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Resumen

Actualmente, las camaras y dispositivos comerciales que controlan el medio de in-
cubacion de una muestra biolégica para microscopia Optica tienen en general s6lo
control térmico unidireccional y suelen ser equipos muy costosos, no siempre dispo-
nibles para todo tipo de plataformas de microscopios y dificiles de manipular. Es de-
seable entonces generar configuraciones adaptables y en lo posible con un control
térmico bidireccional del medio de incubacion.

El prototipo denominado Camara de Recirculacién Termostatizable (CRT), consiste
en un ensamble de médulos impresos, por los que circula agua termostatizada me-
diante una celda Peltier y una bomba hidraulica. En el marco de este PID se avanzé en
la implementacién de nuevos esquemas de programacion del controlador digital para
optimizar el funcionamiento del Peltier, con la bomba hidraulica y en la compactacion
del control electrénico para que sea portable y operable en forma segura en la sala de
microscopia. EL objetivo final es lograr el control bidireccional de temperatura dentro
de la camara propiamente dicha donde se coloca el medio de incubacion y el espéci-
men; e implementar su uso para la visualizacion de embriones y larvas de pez cebra,
modelo animal sobre el que se desarrollan varias lineas de investigacion en FI-UNER.

Palabras clave: camara de recirculacion termostatizable, impresion 3D, microscopia
in vivo, sistemas de microfluidica, pez cebra
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Objetivos propuestos y cumplidos

El presente proyecto amplia y mejora el disefio de la CRT cuyo primer prototipo
fue parte de un proyecto final de grado de Bioingenieria 1. Se planteé como objetivo
general optimizar y mejorar los sistemas de control digital y de potencia del prototipo
para alcanzar y mantener la estabilidad térmica del medio de incubacién durante la
observacién microscopica de embriones de pez cebra (28°C) o cultivos celulares (37°C).

En el altimo afo del proyecto y para poder realizar ensayos con la CRT en forma
reproducible y segura se decidio priorizar el disefio del control del dispositivo por sof-
tware y la compactacion en un gabinete para que fuera portable y trasladable en for-
ma segura a la sala de microscopia.

En la configuracion final alcanzada se realizaron pruebas de funcionamiento (ca-
lentamiento-enfriamiento) y se hicieron los primeros registros de estabilidad térmica
a potencia variable.

Dado que las resinas poliméricas utilizadas para la impresion 3D de los médulos
encastrables de la CRT se deformaban con los cambios de temperatura se hizo una
adaptacién a una camara de recirculacién de acero quirurgico 2.

Como innovacion, se fabricaron sistemas de microfluidica adaptable a la CRT con el
fin de inmovilizar a los embriones y ensayar suministro de drogas a distintas dosis en
simultaneo a temperatura controlada.

Marco tedrico y metodolagico

La visualizacién de procesos morfogenéticos en especimenes gruesos in vivo es po-
sible con la disponibilidad de técnicas de microscopia éptica de alta resolucion "es-
pacio-temporal™-. Sin embargo, para observar embriones o larvas sub-milimétricos
con geometrias que varian durante el desarrollo, o para monitorear procesos de varias
horas como la migracién celular o regeneracién de tejidos, es necesario contar con
camaras de observacién disefiadas para tales aplicaciones. Esto exige como solucion
la construccion de camaras versatiles que permitan orientar al espécimen y mantener
su viabilidad, que sean faciles de ensamblar y compatibles con todo tipo y marcas co-
merciales de microscopios. En particular, para los estudios in vivo que se extienden a
periodos de horas o dias, la observacion microscépica requiere un control estricto de
la temperatura en el medio de incubacién.

Los sistemas de control térmico conforman una parte importante dentro de las he-
rramientas de trabajo de la biologia, puesto que una variacion minima de temperatura
puede afectar la viabilidad celular en cultivo, la velocidad de desarrollo de un organis-
mo influir en la determinacion del sexo®.

