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RESUMEN

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia molecular con muchas
aplicaciones en la salud y la ciencia. La maquina encargada de realizar la PCR se llama
termociclador y es de suma importancia en laboratorios clinicos y de investigacion. Debido a su
elevado precio, se dificulta la inclusion de los termocicladores en paises en vias de desarrollo como
el Pert. Por este motivo, el objetivo de este trabajo es optimizar el prototipo de termociclador del
grupo de investigacion Equi-LaB de la PUCP para conseguir un producto asequible y competitivo.
El problema con el Gltimo prototipo es que su rampa de temperatura es de 3°C/s y es un desempeio
bajo en comparacion con los modelos comerciales. Para solucionar este problema, se ha empleado
la metodologia VDI 2206 para seleccionar los modelos comerciales de los componentes del
moédulo termoeléctrico; especialmente, la celda Peltier con la potencia adecuada. Luego, se ha
empleado un modelo matematico para la celda cuyos parametros fueron calculados a partir de su
hoja de datos técnica. Después, se ha realizado el disefio de un sistema de control en lazo cerrado
con una estrategia de control hibrida que combina el control PI y el control ON/OFF para aumentar
la precision de la temperatura de los ciclos de la PCR. Finalmente, las simulaciones en el software
Proteus muestran que el diseno electronico del circuito de potencia alimenta correctamente a la
celda Peltier seleccionada. Las simulaciones en MATLAB/Simulink indican que el algoritmo de
control propuesto permite eliminar los sobre impulsos, reducir el error en estado estable hasta ser
despreciable y aumentar la rampa de temperatura a 5.6 °C/s, lo cual es un incremento de 86% en

comparacion con el prototipo anterior.
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INTRODUCCION

En la actualidad, el avance de la tecnologia en el area de biomedicina sigue sorprendiendo al
mundo. Desde cirugias a distancia mediante la red mévil de quinta generacion llamada 5G [1],
hasta cortar y pegar genes a nuestra voluntad [2], cada vez se alcanzan logros que hace afios
parecian imposibles. En ese sentido, cabe destacar el desarrollo de la vacuna contra la covid-19 en
tan solo 10 meses, ya que este proceso regularmente puede tardar hasta 10 afios [3]. Gracias a ella,

se consiguid salvar millones de vidas y retornar paulatinamente al estilo de vida pre pandemia.

Este hecho histdrico no hubiera sido posible sin la biologia molecular y su estudio del ADN, el
cual se realiza mediante la técnica conocida como Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR
por sus siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction [4]. Desarrollada en 1986 y galardonada
con el premio Nobel de Quimica en 1993, esta permite producir numerosas copias a partir de 1
muestra de ADN para su posterior estudio [4]. En su momento, gener6 una revolucion en el mundo
de la biologia. Hoy en dia, se realiza rutinariamente en los laboratorios clinicos a nivel global

mediante un aparato automatico llamado termociclador.

Un termociclador es una maquina que produce una secuencia de temperaturas determinadas por el
personal de laboratorio de forma ciclica, requisito fundamental para el funcionamiento del proceso
de la PCR. Estos equipos se adquieren del mercado extranjero a un precio elevado; por lo cual, el
grupo de investigacion Equi-LaB de la PUCP viene trabajando en el desarrollo de algunos
prototipos desde hace afios con el proposito de disefiar e implementar un producto asequible y
competitivo comercialmente. En el capitulo 1, se presenta a mayor detalle la problematica
considerando como referencia el desempefio de los termocicladores del mercado. En el capitulo 2,

se brinda detalladamente la informacion tedrica fundamental sobre la PCR y dispositivos



termoeléctricos. En el capitulo 3, se realiza el disefio del modulo termoeléctrico mediante la
metodologia VDI 2206 y el disefio del algoritmo de control. En el capitulo 4, se presentan los

resultados obtenidos mediante simulaciones en Proteus y MATLAB/Simulink.



Capitulo 1: Marco problematico

En este capitulo se brinda el contexto sobre el problema a ser resolvido mediante la optimizacién
del prototipo de termociclador. Se detalla la problematica con cifras, se revisa el estado del arte de
los termicladores, se definen los objetivos a conseguir en el presente trabajo y se explica su

relevancia en las areas de la salud y la ciencia.

1.1 Motivacion

Los termocicladores son indispensables en laboratorios clinicos y de investigacion debido a las
aplicaciones que tiene la PCR en el diagnoéstico y la prevencion de enfermedades [5]. Sin embargo,
el costo de los termocicladores comerciales (2,000 USD — 20,000 USD), mas los costos de envio
e importacion, limita la inclusion de la PCR en la rutina practica de muchos laboratorios,
especialmente en paises en vias de desarrollo [5]. Por ejemplo, segiin un informe de mercado, en
los ultimos 5 anos se ha importado 210 termocicladores al Pert por un monto de S/ 1 050 467 [6]
y, segun el INS, solo existen 127 laboratorios en todo el Peru autorizados para realizar pruebas
moleculares de covid-19 [7] para atender una poblacion de alrededor de 32 millones de personas
[8]. Dicho de otro modo, se gasta mucho dinero en la adquisicion de estos aparatos y la oferta de

su servicio no abastece la demanda de la poblacion peruana.

