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Resumen

Como todos concocemos, la reciente pandemia provocada por el SARS-CoV-2 ha dado lugar a
que la poblacion en su mayoria conozca o haya escuchado alguna vez a lo largo de la pandemia el
término PCR (reaccion en cadena de polimerasa), hasta entonces desconocido para la gran
mayoria. Esta situacion ha mostrado a la sociedad espafiola la importancia de la investigacion y
como el campo de la medicina junto con la biologia esta intimamente relacionado con la
electronica, concretamente con el desarrollo de tecnologias para el diagnostico de enfermedades
viricas a nivel mundial.

Este proyecto abarca todo lo relacionado con la deteccion de PCR, desde los conceptos mas basicos
como en gue consiste la propia PCR hasta el método de deteccidn, en el cual se va a centrar todo
el proyecto, la electroforesis. Posteriormente, se disefia y se fabrica un dispositivo capaz de realizar
la deteccion del resultado de la PCR unificando todos los procesos en un solo dispositivo. La
finalidad de este proyecto es la fabricacion de un dispositivo compacto y modular con facilidad
para su montaje y que permita ser transportado de forma sencilla.
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Abstract

As we all know, the recent pandemic caused by SARS-CoV-2 has led to the majority of the
population being familiar with or having heard the term PCR (polymerase chain reaction) during
the pandemic, until then unknown to the vast majority. This situation has shown Spanish society
the importance of research and how the field of medicine, together with biology, is closely related
to electronics, specifically with the development of technologies for the diagnosis of viral diseases
worldwide.

This project covers everything related to PCR detection, from the most basic concepts such as
what PCR itself consists of to the detection method on which the entire project will focus,
electrophoresis. Subsequently, a device capable of detecting the PCR result is designed and
manufactured, unifying all the processes in a single device. The purpose of this project is to
manufacture a compact and modular device that is easy to assemble and easy to transport.
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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS DEL TFG

y realizacion de electroforesis.” se encuentra dentro de la normativa referente al Trabajo Fin

de Grado de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria de Sevilla para la obtencion de los
créditos ECTS de la asignatura Trabajo Fin de Grado, y asi conseguir el titulo de Ingeniero de las
Tecnologias de Telecomunicion.

EI presente documento con titulo “Dispositivo electronico para la preparacion de gel de agarosa

Dicho trabajo de fin de Grado se ha llevado a cabo en el Departamento de Ingenieria Electronica
y Microsistemas, tutelado por el profesor D. Francisco Antonio Perdigones Sanchez.

El desarrollo de nuestro trabajo se ha centrado en el proceso de la deteccion del resultado de la
PCR (reaccién en cadena de polimerasa) que actualmente tiene un gran peso en nuestra sociedad
debido a la gran pandemia que esta afrontando el mundo. Investigaremos como podremos integrar
todos los componentes necesarios para realizar la deteccion de ADN resultado de una PCR en un
solo dispositivos lo mas compacto posible.

En definitiva, con este trabajo, lo que se busca es facilitar el proceso para preparar la agarosa y
realizar la electroforesis con un dispositivo compacto como se detallara en este documento.

1.1 Introduccion

El Desarrollo de este trabajo se encuentra dentro del grupo de investigacion (Grupo de Dispositivos
y Sistemas Electronicos) TIC:267 perteneciente al Departamento de Ingenieria Electrénica y que
trata varias lineas de investigacién como:

e Disefio de Dispositivos y Sistemas Electronicos para su Aplicacion en Telemedicina
e Microsistemas Sensoriales, Microfluidicos, Rf-MEMS y Microopticos.

En particular nuestro Trabajo fin de Grado se encuentra dentro de la linea de investigacion de
“disefio de sistemas electronicos para su aplicacion en la biomedicina” particularizando este
proyecto en la deteccion de los resultados de la PCR.

Como introduccion para este proyecto es importante destacar las numerosas aplicaciones que tiene
la PCR que van desde la arqueologia, la medicina forense hasta la medicina clinica. Para este
trabajo se va a utilizar la PCR con fines médicos clinicos, pero no se va a centrar en el proceso de
realizacion de la PCR sino en la deteccion y es en estos momentos donde entra en accion la
electroforesis.

Las circunstancias actuales producidas por la pandemia han provocado que la sociedad al completo
0 al menos en su gran mayoria hayan escuchado el término PCR y todo lo que eso conlleva.
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Este proyecto comprende todo lo relacionado con la deteccion de los resultados de la PCR, desde
los conceptos mas basicos, para una correcta comprension, hasta el disefio y la fabricacion de un
dispositivo compacto donde se integran todos los procesos necesarios para la realizacion de la
deteccion.

1.2 Conceptos fundamentales

Para poder tener una vision mucho mas completa del proyecto y facilitar asi la comprension del
objetivo final se van a definir detalladamente los conceptos mas importantes y esenciales como es
el propio concepto de la PCR y el método de deteccion que se va a utilizar para observar los
resultados.

1.21 PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica mas importante y revolucionaria en
biologia molecular, ya que permite obtener millones de copias de un fragmento de &cido
desoxirribonucleico (ADN) a partir de una sola molécula.

La PCR se basa en la replicacion celular en la que actuan varias proteinas para sintetizar dos nuevas
hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde. Estas proteinas actuan en diferentes
actividades como:

e Laidentificacion del sitio de origen de la replicacion.
e El desenrollamiento de la doble hélice.
e Laestabilizacion de la estructura desenrollada.

En la ilustracion 1, podemos apreciar el proceso de replicacion del ADN donde la enzima mas
importante en la replicacion es la polimerasa, comunmente conocida como ADN polimerasa,
porque es la encargada de incorporar nucleétidos durante la sintesis de las nuevas cadenas de ADN.

Prdeinas de Unian
a Cadera Simpk (sgb)

Helicaza
ADN polimemsa (Pold)

Topokome msa

ADN polimemsa (Paola)
ADN ligasa Cebador
ADMN primasa

Ilustracion 1: Proceso de replicacion del ADN.
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En la PCR, se simula en un tubo lo que ocurre durante la replicacion celular. La sintesis de nuevas
cadenas de ADN se lleva a cabo mezclando:

1. El ADN que contiene el fragmento 0 los fragmentos que se van a amplificar.
2. Lapolimerasa.

3. Los iniciadores (fragmento de ADN de 15-30 nucledtidos que flanquean la regién a
amplificar).

4. Desoxinucledtidos.
5. Cloruro de magnesio u otro co-factor necesario para que trabaje la polimerasa.

Esta mezcla se somete a la repeticion de varios ciclos a diferentes temperaturas que sustituye a la
mayoria de las proteinas que acttan en la replicacion celular.

N T Molde ,
“ISTPALS ADNds 0 ADNC

Primers u oligonucleétidos

D

Enzima ADN polimerasa

? _ Cofactores (MgCl,)

\preac)

g =l dNTPs

Termociclador

[lustracion 2: Componentes de la reaccion de PCR.