En general, las salas de microscopia se mantienen a temperaturas cercanas a 20 °C
para asegurar la vida util de los componentes electréonicos de los equipos de Gltima
generacion. Sin embargo, cuando las observaciones se extienden a horas, esta tempe-
ratura no es 6ptima para la mayoria de organismos modelo (25-28°C) o para el cultivo
celular o de tejidos (37 °C). En sistemas mas avanzados, ésta se controla con costosas
camaras climatizadas y platinas de calentamiento acopladas al microscopio.

El pez cebra (Danio rerio) se utiliza como organismo modelo en distintos campos de
investigacién’-’. La similitud de su desarrollo embrionario con el de otros vertebrados
superiores y la alta homologia genética con el ser humano lo han convertido en la
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altima décadas en uno de los organismos modelo mas utilizado en experimentacion
biomédica®®l, Como ventaja adicional, su transparencia 6ptica permite visualizar el
desarrollo embrionario externo en tiempo real. La mayoria de las camaras de monta-
je o contencion apuntan a orientar e inmovilizar a los embriones, pero no todas son
termostatizables y estan limitadas al uso de lentes objetivas en aire de 4X y 10X81213,
En FI-UNER, el pez cebra se utiliza en estadios embrionarios y larvales como modelo
animal para ensayos de penetracion transdérmica de drogas, regeneracion de tejidos
y morfogénesis epitelial. Estos procesos se monitorean mediante microscopia de fluo-
rescencia en tiempo real a una temperatura de 24°C, por debajo de la 6ptima para la
cria de este modelo (28°C).

En este proyecto se propuso ademas combinar la tecnologia de los dispositivos micro-
fluidicos por litografia blanda para el cultivo celular con la plataforma termostatizable
a desarrollar, permitiendo de esta manera potenciar a la herramienta CTR y cubrir un
mayor numero de aplicaciones’. Dentro de estas aplicaciones podemos citar algunos
ejemplos, en los cuales el disefio de distintos dispositivos, permite estudiar diferentes
procesos celulares y tisulares?®. Si bien los dispositivos microfluidicos en su mayoria pro-
ducen ambientes nutricionales adecuados para el mantenimiento celular o tisular, en
muchas aplicaciones se necesita controlar la temperatura de estos procesos.

El presente proyecto se sustenté en los avances obtenidos previamente con un pro-
totipo fabricado mediante médulos encastrables obtenidos mediante impresién 3D
que conforman una camara de recirculacién de agua termostatizable (CRT) mediante
una celda Peltier %.

Metodolégicamente se puede describir en tres etapas:

Etapal

Ensayo del funcionamiento de los bloques del equipo (CRT, médulo frio-calor y bom-
ba hidraulica) por separado y en su conjunto

En primer lugar, se verific6 el funcionamiento individual de los médulos correspon-
dientes al sistema de alimentacioén, refrigeracién/calefaccion y bomba hidraulica del
prototipo original, presentado en el plan. En la Figura 1 se muestra el esquema de cir-
culacion cerrado del agua, el flujo calérico y el eléctrico entre los médulos.

Figura 1: Esquema del flujo calérico, eléctrico y de agua del sistema

Una primera modificacién en el circuito fue el reemplazo del intercambiador tér-
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mico de aluminio con un volumen limitado a 10 ml de agua del disefio original, por
un reservorio de paredes de plastico y base de aluminio denominado “cisterna”, con
una capacidad de 60 ml. Este reservorio fue impreso en plastico en el Laboratorio de
Prototipado e Impresién 3D de FIUNER por lo que pudo modificarse y reimprimirse
permitiendo cambios de configuracién durante las pruebas. Otra modificacion signi-
ficativa sobre el moédulo frio/calor fue el agregado de una segunda celda Peltier co-
nectada eléctricamente en serie a la primera. Luego, para poder evaluar el efecto de
estas modificaciones sobre el funcionamiento del dispositivo se disefié e implementé
un circuito de prueba (Figura 2A).

