la tabla 3.5, se muestra los valores de la temperatura versus el

voltaje de salida que se obtiene.

Tabla 3.5: Valores obtenidos de voltaje y temperatura
a la salida de la red termilinear.

Temperatura (°C) Voltaje (v)

0 1.617467

5 1.567467

10 1.517467

15 B 1.467467

20 1.417467

25 1.367467

27 1.347467

30 1.317467

35 1.267467

40 1.217467

45 1.167467
50 1.117467 mi

i 55 1.067467
l 60 1017467 |

65 0.967467

70 0.917467

75 0.867467

80 0.817467

85 0.767467

i 90 0.717467

95 0.667467

100 0.617467

Elaboracion: Propia
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Para mayor ejemplificacion se muestra el grafico siguiente de los resultados obtenidos

en la tabla anterior, se puede observar la linealidad de la curva. (ver figura 3.5)

voltaje

18
16
14
1.2

0.8 \ Vohaie

0.6 .
0.4
0.2

0 T T T 1 T i
0 20 40 60 80 100 120

Figura 3.5: Voltaje (v) vs Temperatura (°C) a la salida de la red termilinear.

3.2.3. Etapa de Amplificacion

La salida de la etapa previa se encuentra en el rango de [1.617467 — 0.617467 V] con

las temperaturas de 0 y 100 °C respectivamente, siendo este rango de voltaje muy

pequefio para poder trabajar en el conversor analogo digital y ademas de ser muy

susceptible al ruido se requiere una etapa de amplificacion.

El amplificador a elegir debera tener los siguientes requerimientos:

> El amplificador debera tener un error de entrada menor a 10 mV, debido a que la
pendiente de la etapa de sensado es 10mV/°C y por requerimiento esta etapa debe
tener una precisién de 1°C.

> Alto rechazo en modo comun (CMRR) para que el voltaje de salida no sea afectado
por el voltaje en modo comun en la entrada. Esto implica que el voltaje a la salida
en modo comun sea menor que 10mV x G.

Para el célculo del CMRR minimo que debera tener el amplificador se usa la siguiente

ecuacion.

2Vcm

CMRR2 . (ecuacién 1) [31]

Donde:

Vem: voltaje en modo comun

e: voltaje de interferencia

El voltaje en modo comun en la entrada es 1.617467 V.
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La sefial de interferencia que se permitira sera del 1%.Entonces los 10mV x 0.01=100 uV
Aplicando la ecuacién 1.

CMRR2 21617467 _3535(0
100 pV

CMRR min = 20 log (32350)=90.2 dB.

Se buscod amplificadores de instrumentacién que cumplan con los requerimientos
mencionados, encontrando en el fabricante de Texas Instruments de la familia INA que
son amplificadores de instrumentacién de precisiéon.Se elige el INA125. A continuacién

se muestra el esquema de este amplificador de instrumentacion. (ver figura 3.6)

SLEEP

I:

INA125

20

2

ry
a

i
(3]
A
o for
ES
b

10

A >_. ——y [}/
2 (=
30k -
W
= 10802
=
_ 10k2
W V,=(Vi-Vi)6
E G=4 4+
-
A
Vo : b
30k
L&,
A |

Ve

Figura 3.6: Amplificador de Instrumentacion INA125 [26].

En la figura 3.4, se muestran las conexiones recomendadas por el fabricante, en el pin
6 ird el voltaje de referencia, que en nuestro caso es de 1.617467v y en el pin 7 va la
salida de nuestra red termilinear, estas dos sefiales se restaran logrando que el rango
que antes era de [1.617467 — 0.617467 v] a la salida de la red termilinear sea ahora
[0-1v] para un rango de temperatura de 0-100 °C. Luego de esta diferencia el
amplificador diferencial debera poner este rango entre los valores de [0-5V], ya que es

en este rango que trabaja el convertidor analogo digital del Microcontrolador.
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Entonces por lo anterior mencionado la ganancia deberia ser 5.

60 KQ

Siendo: G = 4+ =5
Rg

Rg =60 KQ

Con la utilizacién del amplificador de instrumentacion, en la tabla 3.6, podemos ver los

valores de voltaje a la salida Vo.

Tabla 3.6: Valores de Vo a la salida del
amplificador de instrumentacion.

Temperatura (°C) | voltaje (v) )

0 0
5 0.25

10 0.5

15 0.75

20 1

25 1.25

27 1.35

30 1.5

35 1.75

40 2

45 2.25

50 2.5

55 2.75

60 3

65 3.25

70 3.5

75 3.75

80 4

85 4.25

90 4.5

95 4.75 |

100 5 I

Elaboracién: Propia

A continuacién se muestra en la figura 3.7, una grafica en la cual se puede observar la
linealidad a la salida del INA125P.
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Figura 3.7: Voltaje (v) vs Temperatura (°C) a la salida del

amplificador de instrumentacién.

3.3. Etapa de Interfaz de Usuario

La etapa de interfaz de usuario involucra la eleccion e implementacion de algun
sistema para el ingreso de datos asi como la visualizacion de ciertos datos de interés
en el proceso de PCR.