El problema con el prototipo actual de termociclador de tiempo final del grupo de investigacion
Equi-LaB de la PUCP es que posee una rampa de temperatura de hasta 3 °C/s [6], mientras que
algunos termocicladores del mercado pueden llegar hasta 8 °C/s; es decir, la rampa de temperatura
no es lo suficientemente alta. Por ello, en este trabajo, se va a estudiar las caracteristicas del
componente encargado del calentamiento y enfriamiento (la celda Peltier) para identificar el mejor

modelo que se pueda implementar en el prototipo de la PUCP. Asimismo, se propone disefar el



sistema de control en lazo cerrado, el cual permitira acelerar el calentamiento y enfriamiento del
proceso. Con ello, se busca optimizar su desempefio para que sea mas efectivo, eficiente y atractivo

en comparacion con los modelos ya existentes en el mercado.

1.2 Estado del arte

En primer lugar, es necesario describir al termociclador. Este equipo empleado en biologia
molecular permite realizar de forma automatizada y secuencial los ciclos de temperatura
necesarios para llevar a cabo la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) [9]. Esta técnica
permite la amplificacion exponencial in vitro de fragmentos de ADN y posee diversas aplicaciones
tales como: el diagndstico de patdgenos, el andlisis de especimenes arqueologicos, la deteccion de
mutaciones relevantes para enfermedades hereditarias, el analisis forense de marcadores genéticos,
las pruebas de paternidad y seguimiento de rasgos hereditarios, el estudio de la expresion génica,

entre otros [9].

1.2.1 Modelos de termocicladores

Una de las principales marcas de termocicladores que se importa al Pert es Bio-Rad;
especificamente, se demanda usualmente el modelo C1000 [6]. En la Tabla 1, se presentan
sus especificaciones técnicas. Este modelo es bastante popular debido a su gran
modularidad. El modulo rapido de 96 muestras de 0.2 ml se puede intercambiar facilmente
por otros 2 de 48 muestras de 0.2 ml, que funcionan independientemente, y por otro mas
profundo de 96 muestras de 0.5 ml. Incluso, se puede mejorar y conseguir que funcione a
tiempo real cuando se emplea el médulo CFX96 en el mismo chasis y con el mismo sistema
operativo. Es decir, cambiando de modulos, se puede poseer distintos tipos de

termocicladores con un solo chasis [10].



Ademas, otra de las principales marcas es DiaSorin, con el modelo LIAISON MDX, el
cual posee las caracteristicas que se detallan en la Tabla 1. Este modelo es popular porque
es relativamente rapido, pequefio y ligero. Ademas, gracias a su tecnologia centrifuga, es
capaz de extraer el ADN del ntcleo de las células de la muestra, por lo que puede usarse
sin necesidad de ese paso previo. No obstante, dado que no posee una pantalla, depende de
una computadora y un programa para ser controlado y observar los resultados en tiempo

real [11].

Asimismo, se tiene a la marca Bioer Technology con los modelos Life ECO y LineGene K
Plus. El primero de ellos es de tiempo final y es la opciéon més asequible al mismo tiempo
que efectiva en realizar la PCR. El segundo es mucho mas completo, ya que cuenta con un
sistema fluorescente de deteccion cuantitativa que permite ver los resultados de la PCR en
tiempo real, asi como 3 modulos independientes de temperatura que aseguran su control

[12] [13].

Por otro lado, desde una perspectiva global, algunos de los modelos de termociclador mas
potentes del mundo, en cuanto a rampas de temperatura, son los siguientes: MSLPCR16E
de la marca MedGroup y Biometra TAdvanced 96 S de la marca alemana Analytik Jena.
Ambos destacan por tener una rampa de temperatura maxima de 8 °C/s, una de las mas
altas en el mercado actual, tal como se puede apreciar en sus especificaciones técnicas en
la tabla 1. Cabe destacar que estos valores son maximos; es decir, son alcanzados durante
un periodo de tiempo indefinido pero generalmente breve. Por ello, otro factor importante
a considerar es la rampa de temperatura promedio, ya que esta considera el tiempo total de
la PCR y proporciona una idea mas cercana de la capacidad real del termociclador [14]

[15].