El circuito consta de interruptores de encendido/apagado que permiten seleccionar
los diferentes componentes activos (bomba hidraulica, disipadores y celdas Peltier)
variando la configuracién espacial de los mismos durante los ensayos de termosta-
tizacion de la CRT. Para el montaje del prototipo (Figura 2B) ambas celdas Peltier se
colocaron una al lado de otra (configuracién alineada), con las caras “que enfrian”
orientadas hacia arriba, en contacto directo con la base de aluminio de la cisterna. Por
debajo de las celdas se ubicaron los disipadores y a lado se colocé la bomba hidraulica.

Las partes encastrables de la CRT (Fig. 2B-3, 2B-4) fueron fabricadas en el Laborato-
rio de Prototipado e impresién 3D de FIUNER utilizando resinas poliméricas de la linea
Fullcure, si bien éstos materiales permitieron hacer pruebas en el prototipo original,
resultaron altamente higroscépicos. Ademas, se deformaron al hacer recircular agua
a 40 °C, produciendo fallas de encastre, pérdida de agua y burbujeo en el interior de
la cdmara. Luego, se imprimio la CRT en ABS (acrilonitrilo butadieno estireno), plastico
de mayor resistencia mecanica y térmica que las resinas Fullcure disponibles, aunque
a expensas de una menor resolucion en la impresion 3D.

Una vez realizado el encastre y sellado, la CRT se conect6 a la cisterna y al circuito
de recirculacién de agua. Se llen6 la cisterna con agua, y se encendié sélo la bomba hi-
draulica, una vez llena la CRT y purgado el circuito, se lo dejo funcionar a temperatura
ambiente por mas de una hora, sin observar pérdidas de agua. No se hizo registro de
temperatura en esta etapa.
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Figura 2: Configuracion del prototipo de prueba para dos celdas Peltier alineadas (P1y P2). A) Esquema del circui-
to auxiliar utilizado para fijar la temperatura. B) Imagen de los componentes fijados a soporte de madera imper-
meabilizada.
1-Fuente, 2-Interruptor de encendido apagado, 3-CRT, 4-Canasta de incubacién para especimen con base de cu-
breobjeto, encastrada en la CRT. 5- Cisterna, su base metdlica esta en contacto con ambas celdas Peltier, 6-Bomba
de agua, 7-Mangueras de silicona para la circulacion del agua desde la cisterna (una salida) y hacia la CRT (dos
entradas), 8-Aislante térmico.

Programacion del sistema de control digital del Peltier y control de potencia de la
bomba hidraulica

Se realiz6 un procedimiento para obtener las caracteristicas principales de la fuente
de corriente, del controlador de potencia de la bomba hidraulica y de las celdas Peltier.
Para esto se utilizé una fuente variable, un multimetro para registrar el valor de co-
rriente entregada a las celdas Peltier, un multimetro con su termocupla para registrar
también los valores de temperatura del agua contenida en la cisterna, un disipador y
un “cooler” para evitar que las celdas se quemen, un sensor NTC 100k y una placa EDU-
CIAA para registrar los valores de temperatura en una PC.
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Para caracterizar el consumo de corriente en la etapa de refrigeracién las celdas
Peltier que en la configuracién previa (Fig 2B, P1 y P2) estaban alineadas, se configu-
raron espacialmente en forma apilada (cara caliente/cara fria/cara caliente/cara fria)
y se colocaron con grasa siliconada sobre la base de la cisterna (Figura 3A). Luego se
coloco la cisterna sobre un disipador, se incorporé el sensor NTC y la termocupla del
multimetro adentro de la cisterna (Figura 3B-C). Se conect6 el multimetro en serie a
la salida de las placas Peltier para medir el amperaje y se conectaron las celdas y el
ventilador a la fuente variable.