Requerimientos

El proceso de PCR involucra tres etapas, y para cada una de estas etapas se
ingresaran sus tiempos como temperaturas respectivas, asi también se debe ingresar
el nimero de ciclos de PCR, es decir se debe tener un mecanismo que permita
ingresar todos estos parametros.

Asi también se deben poder visualizar todos estos parametros ingresados que en total
son tres pares de temperatura- tiempo, el mecanismo que se implemente debera tener

la capacidad de visualizar todos estos parametros.

Eleccidn

Por lo mencionado en la parte de requerimientos, se requiere un mecanismo que
tenga los niumeros de 0-9 para ingresar los parametros de temperatura y tiempos asi
también un botén de OK y clear para borrar algin dato errado, en este sentido la mejor
eleccion recae en utilizar un teclado matricial de 4x4, el cual tendra 16 teclas
controladas por 8 lineas de control.

A continuacion se muestra el teclado matricial a utilizar en la figura 3.8.
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Figura 3.8: Teclado matricial

Asimismo se debe elegir una pantalla que permita visualizar simultaneamente el
ingreso que se realizé de los 3 pares de temperaturas con sus respectivos tiempos, asi
como las opciones de “enter” y “clear”, motivo por el cual se elige una pantalla LCD de
4x20 caracteres de la marca Systronix modelo J204a que se controlara con 7 lineas.

A continuacion se muestra en la figura 3.9, esta pantalla LCD.

PCR:SISTEMA PRRA
REPLICARCION DE RDN

Presione (ENTER
rara 1C}

Figura 3.9: Pantalla LCD de 4 lineas x 20 caracteres

Para un resumen se presenta la siguiente tabla de conexionado.

Tabla 3.7: Tabla de conexionado del interfaz de usuario

Niamero de Pines Pines del Microcontrolador
Sensor de Temperatura 1 Analoga/Digital
Teclado Matricial 8 Digital
LCD 4 x 20 7 Digital
Conversor Serial-USB 2 Digital
Driver de Potencia 1 Digital
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3.4. Etapa de control

La etapa de control a usar debera cumplir con los siguientes requerimientos:

Requerimientos

Debera tener un conversor analogo digital para el procesamiento de las
sefales que entregara la etapa de sensado, este conversor debera poseer una
resolucion minima aceptable, es decir una minima variacion en la entrada que
produce un cambio digital. En nuestro caso para un rango de 0-5 V va con el
rango de 0-100°C respectivamente, es decir cada 1°C varia 0.05 V, si
tomamos como resolucién minima 0.5°C equivaldria a 0.025 V; ahora bien,
segun lo planteado por Piminchumo, O. Si tomamos una resoluciéon de 0.5°C
seria suficiente para la implementacion del prototipo, pero siendo mas
exigentes y tratando de igualar a termdmetros digitales del mercado, los cuales
tienen una resolucion de +0.1°C 6 +0.2°C, se trabajard con una precision
parecida, con esto lograriamos mas exactitud en los datos tomados y curvas
mas definidas con sus respectivas pendientes.

Con esto procedemos a analizar el nimero de bits minimos necesarios para el
ADC.

Resoluciéon del ADC = V/2", (Ecuacion 1)

Donde:

V= voltaje de referencia (5V)

n = numero de bits de resolucién del microcontrolador

Reemplazando en la ecuacién 1, se tiene:

2" = 5/0.005

2"=1000, n=9.97, entonces aproximo n = 10

Entonces la resolucién con la que trabajara el ADC sera de 10 bits.

Otro parametro importante es la velocidad de conversion, un valor aceptable
debido a la naturaleza de este proyecto debera no ser mayor a 500 ms.

Debera tener una sefial PWM, cuya sefal ira a la etapa de potencia para
controlar el flujo y direccion de corriente hacia la celda Peltier, lo cual reflejara
en un aumento, permanencia o disminucién de calor de los microtubos que
contienen las muestras de ADN.

Debera tener la suficiente cantidad de puertos requeridos, como los

mencionados en la etapa de interfaz de usuario.
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Alternativas de solucion

En la tabla 3.8 se mencionan las principales caracteristicas del Atmega8L y
PIC16F877A.

Tabla 3.8: Caracteristicas principales del Atmega8L y del PIC16F877A

Caracteristica Atmega8L PIC16F877A
Rango de voltaje de alimentacion 2.7a5.5V 25ab5V
Corriente suministrada 15mA 25mA
Rango de frecuencia del reloj interno 1a16MHZ 1 a 20MHZ
Memoria Flash 8K bytes 60K bytes
Memoria EEPROM 512 bytes 256 x 8bytes
Resolucién ADC interno 8 a 10 bits 10 bits
Modo de programacion Serial y Paralelo Serial y Paralelo
numero de puertos seria (USART) 1 1

Elaboracién: Hoja técnica Atmega8L y PIC16F877A

Como se puede observar de la tabla 3.7, tanto el microcontrolador Atmega8L como el
PIC16F877A cumplen con los requerimientos mencionados; empero, elegimos el
PIC16F877A de Microchip porque se tiene mayor experiencia y conocimiento del
mismo, ello facilitara el buen uso para la programacién en la etapa previa de sensado

de temperatura.
CONVERSOR ANALOGO DIGITAL

El ADC del PIC16F877 tiene una resolucion de 10 bits, es decir:
Resoluciéon del ADC = -251‘/—0=0.0048V/paso, lo que corresponde a un bit.