Tabla 1.- Comparativa de las especificaciones técnicas de los modelos de termociclador

Modelo C1000 [10] LIAISON Life Eco LineGene K | MSLPCRI6E | Tadvanced
MDX [11] [12] Plus [13] [14] [15]
Potencia 850 W - 600 W 600 W 600 W 850 W
Peso 10 kg 8 kg 8 kg 18 kg 11 kg 15 kg
Capacidad de 96 96 96 48 48 96
muestras
Rampa méxima 5°C/s - - - 8 °C/s 8°C/s
de temperatura
Rampa promedio 3.3°C/s 4.5 °C/s >4 °C/s 4 °C/s 6 °C/s 5.5°C/s
de temperatura
Precision de la +0.2°C +0.5°C +0.5°C +£0.2°C +£0.1°C +£0.1°C
temperatura

1.2.2 La tecnologia de las celdas Peltier

Dentro de un termociclador, el médulo termoeléctrico es el encargado de calentar y enfriar
las muestras ciclicamente para realizar la PCR. En la actualidad, la gran mayoria de
termocicladores emplea la tecnologia de las celdas Peltier para este propdsito. Este es un
dispositivo que produce una transferencia de calor cuando circula una corriente eléctrica a
través de ¢l. Su uso en el control de temperatura de la PCR es muy exigente por los
constantes y multiples cambios de temperatura; por lo tanto, un diseflo especial para este
objetivo es deseable, tal como es el caso del modelo PCX12-19-F1-4040-TA-RT-W6 de la
marca Laird Thermal Systems [16]. Este es un dispositivo termoeléctrico de alto
rendimiento disefiado para ciclos térmicos entre multiples puntos de temperatura y es ideal
para aplicaciones donde se requieren rapidos cambios. El médulo termoeléctrico ha sido
especialmente construido para reducir la cantidad de tensién inducida durante el
funcionamiento y sus caracteristicas pueden observarse en la tabla 2. Asimismo, la marca

Ferrotec, también ofrece una linea de celdas Peltier especiales para ser usadas en



termocicladores; por ejemplo, el modelo 9500/199/100 B, el cual es de tamafio similar a la

de la marca anterior [17].

Tabla 2.- Comparativa de las especificaciones técnicas de los modelos de celda Peltier

Caracteristicas PCX12-19-F1-4040 [16] 9500/199/100 B [17]
Area 4cmx4cm 4cmx4cm
Grosor 2.9 mm 3.35 mm
Qc maximo 165,7 W 148 W
AT méaximo 73,6 °C 72 °C

1.2.3 Antecedentes del prototipo de termociclador de la PUCP

Aproximadamente en el 2002, Zegarra y Ponce empezaron el proyecto disenando e
implementando el sistema digital y sistema mecénico del primer prototipo de termociclador
con los siguientes elementos: teclado matricial, controlador, pantalla, etapa de potencia,

transmisor de datos a PC, sensores de temperatura, bandeja portamuestras y celda Peltier

[18].

Pantalla de
Visualizacion

Sistema Mecanico

Etapa de Elemento
Teclado: Entrada e P o Bloque
Controlador
de datos s P} Folenca Transmisor | yetdico

de Calor

\ 4

Transmision
serial a PC

\ 4

Sensor de <
Temperatura

Figura 1.- Diagrama de bloques del sistema general del prototipo
disefiado por Zegarra 'y Ponce [18]



En el 2009, Omar Piminchumo disefia y optimiza los componentes mecénicos, tales como

la bandeja portamuestras, la tapa, la carcasa, el ventilador-disipador, etc. y elige una celda

peltier mas adecuada [19].

Figura 2.- Disefio del chasis elaborado por Piminchumo [19]

Posteriormente, en el 2011, Andrés Andia disenidé e implementd el chasis del segundo
prototipo de termociclador; él empled los componentes electronicos seleccionados por

Piminchumo y Zegarra y Ponce [20].

Figura 3.- Fotografia del segundo prototipo de termociclador abierto, a
la derecha, y cerrado, a la izquierda, disefiado por Andia [20]



Luego, en el 2016, Erick Vila redisefi6 el chasis del termociclador, desarrollando el tercer
y actual prototipo [21]. El profesor de la facultad de Ingenieria Mecanica de la PUCP,

Andrés Garcés, fue contratado para implementar ese disefio y es el que vemos hoy en dia.

Equi-LaB-DGl

Figura 4.- Fotografia del tercer y actual prototipo de termociclador [21]

Finalmente, en el 2017, Jestis Bohorquez en colaboracion con Martin Chavez, de la
Direccion de Gestion de la Investigacion de la PUCP (actual Direccion de Fomento de la
Investigacion), desarrollaron e implementaron los componentes electronicos del tercer
prototipo, y probaron su funcionamiento completo en el laboratorio de biologia molecular
en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos comparandolo con un termociclador

comercial [22].



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

e Disenar el médulo termoeléctrico y el sistema de control en lazo cerrado para la
optimizacion de las rampas de temperatura del proceso de PCR en un prototipo de

termociclador empleando el uso de celdas Peltier.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Identificar el modelo y el fabricante de la celda Peltier con la potencia adecuada para
obtener una rampa de temperatura mayor a 3°C/s en el prototipo de termociclador.

2. Disefiar el modulo termoelétrico y del sistema de control en lazo cerrado mediante el
analisis y seleccion de los modelos comerciales de componentes aplicando la metodologia
de disefo en ingenieria VDI 2206.