Se comenzo6 aplicando valores bajos de voltaje hasta visualizar un valor de 2A en
el multimetro. En paralelo se registraron los valores de temperatura. Se observé que
al alimentar las celdas Peltier con un valor maximo de 2A a través de un controlador
LN298n, la temperatura del agua alcanz6 un minimo de 17 °C y un maximo de 30 °C,
rango de temperatura acotado para los requerimientos experimentales (hasta 40°C). Se
concluyd que era necesario suministrar un mayor amperaje por lo que se adquirié un
controlador de motor VNH3SP30 que puede entregar un continuo de 9 A.

Figura 3: Caracterizacion del consumo de corriente en la etapa de refrigeracion del agua de la cisterna. A) Celdas
Peltier conectadas en serie en el circuito eléctrico en configuracién apilada y apoyadas sobre la base de la cister-
na. B) Esquema de conexidn eléctrica. C) Montaje y ensayo para caracterizar el consumo de corriente.

Estas actividades se realizaron activando los componentes en forma manual hasta
poder lograr el control digital automatizado a través de Arduino.

Etapa ll
Incorporacion de bloque de enfriamiento y disipadores

Entre las modificaciones realizadas en esta etapa se incorporé un bloque de enfria-
miento de agua fabricado en aluminio (Figura 4A) mejorando la transmisién de calor
hacia y desde las celdas Peltier en la configuraciéon “apilada” (Figura 4B) logrando una

temperatura minima de 15°C desde una temperatura ambiente inicial de referencia de
24°C. Luego, en las caras externas se colocaron los disipadores y coolers (Figura 4C).
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Figura 4: Configuracion del sistema de celdas Peltier, bloque de aluminio y disipadores. A) Bloque de aluminio para
la circulacion de agua a termostatizar B) incorporacion de las celdas Peltier en configuracion apilada, con sus
caras “frias” en contacto con el bloque de circulacion de agua. C) Incorporacién de los disipadores de conveccién
en contacto con las caras “calientes” de las celdas Peltier y coolers respectivos.

Camara de recirculacion metalica con base de cubreobjeto para el montaje de muestra

Durante las pruebas de recirculacion de agua al aumentar a temperatura a 40 °C se
observé una deformacion de los materiales impresos que conformaron la CRT propia-
mente dicha y la canasta para espécimen (Fig. 2B, 3,4) que generaron fallas de encas-
tre, pérdida de agua y burbujeo en el interior de la camara. Por lo tanto, se opt6 por
utilizar una camara de recirculacion de agua, cilindrica fabricada en acero quirdrgico?
(Figura 5), la misma se sella en la base con un cubreobjetos generando un pocillo de
incubaciéon con una capacidad maxima de 3 ml de medio liquido para el montaje de la
muestra biolégica.
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Figura 5: Camara cilindrica para espécimen en acero quirlrgico, la base se cierra con un cubreobjetos circular de
18 mm sujeto con un O-ring para generar un pocillo analogo a la canasta de incubaciéon en la CRT original.

Adicionalmente se reemplazo6 la cisterna abierta (Figura 2B, 5) por un recipiente de
vidrio cerrado denominado tanque cisterna (Figura 6, 5) con la finalidad de mantener
constante el volumen de agua de termostatizacién. Se observé que no se formaban bur-
bujas al succionar el liquido desde el fondo del tanque con el retorno en la superficie.

Como avance hacia el sistema de control final se incorporé un sensor digital DS18B20
con cubierta impermeable con rango de temperatura de medicién dentro de los para-
metros objetivos con el cual se digitalizaron las mediciones de temperatura hacia la
PC, con la finalidad de estimar los parametros del sistema para el control.

A través de un microcontrolador Arduino Mega 2560 con una entrada analégica (po-
tenciometro) se logré variar la salida PWM para alimentar las celdas Peltier por me-
dio de un driver MDO1B. Este driver permite abastecer con la suficiente corriente que
precisa la celda de Peltier, la cual no puede ser proporcionada por el micro. En este
momento la cantidad de potencia que alimenta al sistema de celdas Peltier lo propor-
ciona el microcontrolador Arduino con el Driver MDO1B siendo regulado por el usuario
a través de un potenciémetro.