Siguiendo estos lineamientos tenemos que:

100°C <> 5V <> 1023 unidades

0.0977°C <> 4.88mV <> 1 unidad

A continuacién se muestra la tabla 3.9, que ejemplifica lo mencionado:
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Tabla 3.9: Etapa ADC

Temperatura sensada

Voltaje que ingresa al ADC

Valor que se graba en registros
dentro del PIC16F877

0°C ov 0000 0000
0.0977°C 4.88 mV 0000 0001
0.1954 °C 9.76 mV 0000 0010

Elaboracion: Propia

El valor proveniente del sensor de temperatura (Tsensor) ingresa al ADC del PIC
16F877 por el pin RAO/ANO (pin 2 del PIC), se guarda en los registros ADRESH:

ADRESL y luego, de acuerdo a la programacion, se compara dicho valor con el de la

temperatura ingresada por el usuario (ver figura 3.10). De esta manera se elige el duty

cycle del PWM que generara el microcontrolador.

TEMPERATURA |
PROGRAMADA |

{\
‘X'
)

CONVERSOR A/D I

|
N 2 " N

PIC16F877

| CONTROL DEL
) PWM
D.C' 25%. 50%, 90%

ETAPA DE
POTENCIA

' CELDAPELTER |

BLOQUE METALICO

SENSORDE || | Tsensor

TEMPERATURA

I

Figura 3.10: Esquema de la forma de control del Duty Cycle del PWM (90%, 50% 6

25%). Tsensor se compara con la temperatura programada.

Respecto a la frecuencia de trabajo de la celda Peltier, podemos encontrar diversas

consideraciones. Algunos fabricantes recomiendan trabajar dichas celdas con

frecuencias alrededor de 5KHz [27] para evitar fatiga mecanica por la inercia térmica

que se produce y evitar asi su pronta destruccion, mientras que otros como Marlow

Industries [28] en la seccion Frequently Asked Questions, recomienda que la

frecuencia sea mayor a 1KHz. Por otro lado Tellurex Corporation [32]

recomienda

usar una frecuencia alrededor de 120Hz por cuestiones de compatibilidad

electromagnética.
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Se decide trabajar con una frecuencia de 2.5KHz, teniendo en cuenta que valores mas
altos de esta frecuencia producird un menor valor de los componentes del filtro LC,
como se vera mas adelante. El periodo de la sefal queda definido a:

1
" 2.5KHz

T e x 1072 = 400
=25 -

Eleccion del Duty Cycle (ciclo de trabajo)
Para hallar cualquier valor de duty cycle se procedera a demostrar como es el calculo

del mismo empleando la formula de la PWM, la tabla 3.10 muestra estos valores.

Tabla 3.10: Eleccion de Duty Cycle

EFECTO DUTY CYCLE
Enfriamiento 25%
Conservacion 50%
calentamiento 90%

Elaboracion: Propia

El calculo de los valores de duty cycles se mencionaran como fueron deducidos mas
adelante y se eligieron, tomando como base los resultados de la tesis de Gerson A., la
cual se enfoca hacia el maximo y eficiente desempeno del proceso de replicaciéon de
ADN, ¢él llega a estas conclusiones sin utilizar control con PWM, sino conectando
directamente la fuente de 12 V y 24 V, en este caso al utilizar control con PWM se
requiere calcular los duty cycle con los que se obtienen estos voltajes.

En este sentido se obtiene 12VDC en la etapa de enfriamiento si se tiene un duty cycle
de 25% y en la etapa de calentamiento se obtiene 19,2 VDC con un duty cycle de
90%.

Se muestra la formula a utilizar para el calculo de los duty cycle.

VMEDIA_PWM= ZTVt -V 129,

Donde:
Vmeoia_pwm = VOItaje que le caera en promedio a la celda Peltier
V = voltaje de la fuente que alimenta a los puentes H= 24V aproximadamente.

t/T = duty cycle

Para el enfriamiento

Vreoia_pwm=-12V

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




t/T =25%

Para el calentamiento
VMEDIA_PWM =-19.2v
t/T =90%

DESARROLLO DEL SOFTWARE DE CONTROL
ESQUEMA GENERAL

El control general del sistema se realiza de acuerdo al siguiente Diagrama de Flujo.
(ver figura 3.11)
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Figura 3.11: Diagrama de flujo del programa del moédulo termociclador
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Figura 3.11 (continuacién): Diagrama de flujo del programa del médulo termociclador.