La realizacion de la PCR contiene los siguientes pasos:

1. Inicio de desnaturalizacion.

2. Ciclos de amplificacion.
a. Temperatura de desnaturalizacion.
b. Temperatura de alineamiento.
c. Temperatura de extension.

3. Amplificacion final.

4. Almacenamiento temporal.
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Estos pasos se llevan a cabo mediante el cambio automético de temperaturas en un equipo disefiado
para este fin, denominado termociclador.

Pasamos a explicar mas detalladamente los pasos de la PCR:

» Comenzamos con la desnaturalizacion, este proceso comienza aplicando 95°C para la
desnaturalizacion de la doble cadena de ADN (separacion inicial de las hebras). Esta
temperatura se mantiene durante 5 minutos al inicio de la PCR.

» Pasamos a los ciclos de amplificacion (este ciclaje de temperatura se repite continuamente
de 30 a 35 veces), los cuales consta de las tres temperaturas siguientes:

o 95°C: desnaturalizacién por unos 30 segundos.
o 55a60°C: alineacion por 30 a 40 segundos.
o 72°C extension.

» Una vez terminados los ciclos designados para la PCR pasamos a la amplificacion final.
La temperatura de extension (72°C) se manteniene por cinco minutos, lo que permite que
la polimerasa termine la extension de los productos a los cuales se encuentra unida.

» Finalmente pasamos al almacenamiento temporal. Durante la programacion de los ciclos
de la PCR se programa también un ciclo final de 4°C por varias horas, lo que permite
conservar los productos de PCR hasta que se retiren los tubos de reaccion del equipo.

La técnica de PCR ha evolucionado desde su invencion. En la actualidad, gracias a los
mualtiples sistemas de deteccion se dispone de diversas variantes de la técnica, las cuales
se enumeran a continuacion:

a. PCR convencional. Se basa en la deteccion del producto de amplificacion
mediante una electroforesis en gel de agarosa o acrilamida. Es la técnica que
vamos a utilizar en nuestro proyecto.

b. PCR cualitativa. Esta modalidad de PCR permite detectar la presencia o
ausencia de un fragmento de ADN determinado.

c. PCR semicuantitativa. Permite conocer la expresion de un gen (ARNm) en
particular que se expresa de manera constante en la célula.

d. PCR cuantitativa. En esta modalidad de PCR, el producto de PCR es
cuantificable, lo que permite reportar en nimeros absolutos la cantidad de un
microorganismo o el ARNm de un gen en una muestra.

e. PCR multiple. En este tipo de PCR se realiza la amplificacion de mas de un
fragmento de ADN en una sola reaccion de PCR.

f. PCR selectiva. Para la PCR selectiva se disefian cebadores capaces de hibridar
solamente en secuencias con presencia de una mutacion.

g. PCRin situ. Esta modalidad de PCR permite saber que tipo celular presente en
un tejido expresa un determinado gen o qué célula esta infectada por un
patdgeno.
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h. PCR en punto final. Es aquella en la que el producto de PCR se analiza después
de 25 a 35 ciclos, en el punto previo a la saturacion de la reaccidon, mediante
una electroforesis en gel. Presenta una precision pobre y una sensibilidad menor
que la PCR en tiempo real.

i. PCR entiempo real. La reaccion de amplificacion es la misma que la empleada
en la PCR en punto final, lo que cambia es el método de deteccidn del producto
amplificado y su temporalidad. La deteccion de las copias del producto de PCR
se realiza al mismo tiempo que sucede la amplificacion.

Para finalizar este apartado es importante comentar las aplicaciones de la PCR, las cuales van
desde la deteccion de patogenos infecciosos (virus, bacterias, hongos), pasando por las
aplicaciones en la medicina forense y la deteccidén de mutaciones, hasta la deteccion de carga viral,
entre otras muchas aplicaciones.

1.2.2 Electroforesis

En biologia molecular, una gran cantidad de técnicas que se realizan comunmente requieren el uso
de electroforesis. Por tanto, ésta supone una parte importante del procedimiento sistematico del
analisis (separacion, preparacion...) de los acidos nucleicos y las proteinas.

La mayoria de las biémoleculas poseen una carga eléctrica cuya magnitud depende del pH del
medio en el que se encuentran, por lo que pueden desplazarse cuando se ven sometidas a un campo
eléctrico hacia el polo de carga opuesta al de la molécula. [1]

El principio de la electroforesis consiste en la migracion proporcional de las moléculas a través de
un gel u otro tipo de matriz porosa, que se desplazara en funcion del peso molecular o tamafio. El
movimiento de las moléculas es generado por el campo eléctrico.

Nuestro proyecto de deteccion de PCR esta basado en la electroforesis y es por ello por lo que este
apartado tiene bastante importancia en nuestro documento.

Se va a explicar de forma general en que consiste el proceso y los elementos que se necesita para
Ilevarlo a cabo. Una vez entendido el concepto lo adaptaremos a nuestras necesidades.

1.2.21 Elementos de la electroforesis

Comenzaremos nombrando los elementos necesarios para realizar el proceso de la electroforesis
y después detallaremos los mismos con mayor precision. Estos elementos son:

Camara de electroforesis.

Peine para pocillos.

Gel.

Transiluminador.

Fuente de poder (Fuente de tension).
Buffer de corrimiento.

Buffer de carga.
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Cémara de
electroforesis . Peine para pocillos

Gel

Transiluminador Fuente de poder

o ¢
e o

BUFFER

Marcador de peso

molecular
Buffer de carga

Buffer de corrimiento

[ustracion 3: Elementos empleados en el proceso de la electroforesis.

A continuacion, vamos a detallar cada uno de los elementos mostrados en la imagen anterior con una
mayor precision para facilitar su comprension en el proceso de la electroforesis.

1.2.2.1.1 CAmara de electroforesis

La camara de electroforesis es un dispositivo que permite la generacion de un campo eléctrico
alrededor de un gel donde se depositan las muestras. Este campo se genera dentro de una solucion
amortiguadora en la que se encuentra sumergido el gel que contiene las muestras; el alto contenido de
electrolitos permite la transmision de la corriente eléctrica, manteniendo el pH estable al paso de la
corriente. La camara cuenta con dos polos que se conectan a una fuente de tension. En las camaras de
electroforesis vertical el polo positivo se encuentra en la parte inferior de la cdmara y en las
horizontales, en uno de los extremos. En ambos tipos de camaras el polo positivo se distingue con
color rojo y el negativo con negro.
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A)

MIGRACION DE LA MUESTRA|

<

B)

Ilustracion 4: Camaras de electroforesis.

A) En las camaras de electroforesis vertical el corrimiento de la muestra
sigue la gravedad, ya que el polo positivo de encuentra en la parte
inferior de la cdmara.