3. Aumentar la precision y la rampa de temperatura de la PCR mediante el disefio de un
algoritmo de control con base en un modelo matematico de la celda Peltier.

4. Validar el funcionamiento del moédulo termoeléctrico (hardware) mediante simulaciones
en el software Proteus.

5. Validar el algoritmo de control en lazo cerrado disenado (software) mediante simulaciones

en el software MATLAB/Simulink.
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1.4 Justificacion

El presente trabajo pertenece al area de disefio e implementacion de equipos para biotecnologia.
Se centra en el desarrollo del prototipo de termociclador de tiempo final del grupo de investigacion
Equi-LaB de la PUCP dada la necesidad de que la PCR en el Peru sea mas accesible y asequible.
Se busca optimizar el desempefio del prototipo porque actualmente es insuficiente en cudnto a
velocidad de rampas de temperatura en comparacion con los modelos estandar. A largo plazo, el
objetivo de este proyecto es lanzar al mercado nacional un producto competitivo comercialmente.
Esto permitiria aumentar el nimero de laboratorios clinicos y de investigacion con esta tecnologia
en el pais. Por lo tanto, se podria mejorar la oferta a los servicios de salud que emplean la PCR,

asi como facilitar la investigacion en biologia molecular de universidades, centros e institutos.

En la misma linea, manejar esta tecnologia en el Perd, desde el lado productor y no solo del
consumidor, es beneficioso porque es un paso en la industrializacion del pais. Cada afio, el nimero
de ingenieros electronicos que conocen el funcionamiento del termociclador y de otros equipos de
uso en laboratorios de biotecnologia se incrementa, lo cual permite reducir la dependencia de
profesionales extranjeros para el mantenimiento predictivo y preventivo. En consecuencia, este
proyecto promueve la expansion de profesionales aptos para el desarrollo de mas equipos de

biotecnologia localmente.

Adicionalmente, el termociclador en tiempo final es la base para el termociclador de tiempo real.
Una vez conseguido el buen funcionamiento de este prototipo, posteriormente, se podria mejorar
con un sistema de deteccion Optico para poder observar la evolucion de la PCR en tiempo real, lo

cual convertiria al producto en uno mas moderno y atractivo para los consumidores.
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Capitulo 2: Marco teorico

Este capitulo brinda informacion de los conceptos tedricos necesarios para entender a profundidad
el problema a ser resuelto en el presente trabajo. Esta informacion incluye al ADN y su replicacion
dentro del nticleo de las celulas, las diferentes etapas del proceso de la PCR para conseguir replicar
el ADN in vitro y la tecnologia empleada por los termocicladores del mercado (celda Peltier) para

controlar este proceso.

2.1 E1 ADN

El ADN, o acido desoxirribonucleico, es un polimero conformado por una larga cadena de
nucleotidos [23]. Cada nucledtido posee 3 componentes: un azdicar simple con 5 atomos de
carbono (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada [23]. Todas las células vivas
emplean la estructura de doble hélice del ADN, la cual puede observarse en la figura 5, como un
mecanismo quimico para guardar informacion [23]. Las dos hebras estan enlazadas entre si
mediante 2 bases nitrogenadas: una molécula de purina (adenina o guanina) y una molécula de

pirimidina (citosina o timina).

[——1 = Adenina
1 = Timina
=3 = Citosina

=1 = Guanina

l:l _ Esqueleto
azucar-fosfato

Figura 5.- Estructura de doble hélice del ADN [23]
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Cada purina puede unirse a solo una pirimidina y Uinicamente de la siguiente forma: la adenina
forma 2 enlaces de hidrogeno con la timina y la citosina forma 3 enlaces de hidrogeno con la

guanina [23]. Por ello, se llama par de bases y se dice que las 2 hebras son complementarias; esto

es, la secuencia de una hebra puede ser deducida de la secuencia de la otra hebra.

Una propiedad fundamental de la informacion genética es su capacidad para ser replicada y
transferida a células hijas. La exacta replicacion del ADN es imprescindible para producir
descendencia viable, ya que muchas alteraciones en el ADN impiden el funcionamiento correcto
de las células. Sin embargo, los errores pueden ocurrir y las células producidas de estos genes
alterados se llaman mutantes. Por ejemplo, en humanos, en promedio, un error se presenta en 30

millones de bases copiadas [24, pp. 8 - 9] [25].