3.5. Etapa de Potencia

Una vez implementado el sistema Termomecanico compuesto por la bandeja
portamuestras, disipador y ventilador, se tiene que redisenar la etapa de potencia que
manejara la alta corriente que circulara por la celda Peltier y que producira la
transferencia de calor entre dicha bandeja y el disipador; esta transferencia de calor
puede tener dos sentidos, dependiendo del sentido de corriente en el Peltier si se
quiere enfriar o calentar la bandeja portamuestras, teniendo en consideracion que el
circuito estara alimentado por una sola fuente de 24VDC. Por otro lado, se podria

pensar manejar la celda Peltier con medio puente con control tipo ON/OFF; sin
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embargo, segun Tellurex Corporation [32] y Grupo LAIRD TECHNOLOGIES [36] no se
recomienda trabajarlo de esta manera ya que causa fatiga mecanica en la celda
peltier, y esto ocasionaria su pronta destruccion. El método recomendable para estos
casos es la utilizacién de un puente H completo ya que permitiria la circulaciéon de dos
sentidos de corriente necesarios para la transmisién de calor y la opcién de poder
controlarlos mediante una onda PWM.

Esta etapa esta conformada por la celda Peltier, excitador de potencia y un filtro DC.

3.5.1. Celda Peltier
La celda Peltier fue heredada por el grupo de investigacién Equi-laB y sus principales

caracteristicas se presentan en la tabla 3.11.

Tabla 3.11: Datos del Peltier VT-199-1.4-0.8 seleccionado

Imax Qmax Vmax DTmax DTmax A B H
(amps) (watts) (volts) | (Th=300K) | (Potted) (mm) (mm) (mm)
-SORT-5 | -SORT- -SORT- -SORT- -SORT- -SORT- -SORT- -SORT
11.3 172 24.6 67 66 40 40 3.2

Elaboracién: High Temperature [36]

- e i

Figura 3.12: Geometria de la Célula Peltier. [36]

3.5.2. Excitador de Potencia
Requerimientos

El excitador debe tener las siguientes caracteristicas:
» Voltajes de salida hasta +/-24V.
» Corrientes de salida de hasta 11A por Peltier.
» Serfal de entrada de 5V y 2.5KHz de frecuencia.
» Aisle de control de potencia.

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




Alternativas de solucion

En la tabla 3.12, se presentan diversas alternativas para el manejo de un puente-H.

Tabla 3.12:Circuitos integrados para manejo de un puente H completo.

FABRICANTE MODELO DESCRIPCION Imax

Manejador de Puente-H completo

ST Microelectronics | L298 dual 2A
National Manejador de Puente-H completo =
Semiconductors LM18298 dual 2A

Manejador de Motor DC de

TOSHIBA TB6642FG puente completo 4.5A
International Manejador de semi-puente de Limitado por
Rectifier IR2184 Mosfets de Potencia de canal N Mosfet

Elaboracién: Propia a partir de hojas de datos del fabricante.

De los integrados que presenta la tabla anterior quedan descartadas las tres primeras
opciones por tener una corriente maxima pico muy por debajo a la corriente que circula
por la celda Peltier; sin embargo, se puede salvar las limitaciones con el integrado
IR2184 de International Rectifier, que es un manejador (driver del término en inglés) de
mosfets de potencia de canal N en configuracion de semi-puente H, el cual es la
alternativa seleccionada. Estos mosfets son los que definen el limite de corriente para

la carga. Para completar la configuracién puente-H se deben utilizar dos de ellos [33].

El driver de potencia de cada semi-puente se encargara de activar y/o desactivar cada
uno de los dos transistores de potencia mosfet en cada semi-puente.

La caracteristica principal para el driver es el nivel de voltaje que debe manejar a la
salida, este voltaje es de 24V. En la figura 3.13, se muestra especificaciones en voltaje

y son las siguientes:
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Data Sheet No. PD60174 revG

International
IGR Rectitier IR2184(4)(S) & (PbF)

HALF-BRIDGE DRIVER
Features ———

|o Floating channel designed for bootslrap operatvon' Packages

L___Fully operational to +600V _ =
Tolerant to negative transient voltage
dV/dt immune

14-L ead PDIP
e Gate drive supply range from 10 to 20V IR21844
e Undervoltage lockout for both channels 8~Lead PDIP
e 3.3V and 5V input logic compatibie IR2184

e Matched propagation delay for both channels

e Logic and power ground +/- 5V offset.

e Lower di/dt gate driver for better noise immunity
e Output source/sink current capability 1.4A/1.8A 8-Lead SOIC
e Also available LEAD-FREE (PbF) IR2184S

14-Lead SOIC
IR21844S

Figura 3.13: Caracteristicas del IR2184 [33].

Se puede notar entonces que cumple ampliamente con la demanda necesaria.

Para completar el puente H necesitamos cuatro mosfets de canal N. Estan disponibles
comercialmente los modelos IRF540 de ST Microelectronics o el [IRFZ44 de
International Rectifier en sus encapsulados TO-220. Se elige este ultimo por tener
mejores caracteristicas dinamicas y se adapta a nuestros requerimientos de disefio

como se observa en la tabla 3.13.