B) En la electroforesis horizontal debe cuidarse que el dnodo se coloque
hacia el extremo del gel donde corren las muestras, de lo contrario las
muestras se salen del gel.

1.2.2.1.2 Gel

Las muestras destinadas a llevar a cabo el proceso de la electroforesis deben colocarse sobre un medio
de soporte, con la finalidad de evitar perturbaciones mecanicas durante la separacion. El soporte idoneo
es un gel semisolido o gelatinoso, compuesto por polimeros que forman una especie de malla o
microporos tridimensionales a través de los cuales avanzan las moléculas, segun el peso molecular, lo
que permite la separacion por tamaio de los diferentes componentes de la muestra. Los geles pueden
ser de agarosa o poliacrilamida. Para la separacion de 4cidos nucleicos se usan geles de agarosa o
acrilamida y para proteinas, solo de acrilamida.

1.2.2.1.3 Geles de agarosa

La agarosa es un polisacarido extraido de algas marinas que tiene la propiedad de mantenerse en estado
solido a temperatura ambiente y que a su vez, se disuelve facilmente en temperatura de 50 a 60°C. Una
vez se encuentra en estado liquido, se solidifica cuando se enfria formando un gel altamente poroso.

Para elaborar el gel se pesa la cantidad de agarosa requerida, se disuelve en una solucion amortiguadora
adecuada de la misma composicion y concentracion que el buffer de corrimiento y se calienta hasta
formar una solucion. El gel estd formado por agarosa en polvo y TAE buffer (Tris- Acetate-EDTA
buffer), que una vez mezclados, solidifica a temperatura ambiente.

7
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Sin dejar enfriar se vacia inmediatamente sobre un molde de forma rectangular y en uno de los
extremos se coloca un aditamento en forma de peine con la finalidad de generar los pocillos u orificios
donde se colocaran las muestras.

La agarosa posee ventajas sobre la acrilamida, ya que no es un compuesto toxico y permite realizar el
andlisis de acidos nucleicos con pesos moleculares variados, segin la concentracion de agarosa que se
emplee. Sin embargo, su poder de resolucion es menor que el de los geles de poliacrilamida.

Ilustracion 5: Preparacion de un gel de agarosa.

La agarosa es un polvo que para disolverse requiere calentarse hasta la ebullicion del solvente. Una
vez obtenido el liquido de agarosa, antes de que se enfri¢ a menos de 50°C se coloca en una camara
para formar el gel. El gel se coloca de manera que los pocillos queden en el extremo donde se localiza
en polo negativo de la cdmara de electroforesis, para permitir que la muestra corra a lo largo del gel.

Antes de una electroforesis es importante la linearizacion y la eliminacion de estructuras secundarias
por desnaturalizacion de la muestra. La concentracion de agarosa mas utilizada para electroforesis de
acidos nucleicos es de 0.5 a 2%. [2] (Véase Tabla 1).

Tabla 1: Concentracion recomendada en gel de agarosa para
separar moléculas de ADN lineales.

Concentracion de Tamaiio de los

agarosa fragmentos
de ADN separados

0.3% 5-60 kpb
0.5% 1-30 kpb
0.7% 0°8-12 kpb
1.0% 0°5-10 kpb
1.2% 0°4-7 kpb
1.5% 0°2-3 kpb
2.0% 0°05-2 kpb
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La concentracion de agarosa se escoge segun el tamanio del acido nucleico que se vaya a analizar.
Dicha concentracion, tal y como se puede apreciar en la tabla se mide en “kpb” que viene a significar
“kilo-pares de bases”.

El tamafio de los poros de la matriz del gel depende de la concentracion de agarosa utilizada y la
concentracion de agarosa es inversamente proporcional al tamafio del poro obtenido; esto es, a mayor
concentracion, menor tamafo de los poros, y viceversa, si los poros son pequefios la migracion del
acido nucleico es mas lenta. La representa la migracion de las moléculas de ADN en un gel de agarosa.

Durante la electroforesis, los acidos nucleicos lineales con un peso molecular alto migran al anodo mas
lentamente que los de menor peso molecular. Esto se debe a que los acidos nucleicos de peso elevado
tardan mas tiempo en atravesar los poros de agarosa. En el caso de 4cidos nucleicos no linearizados,
como plasmidos circulares (conformacion nativa), ARN con estructuras secundarias o ADN de gran
longitud, la migracion no solo depende del peso molecular sino también del grado de empaquetamiento
que presenten.

1.2.2.1.4 Geles de acrilamida

La acrilamida es un polimero sintético, termoestable, incoloro y quimicamente inerte, con el que se
pueden generar geles con un amplio intervalo de tamafios de poro. El gel de poliacrilamida es el
resultado de la polimerizacion quimica de una mezcla de acrilamida y bisacrilamida. El tamafio de
poro de un gel de acrilamida esta determinado por la concentracion total de acrilamida presente
(acrilamida + bisacrilamida), que generalmente se maneja en proporcion de 19:1. Regulando la
concentracion de ambas y su proporcion se consiguen distintas porosidades, siempre menores que la
de los geles de agarosa.

La bisacrilamida, o N, N’-metilenbisacrilamida, estd compuesta por dos moléculas de poliacrilamida
enlazadas por sus grupos amino, no reactivos. Este compuesto polimeriza conjuntamente con la
acrilamida y establece puentes entre las cadenas lineales de poliacrilamida, con lo que se evita su
deslizamiento y conduce a la formacion del gel.

El gel de acrilamida es capaz de soportar mayores voltajes que la agarosa y es susceptible de tefirse
por varios procedimientos, y también puede destefiirse en caso necesario. La electroforesis con geles
de acrilamida siempre se realiza en camaras verticales.

1.2.2.1.5 Transiluminador ultravioleta

El transiluminador transmite luz del espectro ultravioleta a través de la muestra, excitando la molécula
cromogénica que emite energia fluorescente que permite visualizarla. El transiluminador es el sistema
empleado con mas frecuencia por ser simple y efectivo. En general emiten energia a una longitud de
onda a 302 nm, aunque también existen para 254 y 365 nm; y suelen contar con un boton para baja/alta
intensidades por si se requiere una menor exposicion de la muestra a la luz ultravioleta. Algunos
también permiten la seleccion de entre dos longitudes de onda, lo que los hace més flexibles.
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[lustracién 6: Transiluminador ultravioleta (UV)

1.2.2.1.6  Fuente de tensién

Nos encontramos ante uno de los componentes mas importante en el proceso de la electroforesis.
Gracias a la fuente de tension conseguimos que las moléculas del ADN se desplacen del catodo al
anodo.