2.1.1 La replicacion del ADN

Lareplicacion del ADN es un proceso natural que ocurre al interior del nucleo de las células
para la division celular. Es un proceso muy complejo y variado entre células eucariotas y
procariotas. La primera etapa en la replicacion del ADN es la separacion de las 2 hebras de
ADN de la molécula original. La segunda etapa es la construccion de 2 nuevas hebras
usando las 2 hebras originales como modelo. El aspecto mas importante de la replicacion
es la union de A (adenina) con T (timina) y C (citosina) con G (guanina). Cada una de las
hebras progenitoras separadas se utiliza como un molde para la sintesis de una nueva hebra
complementaria. Los nucledtidos entrantes para la nueva hebra reconocen a su pareja dado
que A solo se une con T y C solo se une con G. De esta forma, la secuencia de cada hebra
original determina la secuencia de la nueva hebra complementaria. A continuacion, se

explicard a mayor detalle el proceso de la replicacion del ADN:
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El primer paso es abrir la doble hélice del ADN y se llama desnaturalizacion. La doble
hélice es desenrollada por la enzima llamada helicasa. Esta no rompe la cadena de ADN,
simplemente rompe el enlace de hidrogeno que une los pares de bases. Para evitar que se

vuelvan a juntar las hebras, las proteinas SSB, por las siglas de single strand binding

proteins, se unen a ellas y las mantienen separadas [26, pp. 104 - 112].

5Y
. Helicase r \
3 ; 1 Single strand
) 8 8 8 8 E Q ’ , binding (SSB) proteins
7
3’

Figura 6.- Funcionamiento de la helicasa y las proteinas SSB [26]

Luego, el segundo paso es el mecanismo que inicia la nueva hebra. La enzima llamada
primasa es la encargada de producir ARN primers, o también llamados cebadores, los
cuales son el eslabon de partida para crear la hebra complementaria. Estos primers se unen

al inicio de la hebra desnaturalizada [26, pp. 104 - 112].

Después, interviene el ADN polimerasa, el cual tiene como funciéon construir la nueva
hebra de ADN, partiendo desde el primer eslabon y afiadiendo los nucleodtidos
complementarios en la secuencia. Cabe destacar que el ADN polimerasa carece de la
habilidad de iniciar una nueva hebra, s6lo puede elongar una hebra pre existente. Por ello,

la polimerasa necesita de los primers. Al final del proceso, la polimerasa habra agregado
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todos los nucledtidos complementarios, se habra creado 2 hebras complementarias y se

tendré 1 copia del ADN progenitor [26, pp. 104 - 112].

Template
strand

Growing
strand

Figura 7.- Funcionamiento del ADN polimerasa [26]

2.2 La PCR

La PCR es una técnica de laboratorio simple y versatil. Esta consiste en la amplificacion
exponencial de un fragmento de ADN y su principio de funcionamiento se basa en el mecanismo

de la replicacion del ADN en los seres vivos [27, pp. 1 - 3].

2.2.1 Reactivos

Los elementos basicos para la realizacion de una PCR son los siguientes:

1.- Fragmento de ADN de interés: es el fragmento de ADN que se desea amplificar; es

decir, la secuencia objetivo. Previamente, se debe haber realizado el procedimiento para

extraer el ADN de las células de la muestra.
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2.- Primers: son pedazos de ARN cortos sintetizados artificialmente que encajan con el
comienzo de la secuencia objetivo y funcionan como el punto inicial para la construccion
de la nueva hebra. El exceso de primers incrementa la probabilidad de que se unan con una

secuencia incorrecta; por ello, se debe optimizar la concentracion de primer por objetivo.

3.- Nucleotidos libres: son la adenina, guanina, citosina y timina que serviran para construir

la nueva hebra. Una baja concentracion de nucleétidos incrementa significativamente la
especificidad de la PCR. Por otro lado, una gran concentracion de nucle6tidos, incrementa

el riesgo de error en la sintesis y disminuye la eficiencia.

3.- ADN polimerasa resistente al calor: es la enzima encargada de elongar los primers.

Existen distintos tipos de polimerasa dependiendo del ser vivo. Se suele emplear la Tag
Polimerasa, que proviene de la bacteria Thermus Aquaticus, ya que tiene la propiedad de
ser muy resistente al calor. Por ejemplo, a 92.5°C, su vida media es 130 minutos. Ademas,
puede sintetizar entre 35 y 150 nucleoétidos por segundo. La cantidad exacta depende del
tipo de ADN vy las condiciones de la reaccion quimica. Algunos componentes como la
heparina, la urea, las sales o la agarosa pueden reducir o inhibir la actividad de la Tagq

polimerasa.

4.- Buffer: es la solucion acuosa que contiene estabilizadores y cofactores de la enzima
polimerasa, iones potenciadores de la union de los primers, sustancias desnaturalizadoras
complementarias, entre otros. Es el medio al que se le agregan los demas reactivos y donde
ocurre la reaccion en cadena. Usualmente los laboratorios emplean mezclas pre formuladas

en las que solo se puede cambiar la concentracion de primers.
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2.2.2 Etapas y ciclos de temperatura