Tabla 3.13:Mosfets de potencia comerciales

Fabricante Modelo Voss (V) Io (A) Rpson) (Q) Tetony (NS)
ST Microelectronics IRF540 100 22 <0.077 60
S—
International
IRFZ44 60 50 0.024 20
Rectifier

Elaboracién: Propia a partir de hoja de datos del fabricante.

El voltaje entre la compuerta (gate) y el surtidor (source) definido como Vgg activa el
mosfet y soporta como maximo VGS,,,, = 20V teniendo un valor tipico de activacion
de 4V [34].
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También sera necesaria en esta parte del trabajo una etapa de aislamiento.

La etapa de aislamiento tiene el objetivo de aislar galvanicamente la etapa de control
y la etapa de potencia, consiste en la separacién de partes funcionales de un circuito
eléctrico para prevenir el traspaso de portadores de carga, este aislamiento de tierras
se hace por motivos de seguridad. Para esto se utiliza el optocoplador 4N29 de
Fairchild, junto con un circuito activo a su salida para eliminar retrasos de sefial, esto
se logra empleando un transistor adicional en una configuraciéon de realimentacion
positiva que incrementa la corriente en el colector del transistor, mejorando la

velocidad de conmutacion del opto-acoplador en un factor de 10 [30].

| Q
1
+ ® —
|
: 4N29 1&% A
| =
Vi '| i . ;/\ ) 22906
o i v Ny
i | | .
! ;: ——v
i |
! 2904
< ! v VAR 4
-3 R 1 L_“__I
1 23k
1 -

Barrera de
aislamiento

|
Z
@
®
1 [
b

Figura 3.14; Circuito con realimentacion positiva que aumenta la velocidad

de conmutacioén de un optoacoolador clasico [301.

3.5.3. Filtro DC:

Con todo lo detallado hasta el momento, el voltaje de salida sin este filtro seria una
sefial PWM de 2.5KHZ de niveles 24V y -24V que dependiendo del ciclo de trabajo
variara su voltaje DC entre estos valores, asi también cabe mencionar que el uso de la
PWM para el control genera armonicos, las cuales son sefiales no deseadas de
frecuencia miltiplo de la frecuencia de la PWM, estas sefiales no deseadas deben ser
atenuadas utilizando filtro pasabajos a la salida de la PWM.

Ademas de esto, si bien el voltaje DC sera el adecuado, el fabricante recomienda
voltajes con un rizado menor al 10% a la entrada de la celda Peltier. Esto es la
variacion de voltaje a la salida respecto al valor nominal de DC.

Para obtener este resultado, haremos un filtro de segundo orden LC, cuyo rizado para

un voltaje de 20V (ciclo de trabajo de 90% aproéx.) sera de aproximadamente 3%.
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ANALISIS DE BOBINAS Y CONDENSADORES.

La onda pwm debe pasar por un filtro pasabajos para suavizar la forma de sefial que
llega a la celda Peltier; es por ello, que recurrimos a un analisis previo para poder
obtener los valores adecuados.

PWM1
e ¥ Y R
,

Celda Peltier (Resistivo)

4 v
Vi(t) — o i Mo(t)
G R '
PWM2 L/s
i
Vi=PWM1-PWM2
i on
TG E——
24\ -
Tonl Toff2 T
Duty Cycle: D = 0 - Tefi2_Ton
T T
0<D<1

Para determinar los valores de nuestro filtro, tenemos como requerimiento:
Rizado < 10%
Nuestro objetivo sera: rizado = 3%

— Para alcanzar este objetivo, necesitamos hacer un analisis en el dominio de la
frecuencia
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l(w) _
WL/

<
2
Il
I
H

O e
by R
i '\,/\’ LA

i3

Vi(w) = I(w).JWL/2 + | (W).( : :

IR+ Iw) L WL2
JWCl jWwC2 jWC2
“ J
Y
R,
JW(C1+C2/2)R, +1
Vi(w) = I(w) (WL + R, ) — I(w) = By
JW(C1+C2/2)R, +1 WL+ R,
JW(C1+C2/2)R, +1
Del circuito:
1
Vo(w) = [(w) . : 1 ( !
JwCl

+ YI R

we2 T jwez

Vo(w) = I(w) . £
JW(C1+C2/2)R, +1

Vo(w) = (

Vi(w) ) R,
WL+ R, JW(C1+C2/2)R, +1
JW(C1+C2/2)R, +1
Vo(w) = fo)
JWL-W?*L(C1+C2/2)R, "
RL
Vo(w) 1

L

Vi(w) 1+J;;E_W2L(c1+c2/2)

Filtro Pasivo Pasabajos de 2° Orden:

2
Comparando el 3° término: -

We?

~W2L(C1+C2/2)
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D agramade Bode 1

Aproximade '—“'=L C1+C2/2
Atenuac:on ’ u7.(?2 ( )
odb [ N
| -40db/decada
.mb-______sz Wc = lm_
F g JL(C1+C2/2)

1
1 i ' Frecuenc a

SE— 1 1 Y

s
Wc  We10  Wwe.100

Una vez que se tiene la funcion de transferencia de nuestro filtro, vamos a ver nuestra
entrada en el dominio de la frecuencia.