Figura 6: Sistema completo en su configuracion actualizada.1-Camara porta muestra en acero quirargico. 2-Bom-
ba hidraulica. 3-Sistema Peltier-Bloque aluminio-Peltier con sus respectivos disipadores y coolers. 4-Fuente de
alimentacion. 5-Tanque cisterna. 6-Sonda de temperatura DS18B20. 7-Controlador Arduino Mega 2560. 8-Driver
MDO01B. 9-Panel de conexion.
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Etapa lll

Incorporacion de pantalla LCD para visualizacion de datos

Para facilitar el acceso a la lectura de los datos del sensor de temperatura e inde-
pendizar el sistema de una computadora se incorpor6 una pantalla LCD 1602 y un
modulo 12C que permite reducir la cantidad de 16 cables de conexion al Arduino a solo
4 (Figura 7). A través de esta pantalla LCD se pueden visualizar datos como la tempe-
ratura del sistema, temperatura deseada, potencia de la placa de Peltier, tiempo de
funcionamiento del sistema y parametros ingresados por el usuario.

Figura 7: Conexionado de pantalla LCD1602 utilizando un médulo 12C (panel superior). Esquema del conexionado
reducido a cuatro cables (panel inferior).

Alimentacion de la placa Arduino independiente de la PC

Otras de las necesidades para independizar el sistema de la conexién a la PC era
la necesidad de alimentar la placa Arduino a través de su conector Jack de corriente
continua que hasta el momento se hacia a través de un USB de PC. Para esto, se utilizd
un convertidor de voltaje Lm2506 step down que permite utilizar los 12 Voltios de la
fuente de alimentacion del sistema y obtener una salida de 5 Voltios suficiente para
alimentar el Arduino y todos los componentes conectados al mismo (Figura 8).
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Figura 8: Incorporacion de un convertidor de voltaje Lm2605.

Sustitucion de encendido manual de bomba de agua y disipadores

Otros de los avances fue el encendido electréonico de la bomba de agua y ventila-
dores comandados por el Arduino. Para eso se utilizdé primero un arreglo de relés que
permiten encender y apagar con voltajes altos (12 Voltios para el caso de estos compo-
nentes) mandando una sefal de bajo voltaje desde el Arduino. Asi ademas se esperaba
automatizar por medio de programacién el encendido y el apagado. Sin embargo, se
observo la presencia de ruido magnético que producia la bomba en los relés, por lo que
se decidi6 reemplazar el sistema de relés que comandaba el encendido de la bomba
de agua y coolers por un transistor de potencia, (Figura 9).

Figura 9: Esquema de conexionado del transistor de potencia.
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Modulacién por ancho de pulso

Para alimentar la celda de Peltier se utilizé el método de modulaciéon por ancho de
pulso (PWM - pulse-width modulation) el cual consiste aplicarle tensién a la celda con
una sefal cuadrada (Figura 10) a la cual se le modifica el ciclo de trabajo (duty-cycle),
o tiempo en que la sefal se encuentra en estado alto en relacion con el periodo de la
sefal, con la finalidad de aplicarle mas o menos energia a la celda Peltier y evaluar
como responde el sistema. A mayor ancho de pulso mayor energia se trasmite a la cel-
da y mayor es el aporte de temperatura.

Este método se utiliz6 ya que anteriormente la celda fue alimentada con una sefal
que le aportaba energia en todo el ciclo (100% duty cycle) lo cual llevaba al sobreca-
lentamiento y dafo.

Figura 10. Sefial cuadrada con distintos anchos de pulso de menor a mayor energia.