Esta fuente de tension debe ser capaz de dar una tension de salida constante cuyo rango de valor
recomendado oscila entre los 75V y 100V. Este rango de tensién estd determinado para el caso
concreto que nos vamos a encontrar en el proyecto, el cual es la deteccion de PCR utilizando gel
de agarosa, ya que el voltaje aplicado viene determinado por el peso molecular de las moléculas
de ADN que se van a separar; para el caso de productos de PCR el peso molecular se encuentra
entre 100pb y 1.5kpb.

Tlustracion 7: Fuente de tension.
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1.2.2.1.7 Buffer de corrimiento y buffer de carga

El buffer de corrimiento proporciona el medio para la transmision de la corriente eléctrica y
mantiene el pH sin variaciones mientras se realiza el corrimiento.

El buffer de carga tiene como objetivo brindar peso, densidad y color a la muestra, lo que facilita
su deposito en el pocillo y evita su salida del gel. Se emplean en relacién 1:3 para acido nucléicos.

Pocillo

N

Buffer de
corrimiento

Gel

Céamara de
electroforesis

[lustracion 8: Buffer de corrimiento y buffer de
carga.

1.2.3 Proceso de la electroforesis

El método mas comun para la electroforesis de ADN es elaborar un gel horizontal de agarosa, con una
concentracion de 0.5 a 2%. La carga eléctrica de la molécula de ADN la otorgan sus grupos fosfato,
de carga negativa, y cuyo nimero es igual al doble del nimero de pares de bases. Dado que la forma
de la molécula de ADN siempre es la misma, la movilidad de la electroforesis dependera unicamente
de la longitud del ADN (pb) y se representara en bandas (Ilustracion 9).

Mayor intensidad

Mayor tamario

Menor intensidad

Menor tamafio

Tustracion 9: Movilidad de fragmentos de ADN.

11
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El corrimiento se realiza a voltajes de entre 25V y 100 V; a mayor voltaje mayor velocidad de
corrimiento. El avance electroforético se monitorea a través de la visualizacion de los colorantes
contenidos en el buffer de carga con el que se mezcld con la muestra previa a su colocacion en el
pocillo.

Como se ha comentado con anterioridad, la agarosa es ideal para preparar geles analiticos de
productos procedentes de tecnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El volumen de
agarosa depende del tamafio de la camara de electroforesis.

Inmediatamente después de vaciar la agarosa a la camara, debe insertarse el o los peines necesarios.
La agarosa tarda en solidificar alrededor de 20 minutos. Una vez solidificado el gel, se afade
el buffer de corrimiento (TAE o TBE), cubriendo perfectamente el gel y se retiran los peines.

Las muestras se mezclan con el buffer de cargay se depositan cuidadosamente en los pocillos, evitando
que se salgan y puedan entrar en otros pozos contaminando el pocillo contiguo.

Una vez depositadas las muestras en los pocillos se procede a la transmision de la corriente
eléctrica. Se conectan los cables de la fuente de energia de cada polo eléctrico a la camara de
electroforesis en el electrodo que le corresponda y se aplica un voltaje de acuerdo con el peso
molecular de las moléculas de ADN que se va a separar. Para el caso de productos de PCR se
recomienda usar voltajes comprendidos entre 75y 100 V.

Durante el corrimiento se monitorea la migracion de la muestra con colores que contiene
el buffer de carga. La electroforesis se detiene cuando se considera que la muestra se localiza en
la posicion deseada, o bien cuando la muestra ha corrido por lo menos tres cuartas partes del gel.

Hay multiples factores que pueden afectar la migracion del ADN, como la concentracion del gel
utilizado, el tamafio de la molécula de ADN muestra, el empaquetamiento del ADN, el voltaje, la
temperatura del buffer de corrimiento (que puede aumentar demasiado si el voltaje es muy alto),
la contaminacién con agentes intercalantes en la muestra, la composicion del buffer de
corrimiento, etcétera.

Una vez finalizada la etapa de aplicacion del campo eléctrico, se debe colocar el gel sobre un
transiluminador y encender la lampara de luz ultravioleta (A = 300nm). Al aplicar la luz
ultravioleta el ADN se visualizard como banda de color anaranjado. [3]

Para finalizar este apartado se incluye un esquema a modo de resumen con el Unico objetivo de
facilitar la comprensidn de las diferentes etapas que se realizan en la electroforesis:
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Obtencion de muestras de ADN

Preparar gel de agarosa

Mezclar las muestras a analizar
con un buffer de carga adecuado

Carga de las muestras en el gel

Corrida del gel al voltaje
pertinente

Visualizacién del gel con luz
ultravioleta y analisis de resultados
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2 ESTADO DEL ARTE

la electroforesis en gel de agarosa, con el objetivo de tener una visién mas amplia del
desarrollo tecnoldgico que se esta experimentado en todo lo relacionado con la unién de la
biomedicina y la electronica.

En este capitulo vamos a tratar algunas de las investigaciones relacionadas con el proceso de

Ademas, detallaremos cuales son los dispositivos comerciales que actualmente méas se asemejan
en funcionalidad al dispositivo que estamos desarrollando en nuestro proyecto. Y finalmente, se
comentaran las caracteristicas basicas de estos dispositivos y sus componentes con el objetivo de
poder visualizar las diferentes opciones que existen en la actualidad.

2.1 Investigaciones relacionadas con el proceso de electroforesis en gel de
agarosa

Debido a la situacion sanitaria que ha estado golpeando a la sociedad durante los Gltimos afios,
provocada por la pandemia COVID-19 se ha desarrollado de forma rapida y sorprendente el campo
de la investigacion, dando lugar a nuevas soluciones y mejoras de aquellas que ya existian.

Para este apartado vamos a tratar un articulo cientifico, desarrollado por la Universidad de Sevilla
concretamente en el Departamento de Ingenieria Electronica titulado “Semi-Automatic Lab-on-
PCB System for Agarose Gel Preparation and Electrophoresis for Biomedical Applications”. [4]

Antes de entrar a detallar el articulo cientifico, es necesario explicar brevemente en que consiste
un Lab-on-PCB para poder comprender por completo el documento.

Los Lab-on-PCB han sido objeto de una creciente investigacién en los Gltimos afios. Estos
dispositivos surgieron como una evolucion prometedora de los dispositivos lab-on-chip y la
tecnologia PCB-MEMS. Comparten propiedades importantes con los dispositivos de laboratorio
en chip, por ejemplo, un volumen de liquido pequefio y un tiempo de respuesta rapido. En
particular, el ndcleo de estos dispositivos es la integracidon de sensores para medir los resultados
de una reaccion y para controlar los parametros de las muestras; y la integracion de actuadores
para acondicionar las muestras y para mover esas muestras a través de la plataforma microfluidica.

La necesidad de micromezclado, microcalentamiento y deteccién en diferentes partes de las
plataformas de microfluidos hace que el control de liquidos sea obligatorio. Por esta razon, la
conduccion de flujo y la manipulacion de fluidos en una red de microcanales es uno de los temas
mas importantes para los dispositivos y plataformas de laboratorio en chip (LoC), y
particularmente para laboratorio en PCB.