DC AC
Vi(t) ﬁ r AN -5
N
o 96sen(TInD
B . Vitty=48D-24+ 3 2By o oni)
B n
96sen(I1D
Vi(t) =48D — 24 + —Sﬂ—)cos(Wot) i M@—)COS(zWOO o
II 211
-24VvV | _ _ _ _l
D.T s AN J
— Y N
| i ) 1°Arménica 2° Arménica

Dénde: Wo = 21mrfo = 21m(2500)

Ahora analizaremos nuestro rizado < 10 %

{ \\_//J_\ I""’”‘ % rizado = -I%—GC?JOO%

B Para nuestro analisis solo consideraremos el efecto de la

1era armoénica, porque:

~JI
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1*armdnica
L’f:; I 2*armonica
We Wo 2wo

" 0db \ —
N

-40db

\ ~
-80db {40 db/década

1er Arménico — 40 dB =20 log Atenuacion1 —— Atenuacién1 = 100

2do Armonico — 80 dB =20 log Atenuacién2 —» Atenuacion2 = 10000

Despreciando el segundo arménico porque es atenuado 100 veces mas que el primer
arménico:

Vo(t) = 48D — 24 + 9—6“%(@

.(atenuacion1) cos(Wot)

Segun esta formula en la salida, nuestro rizado seria

[2(w)-)atenuacio'n]
Rizado = L .100%
48D —-24

Asumiendo un voltaje de trabajo de 20V

20 = 48.D -24 — Duty Cycle: D = 90% = 0,9

g(96sen(l_ID) ).atenuacion |

Rizado % = I .100%
20

2
L

Ahora sen(1r.D) = sen(11.0,9) = 0,3
Sen(mm.D)max. = 1 — El valor maximo de un seno es 1 (D = 50%)

atenuacion

(2.96. ———)
20

=3%

Luego: rizado% =

Este rizado es mas que suficiente, cumple con que es menor que el 10% establecido

como requerimiento del filtro DC.
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Asumo una frecuencia de corte la décima parte de nuestra frecuencia de operacion Wo.

Wos 2 w = 2T1(250) = 500rad /s

Pero 1
Wc = =5001Trad/ s

JL(C1+C2/2)

Cada bobina es de inductancia L/2 ; la que tenemos ahora es de valor 180 uH

L/2 =180 uH — L = 360 uH

Reemplazando:
1
= 50011
\360uH (C1+C2/2)
C1+ C2/2 = 1125uF
C1 es apolar: 47uF Este es el arreglo que usamos

para minimizar el valor de C1,
puesto que un capacitor apolar

C2 es polar. 2200uF en uF es dificil de conseguir

Observacion:

» Se debe considerar en el disefio de la tarjeta de la etapa de potencia, que todas
las pistas conductoras deben tener considerables valores de grosor [38]

(véase anexo |) y asi evitar “voladuras de pistas” por exceso de capacidad de

corriente de manejo.

Figura 3.15: Tarjeta de la etapa de potencia
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CAPITULO 4

Pruebas y Resultados
Analisis de Resultados

Utilizando la Fuente TDK-Lambda SW600-24 de 24V y haciendo uso de un disipador
y ventilador de procesador (figura 4.1) se realizaron las siguientes pruebas:
o Etapa de Desnaturalizacion: condicion con bandeja portamuestras de plata

» Dos pruebas utilizando una Peltier y dos Peltier en paralelo.
» Datos de la temperatura y tiempo en el proceso.

o Etapa de Hibridacion: condicién con bandeja portamuestras de plata

» Dos pruebas utilizando una Peltier y dos Peltier en paralelo.
» Datos de la temperatura y tiempo en el proceso.

+ Etapa de Extension: condiciéon con bandeja portamuestras de plata

» Dos pruebas utilizando una Peltier y dos Peltier en paralelo.
» Datos de la temperatura y tiempo en el proceso.

¢ Proceso de la PCR: condicién con bandeja portamuestras de plata

» Una prueba total utilizando una Peltier y dos Peltier en paralelo y en
cada una de ellas se programé dos ciclos.

» Una prueba total utilizando dos Peltier en paralelo y en ella
programé tres ciclos.

se

-

Figura 4.1: Implementacién del prototipo de Termociclador.
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> Procedimiento de conexion (pruebas):

(c) (d)

Figura 4.2: Proceso de ensamblaje para las pruebas correspondientes.
(a): posicion inicial de los Peltier, (b): posicion de la bandeja portamuestra por encima de los
Peltier, (c): posicion en donde se colocara el termistor, (d): sistema termomecanico, incluye el
termistor, (e): imagen del sistema termomecanico, en la imagen se puede observar el termistor
y los circuitos de potencia, (f): vista final del proceso de ensamblaje total, se puede observar el

termometro digital de precisién y como es colocado para las pruebas correspondientes.
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Para el desarrollo de estas pruebas, se empleé como termémetro de referencia el
termémetro digital de precision TECHNE modelo 4400 (calibrado), cuya imagen se

aprecia en la figura 4.3; la tabla 4 muestra las principales caracteristicas del equipo.