Control del Arduino por PID (Proporcionalidad, Integracion, Derivacion)

Un controlador PID (Proporcionalidad, Integracion, Derivacion) calcula un valor de
“error” como la diferencia entre una medida de “Entrada” en este caso la temperatura
inicial de referencia y un punto de ajuste deseado, en el sistema seria la temperatu-
ra final consignada. El controlador intenta minimizar el error ajustando un valor de
“Salida” tratando de hacer que la entrada sea igual a la temperatura consignada. Los
parametros de ajuste son Kp (constante de Proporcionalidad), Ki (constante de Inte-
gracion), Kd (constante de Derivaciéon) y setpoint (consigna o temperatura a la que
queremos regular el sistema). Para el dispositivo de termostatizacion estos parametros
se obtuvieron en forma empirica y luego se realizaron las pruebas de funcionamiento
(ver Resultados).

En el micro-controlador Arduino se utilizo la biblioteca “Arduino PID” que permite
aplicar un sistema de control PID reutilizando cédigos ya existentes. Se aplicd enton-
ces una funcion cuyos parametros de entrada son las constantes antes mencionadas y
la temperatura de consigna.
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A través de un método iterativo el microcontrolador va calculando cuanta energia
debe aplicarle a la celda Peltier en funcion del error que calcula a través de la tempe-
ratura leida hasta lograr minimizar ese error a cero, lo que significa que la temperatura
del sistema es igual a la temperatura de consigna. Estos valores de temperatura se
registraron en tiempo real a través de la comunicacién entre el microcontrolador y la
PC por puerto USB utilizando el programa CoolTerm y posteriormente, se graficaron.

Fijacion del sistema de termostatizacion y ventiladores

En el denominado médulo frio-calor se encuentra la celda Peltier, el bloque de alu-
minio por donde recircula el agua a termostatizar y los disipadores. Esta configuracion
(Figura 11) resulté mas eficiente para la disipacién del calor respecto a las ensayadas
anteriormente. Para fijar esta configuracion se realizaron soportes en plastico por im-
presion 3D, uno (en rojo) para mantener en contacto el bloque de aluminio con una
cara del Peltier y el otro soporte (en gris), para mantener unido el disipador con los dos
ventiladores.

Figura 11: Médulo frio-calor donde se muestra la fijacion de la celda Peltier con el bloque de aluminio al disipador
y ventiladores mediante piezas impresas en 3D.

Incorporacion de un gabinete para la electrénica y montaje del sistema de recircula-
cion termostatizable

El sistema de control digital y de potencia se colocé en un gabinete plastico ter-
moformado, portable y separado de los componentes del circuito de agua: médulo
frio-calor, mangueras de silicona con aislante térmico, bomba de agua y camara de
incubacién para espécimen. Se realiz6 un orificio para poder presentar la pantalla en
el gabinete y se le incorporo6 la tecla de encendido (Figura 12). Luego, para poder regis-
trar los datos durante las pruebas de funcionamiento, se conect6 la salida del Arduino
a una PC externa mediante un puerto USB.
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Figura 12: Camara de recirculacion termostatizable (CRT) con sistema de control electrénico en gabinete y sistema
de circulacion externo y cdmara metalica de incubacion para el espécimen. 1- Gabinete de control con micro-
procesador. 2-Médulo frio-calor. 3-Reservorio de agua. 4-Bomba hidraulica. 5-Mangueras de silicona de conexién.
6-Camara de recirculacién para espécimen. 7-PC.

Sintesis de resultados

En la primera etapa el circuito eléctrico planteado (Figura 2A) permitio evaluar el
funcionamiento del circuito de agua a temperatura ambiente y optimizar la ubicacion
espacial de los componentes en un formato mas compacto y portatil que el del proto-
tipo original®.

El agregado de una cisterna con descarga a presiéon atmosférica permitié purgar
las burbujas del sistema y aumentar el volumen de termostatizacion a 60 ml, 6 veces
mayor que el del intercambiador de aluminio del prototipo original. El plastico de las
paredes de la cisterna funcion6 como aislante mientras que la base de aluminio en
contacto con las celdas Peltier inicié la termostatizacion (frio/calor) del agua de forma
inmediata una vez encendidas las celdas.