Aunque lab-on-chip y lab-on-PCB tienen caracteristicas en comun, y lab-on-PCB puede
considerarse como una especie de lab-on-chip, son plataformas diferentes. Por ejemplo, a
diferencia de los laboratorios en chips, los laboratorios en PCB son interesantes debido a la facil
integracion de la microfluidica y la electronica en la misma plataforma, hacia sistemas autbnomos
para aplicaciones microfluidicas. Ademas de la integracion, el interés en los dispositivos lab-on-
PCB radica en la disponibilidad comercial del sustrato de PCB con dimensiones muy razonables
a bajo costo. Gracias a esta caracteristica, los dispositivos lab-on-PCB pueden ser desechables a
bajo costo.

Como se ha dicho anteriormente, los dispositivos lab-on-PCB son una opcién muy interesante por
su bajo coste. Esta es una diferencia importante con respecto a los dispositivos lab-on-chip, y hace
que los dispositivos lab-on-PCB sean una opcion atractiva desde el punto de vista del mercado.

Las principales caracteristicas que diferencian los lab-on-chip de los lab-on-PCB se resumen en:

[5]

Tabla 2: Diferencias entre LAB-ON-PCB y LAB-ON-CHIP.

Caracteristica laboratorio en chip Laboratorio en PCB
Materiales para microfluidica Silicio, vidrio, plastico placa de circuito impreso, plastico
Materiales de sustrato Silicio, vidrio, plastico PCB (rigido/flexible)
Numero maximo de capas de metal 2 (excepto silicio ) 30[13]
Fabricacién de pistas electrénicas. Si Si (bajo costo)
Sustrato disponible comercialmente Si Si (bajo costo/electrénica integrada)
Virutas resistentes a impactos Fragil (silicio, vidrio) Robusto
Transparencia Si No
Electrénica altamente integrada Si (silicio) No
Componentes electrénicos discretos SMD SMD y orificio pasante
Integracién de sensores/actuadores Si Si (bajo costo)
Rendimiento de deteccién Alto Medio
biocompatibilidad Si Si (capa aislante)
Mejor escenario de aplicacién Optica y/o alta sensibilidad El resto de las aplicaciones
Desechable a bajo costo S (plastico) Si
Potencial de comercializacién Bajo Muy alto

Una vez detallado en que consiste un lab-on-PCB y sus diferencias pertinentes con los lab-on-chip,
vamos a continuar con la explicacion del articulo mencionado previamente, para que se pueda llegar a



comprender de una manera mas eficiente las investigaciones que se llevan hoy en dia a cabo en materia
de electroforesis en gel de agarosa.

En el articulo se desarrolla un prototipo de laboratorio semiautomatico en PCB para la preparacion de
gel de agarosa y electroforesis. El prototipo incluye un sensor de conductividad para detectar el tampon
TAE, un microcalentador para aumentar la solubilidad de la agarosa, un termistor de coeficiente de
temperatura negativo (NTC) para controlar la temperatura, un sensor de resistencia dependiente de la
luz (LDR) para medir la transparencia de la mezcla y dos electrodos para realizar la electroforesis. Las
funciones de preparacion de agarosa estan gobernadas por un microcontrolador.

Este dispositivo esta disefiado para integrarse como parte de un sistema de laboratorio en PCB mas
grande para la amplificacion y deteccion de ADN. Sin embargo, puede usarse para migrar ADN
amplificado en termocicladores convencionales. Ademas, el dispositivo se puede modificar para
preparar geles de agarosa mas grandes y realizar electroforesis.

[lustracion 10: LAB-ON-PCB en el que se muestra el resultado del amasado y curado después de retirar la
estructura.

Hemos elegido este articulo cientifico porque al igual que en nuestro proyecto, en él se realiza la
electroforesis en gel de agarosa. Basicamente, el articulo que estamos detallando es la base sobre
la que se va a sustentar nuestro proyecto, ya que el objetivo es mejorar los resultados conseguidos
en dicha investigacion.

El objetivo fundamental de este apartado es mostrar el proyecto inicial sobre el que se basa nuestro
proyecto y demostrar que la ciencia avanza a pasos agigantados y de una forma muy rapida, gracias
a la cual se pueden desarrollar proyectos que mejoren de manera eficiente a los primeros prototipos
que fueron creados.

Gran parte del desarrollo tecnolégico basado en este campo vino propiciado por la pandemia que
ha azotado al mundo durante este tiempo.
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2.2 Dispositivos comerciales

A continuacion, vamos a hablar de los distintos dispositivos comerciales que tienen una funcionalidad
parecida al proyecto que nosotros estamos desarrollando.

Actualmente, en los laboratorios se suelen utilizar sistemas formados por una fuente de
alimentacion, junto con una cdmara de electroforesis y un sistema de iluminacion (para observar
los resultados), todos ellos independientes entre si y que no estan integrados en un mismo
dispositivo.

[lustracion 11: Sistema tipico para realizar la electroforesis.

En la ilustracion anterior, podemos observar un sistema tipico en el que se suele realizar la
electroforesis y que suele estar presente en la mayoria de laboratorios de las universidades.

En la actualidad, debido al gran auge tecnolégico que estamos viviendo en la sociedad, ya que
estamos en constante desarrollo de productos y dispositivos electronicos, se estan llevando a cabo
la creacion de nuevos instrumentos que integran todos los procesos necesarios para obtener los
resultados de la deteccion de la PCR. El objetivo es tener en un solo dispositivo todo lo necesario
para ello, permitiendo asi una manejabilidad mas simple.

A continuacion, se van a mostrar una serie de dispositivos comerciales que realizan funciones
similares a la que vamos a desarrollar en nuestro proyecto.

1. Invitrogen E-Gel Power Snhap Electrophoresys System

Tustracion 12: Invitrogen E-Gel Power Snap.



El dispositivo “Invitrogen E-Gel Power Snap Electrophoresys System” es un sistema todo
en uno disefiado para realizar electroforesis en gel de agarosa E-Gel™ rapidas y comodas,
desde la carga de muestras de ADN hasta la captura de imagen del gel. La agarosa debe ser
previamente fabricada, ya que el propio sistema no es capaz de realizarla.

El sistema de electroforesis integral “Invitrogen E-Gel Power Snap” esta disefiado para realizar
electroforesis en gel de agarosa E-Gel rapidas y comodas, desde la carga de muestras de ADN
hasta las imagenes de gel. Gracias a la tecnologia de gel de agarosa prefabricado en seco E-
Gel, podra procesar muestras de ADN en tan solo 10 minutos y observar la separacion de
muestras en tiempo real. Es el unico sistema de sobremesa que integra a la perfeccion la
separacion de muestras de ADN y la adquisicion de imagenes de gel en un mismo flujo de
trabajo. [6]

El precio de este dispositivo electronico es de 2700 €.