Figura 4.3: Imagen del termémetro digital TECHNE 4400.

Tabla 4.1: Caracteristicas del termémetro digital TECHNE modelo 4400

Caracteristica Valor
Rango de medicion 4°C a 100°C
Precisién 0.015°C
Tiempo de muestreo 500ms
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4.1. Etapa de Desnaturalizacion (Fuente: 24V)

En esta etapa se evalla las celdas Peltier a un voltaje especifico de 23.8V. En la
Tabla 4.2 se simula la etapa de desnaturalizacién en el proceso de PCR, que cubre un
rango de temperaturas desde 20°C hasta 95°C. Todos los datos son con respecto a Tc

(Cara junto con la bandeja Portamuestras).

Tabla 4.2: Temperatura Tc (°C) vs Tiempo (s)

con sus respectivos calentamiento promedios

Con una celda Peltier ! Con dos celdas Peltier
Temperatura(°C) Temperatura(°C)
100 - - - =
50 T e S
&0 S
70
60
50 P il
/ = Temperatura (‘C) e Temperatura(‘'C

40
30 Z. i e

2 b———————— —

10 +——- e b ey o)

3 20 40 60 80 100 120 0 20 42 60 80

Prueba 1 Prueba 2 Unidad Prueba 1 Prueba 2 Unidad
Velocidad de Velocidad de
calentamiento 0.64 0.65 °Cls calentamiento 1.4 1.12 °Cls
total promedio total promedio
— -

En la etapa con una sola celda Peltier, las temperaturas de inicio y fin son:

Prueba 1: Tiniciat 1= 29.8°C (08)  Trinai 1= 92°C (98s)
Prueba 2: Tinicial 2= 27.3°C (08)  Tgina 2= 91.8°C (99.23s)

En la etapa con dos celdas Peltier en paralelo, las temperaturas de inicio y fin son:

Prueba 1:  Tiniciar 1= 24.2°C (0S)  Trina 1= 93.9°C (63s)
Prueba 2:  Tinciai2= 23.8°C (0S)  Trina o= 90.9°C (60s)
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4.2. Etapa de Hibridacion (Fuente: 24V)

En esta etapa se evallia las celdas Peltier a un voltaje especifico de 23.8V. En la
Tabla 4.3 se simula la etapa de hibridacion en el proceso de PCR, que cubre un rango
de temperaturas desde 96°C hasta 55°C. Todos los datos son con respecto a Tc (Cara

junto con la bandeja Portamuestras).

Tabla 4.3: Temperatura Tc (°C) vs Tiempo (s)

con sus respectivos calentamiento promedios

Con una celda Peltier Con dos celdas Peltier
Temperatura(°C) Temperatura(°C)
190 — 100 — —————————— e
90 - - 90 1
80 \__7,_.. S N S— B0 A=
70 70 +
) O .~~~y 60 feame
T —temennte| 0 | ——Temsenunr
30 30 1 = ——
20 | S——— e 20 M - — - ———— e —
10 - s — —~—— - —o— L ol lu o e — e B T e e ——
0 o pem——" o 0 = k] o
) S0 100 150 0 20 40 60 80 100
Prueba 1 Prueba 2 Unidad Prueba 1 Prueba 2 Unidad
Velocidad de Velocidad de
enfriamiento 0.36 0.35 °Cls enfriamiento 0.4 0.41 °Cl/s
total promedio total promedio

En la etapa con solo una celda Peltier, las temperaturas de inicio y fin son:

Prueba 1: Tinicial 1=91.8°C (OS) TFinaI 1= 60.1°C (88058)
Prueba 2: Tiniciaiz= 91.5°C (0s)  Trinai2= 60°C (89s)

En la etapa con dos celdas Peltier en paralelo, las temperaturas de inicio y fin son:

Prueba 1:  Tinicia1= 93°C (0s)  Trinai1= 60°C (83s)
Prueba 2: Tiniciat 2= 92°C (0s)  Trinai2= 59.5°C (80s)
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4.3. Etapa de Extension (Fuente: 24V)

En esta etapa se evaltua las celdas Peltier a un voltaje especifico de 23.8V. En la
Tabla 4.4 se simula la etapa de extensién en el proceso de PCR, que cubre un rango
de temperaturas desde 60°C hasta 72°C. Todos los datos son con respecto a Tc (Cara
junto con la bandeja Portamuestras).