El nuevo disefio de la CRT y la fabricacién en ABS resultaron adecuados para evitar
pérdidas de agua en los puntos de encastre y se anulé la formacion de burbujas duran-
te la pruebas de recirculacién de agua por 60 min. a temperatura ambiente (24-25 °C).

En la segunda etapa utilizando la nueva configuracion (Figura 6) se logré variar la
potencia de las celdas de Peltier, ya que las celdas conectadas directamente a la fuen-
te trabajan a su maxima potencia. Asi se logré controlar la temperatura hasta un valor
inferior de 15°C £0.5°C medido dentro del tanque cisterna tomando como temperatura
ambiente inicial de referencia 24+0.5°C.

En la Gltima etapa se realizaron los ensayos con el prototipo ubicado dentro de un
gabinete (Figura 12). Para realizar las mediciones se llené el reservorio con agua y se
hizo funcionar la bomba hasta llenar todo el sistema (75 mL volumen total). Se verifi-
c6 que no quedaran burbujas y se colocé un sensor térmico (NTC) en el reservorio de
agua a temperatura ambiente, se esperé a que se estabilizara el valor y se tomd como
temperatura de referencia. No se pudieron hacer las medidas directamente con el sen-
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sor dentro de la camara para el espécimen debido a que no se lo podia sumergir por
completo. En pruebas posteriores se agregara una pequefa termocupla calibrada que
se utilizara en paralelo para registrar la temperatura real en el medio de incubacion.

Control automatico de temperatura y pruebas de funcionamiento a potencia variable

Antes de realizar mediciones se avanzé en el control automatico de temperatura por
programacion a través de microcddigos de una biblioteca Arduino. A través de herra-
mientas preexistentes, provistas por una biblioteca Arduino-PID (https://playground.
arduino.cc/Code/PIDLibrary/) se pudo lograr el control del microprocesador Arduino
con el objetivo de automatizar la respuesta del sistema para alcanzar la temperatura
consignada. Si bien los parametros de entrada se pueden calcular de forma tedrica en
este caso se obtuvieron en forma empirica. Primero, se registr6 en cuanto tiempo se
alcanzaba la temperatura consignada para la potencia entregada, que a su vez se fue
variando; y en base a la respuesta se fueron tomando los valores que luego se utiliza-
ron para las pruebas de estabilidad térmica.

Se ensayo el funcionamiento del equipo bajo el control de Arduino, donde primero
se observo la respuesta del Peltier a potencia variable mediante la modulacién del an-
cho de pulsos (%PWM, del inglés Pulse Width Modulation) (Figura 13) y se luego se pro-
b6 la regulacion automatica de temperatura mediante la incorporacion de parametros
de ajuste a partir de microcédigos obtenido de una biblioteca PID-Arduino (Figura 14).

En el primer caso, se realizaron ensayos fijando una temperatura de trabajo por
encima y otra por debajo de la temperatura de referencia (PWM75%) para evaluar la
velocidad de respuesta de la celda Peltier en la nueva configuracién. Para ello se fijé
la sonda de temperatura en el reservorio de agua y se registro la temperatura ambien-
te la cual se tom6 de referencia como temperatura inicial, luego se evalu6 el tiempo
requerido para alcanzar una temperatura maxima o minima al suministrarle al Peltier
potencias de 40%, 50%, 75% y 100%.

Al suministrarle al Peltier potencias variables se observo que, si bien se alcanzaba
la temperatura maxima establecida en 47°C en menor tiempo a mayor potencia de tra-
bajo, no se observé una respuesta lineal. En el caso de enfriamiento se probé el Peltier
al 75% de potencia estabilizandose en una temperatura minima de 17,4 °C grados al
cabo de 36 minutos, siendo la respuesta menos eficiente que para el calentamiento a
la misma potencia.
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Figura 13: Pruebas de funcionamiento de la celda Peltier a potencia variable. Cuatro condiciones en modo calor y
una en modo frio.

Estos valores de temperatura fueron capturados en tiempo real a través de la co-
municacion entre el microcontrolador y la PC por puerto USB utilizando el programa
CoolTermy posteriormente se graficaron.