2. MyGel Instaview

[ustracion 13: MyGel Instaview.

El sistema “myGel InstaView” viene completo con todo lo necesario para moldear, ejecutar y
visualizar mini geles de electroforesis, incluyendo una fuente de alimentacion integrada. El
dispositivo se encarga de realizar la agarosa, por tanto, no es necesario tenerla fabricada
previamente, a su vez, el deposito de gel tiene capacidad para un gel grande o pequefio. Los
geles se vierten facilmente utilizando las bandejas, los peines y el soporte de vaciado a prueba
de fugas suministrados. La fuente de alimentacion se conecta directamente al deposito de gel,
sin necesidad de cables. Se garantiza que la conexion es correcta, siempre. La tension de salida
puede ajustarse a 35V, 50V o 100V vy el tiempo de funcionamiento puede ajustarse hasta 99
minutos. Un enclavamiento magnético entre el deposito de gel y la tapa impide que la corriente
circule por el sistema cuando la tapa no esta bien colocada.

Una vez que el sistema “myGel InstaView” esta configurado, basta con deslizar el mini
transiluminador LED en su lugar bajo el tanque y en cualquier momento encenderlo para ver
la ejecucion en tiempo real. Un conjunto de LEDs azules emite luz azul brillante a una longitud
de onda de 465 nm para una excitacion Optima de las tinciones fluorescentes verdes mas
comunes, como SmartGlow™, SYBYR™ Green y Gel Green, sin dafiar el ADN. [7]

El precio de este dispositivo electronico es de 950 €.
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3. MyGel Mini

[lustracion 14: MyGel Mini.

El sistema de electroforesis “Accuris myGel Mini” incluye todo el equipo que necesita para
ponerse en marcha: depodsito de gel, fuente de alimentacion y dos juegos de colada. Hay que
tener en cuenta que se debe fabricar previamente la agarosa, ya que el propio sistema no la
hace. Dicho sistema es ideal para uso personal, pequefios laboratorios o el aula, esta
combinacion de caja de gel y fuente de alimentacion es compacta y facil de usar.

La caja de gel “myGel mini” se conecta directamente a la fuente de alimentacion para una
conexion segura en todo momento. Los parametros seleccionables incluyen 3 voltajes
preestablecidos - 35V, 50V o 100V - y un temporizador de 99 minutos. Todos se ajustan
mediante el teclado de membrana. La tapa de seguridad estd ventilada para ayudar a disipar el
calor generado durante la electroforesis, y cuenta con un area de visualizacion por encima del
gel. La corriente solo circulard por el sistema cuando la tapa esté bien colocada sobre la caja
de gel.

El colado es rapido y sencillo: basta con colocar la bandeja en el soporte de colado y verter.
Las bandejas cuentan con una tira de contraste oscura para ayudar a visualizar los pozos
mientras se cargan y con lineas que se vuelven fluorescentes bajo la luz UV y azul para seguir
el progreso de la colada. [8]

El precio de este dispositivo electronico es de 890 €.



4. MBE-150

[lustracién 15: MBE-150.

El sistema de electroforesis de “MBE-150" es reconocido como el unico sistema de electroforesis
en gel de agarosa en el mercado que esta equipado con especificaciones muy potentes que cubren
con la mayoria de las demandas en electroforesis y fuentes eléctricas. Los sistemas de
electroforesis “MBE-150" usan luz azul LED para permitir la visualizacion inmediata de bandas
de ADN/ARN durante la ejecucion de electroforesis en gel de agarosa. El dispositivo hace la
agarosa, por tanto, no es necesario fabricarla previamente, la unidad completa viene con bandejas
de gel de tres tamafos diferentes, 15 x 7cm, 15 x 10cm, y 15 x 15cm. El sistema cuenta con
certificados de conformidad RoHS y CE por razones ambientales y de seguridad. [9]

El precio de este dispositivo electronico es de 1235 €.

5. Mupid One

[lustracion 16: Mupid One.
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El sistema “Mupid One” es un equipo de electroforesis en gel de agarosa que ofrece muchas
caracteristicas convenientes para el analisis de geles mediante electroforesis. El sistema
“Mupid One” cuenta con los siguientes componentes: una unidad de alimentacion
independiente, drenaje de tampon lateral, soporte de multipipetores, 7 ajustes de salida de
voltaje (18, 25, 35, 50, 70, 100 y 135V) y un temporizador incorporado. El sistema Mupid One
tiene la marca CE. [10]

El unico inconveniente de este dispositivo es que necesita que la agarosa esté fabricada
previamente, ya que es incapaz de hacerla por si mismo.

Caracteristicas basicas:

-Compatible con pipetas multicanal.

-Alto rendimiento.

-Seleccion de voltaje.

-La limpieza puede realizarse con agua hirviendo.
-Capacidad de electroforesis prolongada.

-Componentes separados.

El precio de este dispositivo electronico es de 622 €.

Rotiphorese Proffesional RunView

[lustracion 17: Rotiphorese Proffesional RunView.

Innovador sistema todo en uno para electroforesis en gel de agarosa, con fuente de
alimentacion e iluminador integrados. El ADN tefiido se hace visible durante la ejecucion
mediante excitacion con luz azul de 470 nm de longitud de onda y una tapa especial con filtro
de emision integrado para fluorescencia verde y roja. E1 ADN tefiido durante la ejecucion se
puede observar en tiempo real sin tener efectos dafiinos causados por longitudes de onda cortas.



De esta forma, todo el trabajo se puede realizar directamente en la mesa de laboratorio. El
transporte del gel ya no es necesario, ya que dicho dispositivo hace la agarosa y no hay, por tanto,
que fabricarla previamente. [11]

El precio de este dispositivo electronico ronda los 2000 €.

23






3 ESQUEMA GENERAL

partes que caracterizan al mismo. A su vez, también mostraremos un diagrama de bloques

con los distintos blogues que componen nuestro proyecto, detallando cada una de las partes
de los mismos para proporcionar una vision mas clara de lo que se quiere llegar a conseguir y de
como funcionan cada una de sus partes.

En este capitulo vamos a detallar cual es el objetivo fundamental de nuestro proyecto y las

3.1 Objetivo del Proyecto

El objetivo principal de nuestro proyecto es el disefio y la fabricacion de un dispositivo electrénico
capaz de preparar la agarosa y de realizar la electroforesis para la deteccion de muestras de ADN.