Tabla 4.4: Temperatura Tc (°C) vs Tiempo (s)

con sus respectivos calentamiento promedios

Con una celda Peltier Con dos celdas Peltier
Ti tura(°C
emperatura(*C) Temperatura(°C)
82 —_—
70 4 o m e e _/_
67 p— —
50 t— —
—Ten’neratura(.c) 40 = = e —Temlfa‘ura('c)
30 - 30 —
- - f
10 e e 10 -
0 = } ; [ ; 0 ; - .
) 5 10 15 20 5 0 5 10 15 20
Prueba 1 Prueba 2 Unidad Prueba 1 Prueba 2 Unidad
Velocidad de Velocidad de
calentamiento 0.63 0.64 °Cls calentamiento 0.73 0.71 °Cls
total promedio total promedio

En la etapa con solo una celda Peltier, las temperaturas de inicio y fin son:

Prueba 1: Tinicial 4= 60.1°C (OS) TFinaI 1= 72.3°C (1938)
Prueba 2: Tiniciai 2= 60°C (0s)  Trinai2= 72.8°C (20s)

En la etapa con dos celdas Peltier en paralelo, las temperaturas de inicio y fin son:

Prueba 1: Tinicial 1= 594°C (OS) TFinaI 1= 725°C (1 88)
Prueba 2:  Tinicai2= 60°C (0s)  Trinai2= 72.1°C (175s)

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




4.4. Proceso de PCR

En esta parte final se evalla todas las etapas del proceso de reaccién en cadena de

la polimerasa (PCR), ademas de los cambios de temperatura para cada una de las

etapas del proceso, en las figura 4.4 y figura 4.5 se puede observar el ciclo completo

de la PCR, que en nuestro caso se programo 2 ciclos en total tanto para una Peltier y

para las dos Peltier en paralelo.

100
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]
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40 |

Temperatura(°C)

9 Temperatura("C)

4

T o T i
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Figura 4.4: Grafica donde se muestra el ciclo completo del PCR con una celda Peltier,

en la imagen se puede observar 2 ciclos.
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Figura 4.5: Grafica donde se muestra el ciclo completo del PCR con dos celdas Peltier,

en la imagen se puede observar 2 ciclos.
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La grafica 4.6 muestra el proceso final de la PCR con numero de ciclos igual a tres.
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(0] 500 1000 1500 2000

Figura 4.6: Tres ciclos completos de la PCR con dos celdas Peltier.

Las tres etapas de cada ciclo se repiten tantas veces como el ensayo lo requiera (niUmero
de veces determinado por el laboratorista) y luego se para la reacciéon bajando la
temperatura a 4°C, temperatura a la que se mantiene para que el laboratorista la tome
para sus siguientes actividades. En la figura 4.6 hay que mejorar la caida de enfriamiento

para 4°C.
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Conclusiones

Se disefio un software escrito en lenguaje C, con el que se manejé el control
térmico en los bloques y se midieron los valores de temperatura, lograndose
variaciones entre 0 °C y 100 °C, superando asi el rango deseado; ademas de
programar el mejor duty cycle tanto para la etapa de calentamiento como para

la de enfriamiento que son 95% y 25 % respectivamente.

Se Implementé la etapa de control del sistema basada en un microcontrolador
PIC16F877, y la etapa de potencia basada en un puente H con Mosfets de
potencia (ver capitulo 3) y filtro pasabajo LC, cumpliéndose los objetivos
propuestos en la tesis; ademas, esta nueva etapa de potencia soporta 15
Amperios picos probados experimentalmente en las pruebas de laboratorio y

probados por una pinza amperimétrica.

Se obtuvo una rampa de Temperatura positiva en el proceso: 1.12°C/s, como
maximo, y una rampa de temperatura negativa: 0.41°C/s, como minimo, con
voltajes de 20.4 (95% de duty cycle) y 11.1 (25% de duty cycle),

respectivamente; con esto se cumple los requerimientos del sistema (1°C/s).

El méximo error obtenido en las pruebas de calibracion fueron de 0.16 °C y el
minimo error obtenido fue de 0.1 °C (ver anexo F), esta parte cumple
ampliamente ya que el arreglo de termistores conocido como red Termilinear

posee una precision y sensibilidad de aproximadamente +- 0.15 °C.

El teclado numérico y la pantalla de cristal liquido (LCD) elegidos, fueron
adecuados para el ingreso y visualizacion de los datos procesados en el
Médulo Digital Programable desarrollado, por lo tanto cumple con el

requerimiento que se pedia.

Una fuente de error en la medicion de temperatura del sistema es el contacto
no Optimo entre el sensor de temperatura y el bloque metéalico de plata. La
pasta conductora utilizada no es totalmente eficiente para reducir este error.
De igual manera el sistema mecanico total no esta fijjo y se generan
desplazamientos y movimientos entre sus componentes que derivan o pueden

derivar en resultados inesperados.
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Recomendaciones

Para hacer el proceso mas eficiente, se recomienda utilizar un control PID, lo
que permitiria hacer un seguimiento en tiempo real de la temperatura para

estabilizarla al momento de llegar a las temperaturas requeridas.

Se debe tener en consideracion el material de la bandeja portamuestra, si bien
la plata es un buen conductor térmico, también hay que tener en cuenta que su

densidad es mayor al del aluminio en una proporcion de 4:1 respectivamente.

Se recomienda elevar el nimero de puntos de sensados en el sistema a fin de

poder optimizar el prototipo de Termociclador, como un nuevo trabajo de tesis.

Se requiere todo un estudio en la parte de disipacion de calor, basicamente en
el dimensionamiento ya que en las pruebas realizadas en la parte de
enfriamiento no se lograba evacuar el calor de forma adecuada y es por ello

que las rampas no son las mejores.
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