Pruebas de estabilidad térmica del sistema de control PID en modo calentamiento
para diferentes temperaturas de consigna

Luego se realizaron pruebas de estabilidad térmica (Figura 14). Para el valor de con-
signa de 36°C primero se observé que al cabo de 10 minutos alcanzaba una temperatu-
ra de 40°C (curva azul), que luego bajaba al valor establecido. Para el valor de consigna
de 37°C (curva verde), el perfil es similar y alcanza la temperatura consignada que se
mantiene por 20 min pero luego se apaga la bomba por lo que la temperatura decae
rapidamente al no circular agua hacia el reservorio donde se mide la temperatura. En
todos los casos se observa un pico previo al valor de consigna.

Figura 14: Pruebas de estabilidad térmica del sistema de control PID en modo calentamiento para diferentes tem-
peraturas de consigna.
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Conclusiones

El proyecto apunt6 a cubrir la necesidad de las nuevas técnicas de microscopia in
vivo, de mantener constantes las condiciones para la observacion de organismos mo-
delos en periodos de horas a dias para estudiar procesos dinamicos a nivel celular y
de desarrollo embrionario, siendo las condiciones mas exigentes el control de la tem-
peratura del medio de incubacién a largo plazo y la inmovilizacién y sobrevida del
espécimen.

La propuesta se realizé6 mediante recursos mas econémicos que los planteados en
los equipos encontrados durante la revision de tecnologias existentes en el area.

El prototipo desarrollado es de caracter tecnologico con transferencia directa a
la educacién en ciencias, investigaciéon basica o aplicada en biologia y con potencial
transferencia comercial para el mercado de equipamientos de laboratorio.

Present6 un enfoque multidisciplinario donde se combiné la experiencia de los in-
tegrantes del LAMAE, en microscopia y microfluidica, y la colaboracion del laboratorio
de Prototipado Electrénico y 3D de FIUNER.

Es importante destacar que durante la ejecucion del proyecto fue cambiando la dis-
ponibilidad de los tipos y marcas de resinas poliméricas de impresion 3D en FIUNER,
al momento de volver a disefiar la CRT propiamente dicha o camara de recirculacion
se observé una marcada deformacién del material a temperatura ambiente en un pe-
riodo de dias. A los fines del proyecto, y para poder avanzar con el sistema de control
digital de termostatizacion se reemplazo la mencionada camara por otra metalica. Asi
se logré sellar completamente el circuito de agua y se espera de esta forma optimizar
en ensayos sucesivos la velocidad de termostatizacién bidireccional a través de la cel-
da Peltier.

En el estado actual del prototipo es necesario seguir avanzando en el control digital
por software y establecer el rango de estabilidad térmica.

Indicadores de produccion

Durante el altimo afo del proyecto afio y en colaboraciéon con el codirector Dr. Gas-
ton Mifo se avanzé con el disefio y fabricacién de sistemas microfluidicos en diferentes
lineas de investigacién que luego podran ser integrados o conectados a la CRT para su
termostatizacion.

Ademas, a través de este proyecto se han implementado trabajos practicos de la-
boratorio en la materia de 5to afio de la carrera de Bioingenieria, Biomateriales y Bio-
compatibilidad. En estas practicas se utiliz6 como modelo animal al pez cebra para
estudiar la toxicidad de resinas de impresion 3D en el desarrollo embrionario. Este
acercamiento de la comunidad de ingenieria a un modelo animal y a la microscopia
es un avance sin precedentes que ha logrado el interés de los alumnos a apostar por
proyectos finales utilizando nuevos materiales, microscopia, microfluidica y al modelo
animal. Los planteles de peces cebra se alojan en un Acuario en el Bioterio de FIUNER
que cumple con las condiciones para la cria y mantenimiento y se encuentra bajo la
supervision de la Lic. M. Florencia Sampedro (CPA-Conicet-UNER).
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