A parte de cumplir el objetivo que vamos buscando, es necesario también cumplir con una serie
de caracteristicas basicas para hacer nuestro proyecto mas competitivo, entre las cuales destacan:

e Disefio Simple: Se buscara realizar los disefios de los circuitos electrénicos que componen
el dispositivo final lo méas simple y 6ptimo posible.

e Disefio compacto: Se busca un disefio lo mas compacto posible que integre todo lo
necesario para realizar la electroforesis y la deteccion de PCR.

e Disefio modular: Otras de las caracteristicas que se busca es la de conseguir un dispositivo
en el que sea facil el acceso a las diferentes partes que lo componen con el objetivo de
solucionar cualquier fallo que pueda aparecer.

e Dispositivo portéatil: Se buscard conseguir fabricar un dispositivo que sea facil de
transportar y de montar en unos minutos.

e Dispositivo autonomo: Por ultimo, se intentara conseguir con la ayuda de Arduino, que

el dispositivo sea lo mas independiente posible y que no sea necesario el empleo de un
operario en diversas partes del proceso para conseguir la funcionalidad que se va buscando.
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3.2 Esquema general del proyecto

Para facilitar la comprension del objetivo principal de nuestro proyecto, se va a mostrar a
continuacion, un diagrama de bloques en el que se refleja cada una de las partes que componen el
sistema, indicandose cuales son los elementos que intervienen en cada bloque y su funcionalidad.

A medida que la mezcla de agarosa-TAE se calienta y llega a
su temperatura adecuada, pasamos a controlar la temperatura
para ver como se va enfriando la mezcla.

DETECCION
DE
LIQUIDO
(TAE)

4

CONTROL
DE
TEMPERATURA

AGAROSA

ELECTROFORESIS

T

Tenemos un sensor de conductividad
que es el encargado de comprobar
cuando se ha vertido el liquido sobre
el molde preparado para ello.

En el momento en el que dicho sensor
detecta la presencia de liquido, manda
una sefial al Arduino y éste activa el
microcalentador para calentar el
liquido vertido, pasando, por tanto, a
la fase de agarosa.

Controlamos la temperatura de la mezcla de
agarosa-TAE, hasta que llega a su
temperatura optima.

Una vez la mezcla se ha vuelto
solida y transparente, pasamos a
realizar la electroforesis.

3.2.1 Deteccion de Liquido (TAE)

La funcionalidad principal de dicho bloque es la de detectar la presencia de liquido en el molde que

tenemos preparado para ello.

Para ello contaremos con la presencia de ciertos elementos fundamentales entre los cuales

destacaremos:
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e Molde para gel y molde para peine: En el primer molde se vertira la mezcla de la agarosa
con el TAE y el segundo es basicamente para formar los pocillos donde posteriormente
trataremos las muestras de ADN.

e Sensor de conductividad: Dicho elemento sirve para detectar cuando la muestra se ha vertido
sobre el molde para gel. En ese momento, envia una sefial al Arduino y éste comienza el
proceso de calentado de la muestra.

3.2.2 Agarosa

El bloque de agarosa esta formado por un elemento esencial para su fabricacion, el cual es el siguiente:

e Microcalentador: Dicho elemento sirve para calentar la mezcla de agarosa con el TAE, hasta
conseguir que la mezcla se vea totalmente transparente, en ese momento se dejara de calentar
y se dejara enfriar hasta conseguir que la mezcla se solidifique.

3.2.3 Control de Temperatura

El objetivo de dicho bloque es ir controlando la temperatura como su propio nombre indica para que
la fabricacion de la agarosa se haga de manera eficiente.

Dicho bloque esta formado principalmente por el sensor de temperatura NTC y el Arduino con su
correspondiente programacion, para conseguir la funcionalidad que vamos buscando.

3.2.4 Electroforesis

El bloque de electroforesis estd formado por varios elementos, entre los cuales cabe destacar:

e Camara de electroforesis: Es un dispositivo que permite la generacién de un campo eléctrico
alrededor de la mezcla (agarosa con TAE), donde se depositan las muestras.

3.2.5 Funcionamiento del Proyecto a desarrollar

Como podemos observar en el diagrama de bloques del apartado anterior, nuestro Proyecto esta
formado por cuatro grandes bloques que son: Deteccion de liquido (TAE), Agarosa, Control de
temperatura y Electroforesis. Estos cuatro grandes bloques estardn conectados formando un solo
bloque compacto.

La funcionalidad del sistema que estamos desarrollando va a ser la siguiente:

e En color rojo los procesos que se llevan a cabo de manera manual. [ ]

e En color azul los procesos que se llevan a cabo de manera automatica. [
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Mezcla agarosa + TAE

Deteccion de la
mezcla por el sensor
de conductividad

Activacion del
microcalentador

Alcance de la
temperatura de
referencia

Tiempo de espera
para calentado

Apagamos
microcalentador

Cargar muestras de
ADN en los pocillos
que se han fabricado

Aplicamos corriente
eléctrica para llevar a
cabo la electroforesis

-

Activacion del sistema
transiluminador para
excitar el ADN

Filtrar luz ultravioleta
para ver el ADN
exitado

Una vez explicado el proceso de funcionamiento que se va a llevar a cabo en nuestro proyecto, pasamos
al siguiente punto que son los desarrollos y las pruebas que hemos ido llevando a cabo hasta obtener
todos los elementos necesarios para ponerlo en funcionamiento de manera eficiente.
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4 SENSOR DE CONDUCTIVIDAD

de la electronica. En él, vamos a tratar el tema del sensor de conductividad, uno de los
componentes electronicos que hemos tenido que disefiar y posteriormente fabricar y
caracterizar para obtener una de las funciones de las que queremos dotar a nuestro dispositivo.

En este capitulo, una vez puesto en contexto de lo que trata este proyecto, pasamos a la parte

4.1 Fabricacion del sensor de conductividad

La idea principal es hacer el sensor lo mas pequefio posible y que a su vez tenga la sensibilidad
suficiente como para detectar cuando la cavidad esta llena de liquido.

Gracias al programa “Klayout” hemos creado las mascaras del sensor de conductividad que vamos a
incluir en nuestro proyecto. [12]

La estructura que va a tener el sensor es una estructura interdigitada y a su vez, tiene unos PADS
asociados para poder soldarle un par de cables que nos serviran para realizar las pruebas
posteriormente. [13]

A continuacion, vamos a mostrar una imagen de la estructura que va a presentar nuestro sensor de
conductividad:

Cada PADs tiene
un tamatfio de
SmmX 3mm.

El tamafio del sensor de
conductividlad va a variar en
funcién de los distintos tipos que
vamos a disefiar previamente, para
ver cual cumple mejor los
requisitos que necesitamos.

v

La anchura de
cada una de las
pistas es de
500pum.

A

El ancho y la separacion
de cada una de las pistas
del sensor de
conductividad sera de

[lustracién 18: Disefio mascara sensor de 150pm.

condutividad Klayout.