La primera etapa en el proceso de la reaccidbn en cadena de la polimerasa es la
desnaturalizacion o denaturation, la cual ocurre a una temperatura entre 93 °Cy 96 °C. A
esta temperatura los enlaces de hidrogeno entre los nucleotidos se rompen y la estructura
de doble hélice se abre en 2 hebras. No es necesaria la participacion de las proteinas SSB
porque la temperatura distribuida en todo el medio impide que se vuelva a formar el enlace
de hidrégeno. Luego, la segunda etapa es la hibridacion o hybridisation, 1a cual se produce
usualmente a una temperatura entre 55 °C y 65 °C. En esta etapa, los primers se unen al
segmento objetivo. Después, la tercera etapa es la extension o elongation, la cual ocurre a
la temperatura que estd activa la polimerasa empleada. Aqui, la enzima enlaza los
nucledtidos complementarios a la secuencia de la hebra desnaturalizada y la extiende. La
duracion de estos 3 pasos depende altamente del dispositivo usado y la longitud y

nucleotidos de la secuencia objetivo, tal como se puede apreciar en la figura 8 [27].

Denaturation Denaturation

(10-30")

Extension

80

temperature (°C) -

hybridi
sation

(2" tot 2')

I
|
|
I
|
|
I
1|
1|
)

‘ramp time'

entire Cycie
Time (min) >

Figura 8.- Comportamiento de la temperatura en un ciclo de PCR [27]
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Este ciclo se repite entre 20 y 50 veces. En teoria, el crecimiento es exponencial de la forma
2™, donde n es la cantidad de ciclos. En la préctica, las reacciones de la PCR son menos
eficientes y alcanzan un factor exponencial entre 1.8 y 1.9. Esto se debe a que se agotan
algunos de los reactivos o algunas de las enzimas estan muy dafiadas por los cambios de

temperatura [27, pp. 1 - 3] [28, cap. 5].

2.2.3 Precision de la temperatura

La PCR es un proceso dindmico con etapas en estado transitorio de subida y bajada de
temperatura a distintas velocidades y etapas en estado estable de temperatura constante a
distintos valores. Por ello, muchos tipos de variabilidad pueden ocurrir, siendo los mas
comunes el error de la temperatura en estado estable, los grandes sobre impulsos en estado

transitorio y la desuniformidad en la subida de temperatura o temperatura constante.

En el caso de la temperatura de la desnaturalizacion, la 7ag polimerasa esta inactiva a los
95 °C y su tiempo de vida es de 40 minutos, pero depende de la temperatura (a 98 °C, su
tiempo de vida se reduce a 5 minutos). Por lo tanto, realizar la PCR a temperaturas elevadas
por mucho tiempo, o exponer las muestras a grandes sobre impulsos, puede rapidamente
ocasionar resultados erroneos debido a la inactivacion de la enzima antes de que alcanzara
niveles de amplificacion detectables. Por otro lado, si la temperatura de desnaturalizacion
es muy baja, los enlaces de hidrogeno no se van a romper y no ocurrird ninguna

amplificacion del ADN.

En cuanto a la hibridacion, la union de los primers depende de la temperatura y de la
concentracion de sal pero no del tiempo. La hibridacion funciona alrededor de los 60°C y

presenta un rango de variacion de temperatura mas amplio que la desnaturalizacion
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oscilando hasta +/- 5 °C a 7 °C y es menos probable que produzca un resultado erréneo.
Los errores producidos tipicamente en esta etapa son la unidon de los primers con una

secuencia incorrecta o menor rendimiento de la amplificacion.

En cuanto a la etapa de elongacion, la velocidad de polimerizacion de la Tag polimerasa
depende de la temperatura. A 72°C, puede agregar 2000 bases nitrogenadas por minuto.
Para optimizar la eficiencia de la PCR, se busca que la secuencia objetivo sea menor a 200
nucleotidos, lo que significa que la elongacion solo toma algunos segundos, usualmente
mucho menos que el tiempo programado. La elongacion generalmente no es afectada por
la desviacion de la temperatura aunque la desuniformidad de la temperatura entre las
muestras puede provocar distintos resultados en distintos tubos de un mismo ensayo de

PCR

Finalmente, cabe destacar que los falsos negativos son extremadamente peligrosos, ya que
pueden llevar a conclusiones y tratamientos o categorizaciones incorrectos. Por ejemplo,
un falso negativo puede ocasionar que un paciente sea diagnosticado como sano cuando en

realidad se encuentra infectado con un virus mortal [29, cap. 9].

2.3 La celda Peltier

Dentro de un termociclador, se encuentra el modulo termoeléctrico encargado de calentar o enfriar
las muestras a las temperaturas necesarias durante el tiempo necesario. Este sistema funciona
principalmente gracias a la celda Peltier y se puede observar un ejemplo de su estructura en la

figura 9 [30].
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Figura 9.- Elementos de un bloque termoeléctrico [30]

Como se puede apreciar, se requieren otros elementos para que se pueda llevar a cabo la correcta
replicacion del ADN, tales como el disipador y el ventilador. Estos elementos son
complementarios y no requieren de un control riguroso. En cambio, a pesar que una celda Peltier
tiene una estructura mecéanica simple (figura 10), esta presenta un comportamiento relativamente

mas complejo que obedece al fendmeno fisico conocido como efecto termoeléctrico.

S

Figura 10.- Ejemplo de una celda Peltier [17]

2.3.1 Principio de funcionamiento

El efecto Peltier fue descubierto en 1834 por el fisico francés Jean Peltier. Este consiste en
el enfriamiento o calentamiento de una unioén entre 2 materiales conductores distintos
cuando pasa una corriente eléctrica por ella y depende exclusivamente de la composicién
y temperatura de la union. Es decir, una diferencia de potencial eléctrico produce una
diferencia de temperaturas Tc (temperatura del lado frio que absorbe calor) y Th

(temperatura del lado caliente que libera calor). Ademas, es un fendmeno reversible. Si se
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cambia la direccion de la corriente, la uniéon que antes absorbia calor ahora libera calor y

viceversa [31].

Te Material A Th

. Z=22N0
Material B > i "

Q == Material B

If

ent

Figura 11.- Esquema del efecto Peltier [31]

La potencia calorifica intercambiada en la union entre A y B es:

Q=] Xmyp =] XAT X app (1)

Donde 145 es el coeficiente Peltier, que se define como el calor intercambiado en la union
por unidad de tiempo y de corriente que circula a través de la misma, J es el flujo de
corriente eléctrica, AT la diferencia de temperatura absoluta entre A-B y a5 €l coeficiente

Seebeck [31].

Por lo tanto, al conectar la celda fabricada a una fuente de alimentacion de corriente
continua, la potencia P que se absorbe corresponde a un término debido al efecto Joule
(pérdida de energia en forma de calor por el paso de corriente) y otro término debido al

efecto Peltier [31].

P=1>?X R+1XAT X ayp ()
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2.3.2 Propiedades y comportamiento de la celda Peltier

Las celdas Peltier se caracterizan por 4 importantes parametros que se encuentran en la

hoja de datos del fabricante: Qmax, Tmax, Imax y Vmax [32].

e (Qmax es la méxima capacidad de transferencia de calor cuando ambas caras de la
celda estan a la misma temperatura.
e Tmax es la méxima diferencia de temperatura entre ambas caras cuando no se
transfiere calor.
o Imax es la corriente y Vmax es el voltaje correspondientes a la celda cuando opera
a Qmax.
Los parametros Qmax y Tmax son datos tedricos y sirven para describir las propiedades
de la celda. Sin embargo, esos valores maximos nunca son alcanzados en una aplicacion,
ya que siempre hay un intercambio entre transferencia de calor y diferencia de temperatura.
Las graficas que se encuentran en las hojas de datos del fabricante permiten describir el
comportamiento de la celda Peltier. A continuacion, se explicara a mayor detalle cada una
de ellas:

o Transferencia de calor vs Corriente

Esta grafica describe la relacion entre la transferencia de calor, en el eje de las
ordenadas, y la corriente, en el eje de las abscisas. Notese que solo para un dT
relativamente pequefio, se puede transferir una gran cantidad de calor; es decir, son

Inversos entre si.
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Para entender el comportamiento del sistema, obsérvese lo que sucede cuando
cambia la temperatura y por ende el T en la figura 12. Si empleamos la celda Peltier
con una corriente igual al 25% de Imax, es posible compensar un incremento de 10
K (del punto A al punto B) incrementando a la corriente al 36% de Imax para
asegurar que la transferencia de calor permanezca constante. Al mismo tiempo, si
no cambia la temperatura, se puede incrementar la transferencia de calor

incrementando la corriente (del punto A al punto C).

Qc/Qmax HeatPumped vs. Current

1.00

1/Imax

Figura 12.- Dinamica del sistema [32]

Si la corriente de operacion es del 60% de Imax, se necesita mas corriente que en
el caso anterior para compensar un incremento de 10 K manteniendo la

transferencia de calor constante (del punto D al punto E). Si la temperatura no

23



cambia, todavia se puede incrementar la transferencia de calor aumentando la

corriente (del punto D al punto F).

Sin embargo, si la celda Peltier esta operando con una corriente cercana a su valor
maximo, un incremento de la temperatura no puede ser compensado con un
incremento de corriente y el resultado es un decremento en la transferencia de calor.
Por este motivo, normalmente la corriente de operacion debe ser menor o igual al

70% de Imax [32].

Tensién vs Corriente

Tal como se observa en la figura 13, las curvas de esta grafica son bastante lineales,
lo que significa que la celda Peltier se comporta casi como una resistencia. Ademas,

nétese que la pendiente de la curva disminuye cuando aumenta T [32].

VOLTAGE VS. CURRENT

—dT=0K

——dT=10K

——dT=20K

RELATIVE VOLTAGE

0 0.2 0.4 0.6 0.8 4, 1.2
RELATIVE CURRENT

Figura 13.- Diagrama normalizado de tension vs corriente [32]
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Coeficiente de desemperfio (COP) vs Corriente

El coeficiente de desempeio, por sus siglas en inglés de coefficient of performance,
se define como el calor absorbido en el lado frio dividido por la potencia de entrada
al elemento Peltier. Basicamente, el COP es la eficiencia del Peltier cuando esta
enfriando. Al lado izquierdo de la figura 14, se aprecia que el COP es maximo
cuando la diferencia de temperatura es minima. Por lo tanto, se obtiene una gran
transferencia de calor por unidad de potencia eléctrica. Como se puede observar,
dependiendo del T, el COP maximo correspondiente se encuentra en distintos
niveles de corriente (el méximo valor de la curva se mueve hacia la derecha). Dicho
de otro modo, mientras aumenta el T, se requiere una gran cantidad de potencia
eléctrica para obtener una transferencia de calor pequefia, lo que corresponde a un
bajo valor de COP. Asimismo, notese que para producir grandes T, se requiere

bastante corriente [32].

Performance vs. Current
cop

1/Imax

Figura 14.- Diagrama normalizado de COP vs corriente [32]
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2.3.3 Limitaciones

El punto de operacién optimo de una celda Peltier es cuando el COP es méximo, el cual
depende altamente de T. La corriente de operacion no deberia ser mayor al 70% de Imax
debido a que el COP se vuelve demasiado pequefio y el Peltier, muy ineficiente. Por lo

tanto, al disefiar el sistema termoeléctrico, es crucial optimizar la eficiencia [33].

Una forma es aislar térmicamente el objeto a ser enfriado o calentado para que no disipe o
absorba calor del ambiente u otros objetos. Esto reduce la disipacion de potencia y resulta
en una potencia de entrada mas pequefia asi como en un mejor COP. Otra forma es
seleccionar la celda Peltier con la potencia adecuada. Por ejemplo, para un T de 20 K, se
puede observar en la figura 21 que el COP maximo es de 30% de Imax. Asi también, en la
figura 18, para un T de 20 K, se tiene que Qc / Qmax=20%. Entonces, si se desea enfriar

10 W ( Qc ), la celda Peltier debe tener una potencia maxima de 50 W.

Por otro lado, otra forma de mejorar la eficiencia radica en la fuente de alimentacion con
la que el controlador maneja a la celda Peltier. La forma méas comutn de controlar a la celda
es mediante PWM, esta requiere un hardware y l6gica de control mas simples; sin embargo,
esta técnica de control es muy desventajosa debido a que promueve que se presenten
grandes voltajes transitorios (rizado), interferencia electromagnética con el resto de
componentes electronicos y mucha menor eficiencia. La otra técnica de control es mediante
corriente continua que evita todas las desventajas anteriores; incluso, los fabricantes de
celdas Peltier actualmente sugieren usar controladores de corriente continua por sobre los

controladores PWM [33].
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2.3.4 Modelamiento

Como se muestra en el trabajo de Yilmaz et al [34], los parametros para la simulacion de
la celda Peltier dependen de las propiedades del material con el que se ha fabricado el
modulo termoeléctrico, los cuales son los siguientes: el coeficiente de Seebeck (S,,), la
resistencia eléctrica (R,,) y la conductividad térmica (K, ). A su vez, estos pardmetros se

pueden estimar con las especificaciones de la hoja de datos de la siguiente forma:

S = e 3)

Ty

Vinax*(1 _A’[:rﬂ)

— H
Ry = e Ty @
max
7 = Vmax*ImaxX(TH—ATmax) (5)
gt 2Ty XATmax

Donde V},,,, es la tension maxima (en V), Ty es la temperatura de la cara caliente (en K),
AT, . s la maxima diferencia de temperatura entre ambas caras (en K) e I, s la

corriente maxima (en A).

Estos parametros son estimaciones, lo que significa que no son exactamente el valor real e
introducen un pequefio error. A pesar de ello, son utiles porque, en combinacion con la
ecuaciéon 2, permiten obtener un modelo matematico aproximado para realizar
simulaciones donde se pueda observar el flujo de calor y la temperatura en funcion de la

tension aplicada a los terminales de la celda.
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2.4 Otros dispositivos termoeléctricos

Los calentadores Kapton, al igual que todos los calentadores flexibles, funcionan con base en la

ley de Ohm, ya que todos tienen un filamento resistivo en su interior. Dado que calentadores kapton

son altamente personalizables, el disefio de sus parametros depende especificamente de la

aplicacion concreta en que se usara. A continuacion, se presentan unas pautas para su disefio:

En primer lugar, es necesario estimar la potencia requerida para calentar el objeto deseado.
A partir de la formula de calor especifico, se puede estimar la potencia mediante la
siguiente expresion:

P=mXCpXx(Tr—T)/t (6)
Donde P es la potencia en W, m es la masa en kg, Cp es el calor especifico del material
en J/kg/°C, Tfy Ti son las temperaturas final e inicial correspondientemente en °C y t es

el tiempo de subida de la temperatura.

El segundo paso es definir la tensio