Para el disefio de las méscaras hemos realizado 5 prototipos (cada prototipo tenia 5 modelos iguales
por si en la fabricacion alguno salia defectuoso), de mayor a menor tamafio para comprobar si a medida
que haciamos las pruebas tenian la sensibilidad suficiente como para poder optimizar el tamano lo
maximo posible.

15



Las 5 mascaras realizadas, tienen los siguientes tamanos:

- IecmXlcm

- SmmX5mm
- 4mmX4mm
- 2mmX2mm
- ImmXIlmm

[lustracion 19: Mascaras de los diversos sensores
de conductividad.

Una vez disenadas segtn las especificaciones recomendadas, se fabricaron, junto con la cavidad que
va a recubrir cada uno de los sensores para hacer las pruebas vertiendo el liquido.

Una vez en el laboratorio, con minimo un prototipo de cada tamafio de sensor realizado, soldamos un
cable a cada uno de los PADS de los sensores creados, para realizar las pruebas pertinentes.

Comenzamos realizando las pruebas de mayor a menor, ya que, si el mayor no tenia la sensibilidad
suficiente como para detectar el liquido, no servirian los demads, al tener un tamano mucho mas
pequeio.
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Ilustracion 20: Placa de los sensores de conductividad.

4.2 Procedimiento a seguir para la toma de muestras

Lo primero que hacemos es comprobar que el circuito estéd abierto, cogemos para ello un multimetro,
colocamos los cocodrilos tanto negativo como positivo a los cables que hemos soldado en los PADS
del sensor correspondiente y comprobamos que el mensaje que sale por la pantalla del multimetro es
OL (Open Loop) que viene a decir lo mismo que circuito abierto (lazo abierto traduccion exacta), eso
quiere decir que inicialmente el circuito se encuentra abierto y no esta conduciendo, perfecto, justo lo
que debia mostrarnos.

Seguidamente, lo que hacemos es comprobar la conductividad (la corriente), para ello lo que hacemos
es cambiar los cocodrilos que teniamos inicialmente en el multimetro y poner unas puntas de prueba
con negativo y positivo (al igual que los cocodrilos).

Colocaremos posteriormente una punta en un extremo de uno de los cables (que previamente ya
dijimos que estaban soldados a los PADS del sensor correspondiente) y con la otra iremos tocando la
fila del sensor correspondiente asociada a dicho PADS para ver si existe conductividad, si la hay, el
multimetro empezara a pitar cada vez que toquemos en esa fila. En nuestro caso, lo hace correctamente
para todos los sensores, sefial de que los sensores estan bien disefiados y fabricados.

Una vez probado en una fila, pasaremos a comprobar lo mismo en la otra fila del sensor, siguiendo el
mismo procedimiento. En nuestro caso, lo hace correctamente también en la otra fila de cada uno de
los sensores, sefial de que los sensores estan bien disefiados y fabricados.

Pasamos seguidamente a la caracterizacion de la resistencia necesaria a emplear en el circuito que
nosotros vamos a disefiar posteriormente, para ver si el sensor es capaz de detectar cuando tiene liquido
en su superficie.

17



Para ello lo primero que haremos sera colocar el multimetro de nuevo con los bananas cocodrilo que
empleamos anteriormente, cada uno conectado a un cable de los que soldamos a cada uno de los PADS
del sensor correspondiente y vertimos el TAE, que es el liquido que vamos a emplear en el proceso de
pruebas, ya que dicho liquido tiene iones que permiten la conductividad.

Esto lo que hace es que te proporciona un valor determinado de resistencia, que aparece medido con
el multimetro, ese determinado valor de resistencia nos delimitara el valor que nosotros tenemos que
poner de resistencia en el circuito posteriormente, generalmente el valor de resistencia que vamos a
emplear es de 22k, esto es asi, debido a que este valor experimental es igual al medido para tener
unos 2.5V a la salida de un futuro divisor de tension.

Excepto para el sensor de ImmX1mm que necesitard un valor de resistencia de aproximadamente unos
6MQ y que como veremos mas adelante no vamos a poder emplear debido a que su sensibilidad es
bastante deficiente y es incapaz de detectar cuando se vierte liquido sobre €L

Tabla 3: Valores de resistencia para cada sensor.

lemXlcm 22kQ)
SmmX5mm 22k€)
4mmX4mm 22k€)
2mmX2mm 22kQ
ImmXImm 6MQ

A modo de esquemadtico, se va a mostrar a continuacion cual va a ser el montaje definitivo que se
colocara en la placa PCB que vamos a disefiar.

Aqui colocamos la
tierra de la sonda, junto
con la tierra del sensor
de conductividad.

: EP_\N_AE_}%RDMNG :

o e
IR : 23K0hm :

[lustracion 21: Montaje definitivo en PCB, para el sensor de

conductividad.
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Aqui colocamos la sonda
del osciloscopio, para
medir a la salida de la
resistencia, en el mismo
punto que la entrada al
sensor de conductividad.




Una vez hallado el valor de resistencia que necesitamos, cogemos la resistencia de 22kQ y la
montamos en una placa de prueba, ponemos en serie con dicha resistencia uno de los cables del sensor
de conductividad que vayamos a probar y el otro lo ponemos a tierra.

Utilizaremos la sonda del osciloscopio para medir a la salida de la resistencia, justamente en el punto
donde se encuentra la entrada del sensor de conductividad y la tierra de la sonda que va junto con la
tierra del sensor de conductividad, tal y como se ha indicado en la ilustracion previa (Ilustracion 21).

Una vez colocado todo el montaje requerido, pulsamos el boton de “Single Seq”, utilizamos los
cursores para marcar el comienzo de la sefial y que una vez se llegue al punto donde se cruzan el cursor
vertical con el horizontal, se empezara a dibujar la sefhal que percibe la sonda.

La tierra de la sonda
va conectada a la
tierra del sensor de
conductividad.

Salida de la
resistencia conectada
a la entrada del sensor
de concudctividad.

Ilustracion 22: Montaje real, basado en el esquematico, llevado a cabo para realizar las pruebas.

Pues bien, hemos ido tomando diversas pruebas sobre cada uno de los sensores fabricados para
comprobar que su funcionamiento es Optimo y que no es fruto de una simple casualidad.

Para todas las pruebas realizadas sobre los distintos sensores, el procedimiento a seguir ha sido el
mismo:

1. Pulsamos el boton de “Single Seq”.

2. Esperamos que el osciloscopio nos muestre un mensaje que diga “Ready”, sefial de que esta
preparado para recibir una sefial determinada.

3. Vertimos con el uso de una jeringa el liquido TAE sobre el sensor de conductividad con el que
estemos trabajando en ese momento.

4. Observamos la respuesta del osciloscopio a la salida.

5. Siel osciloscopio ha detectado cuando se ha vertido el liquido, mostrara una sefial hacia abajo.
Inicialmente se encontraba sin conducir y cuando se vertio el liquido, la sefial se va hacia abajo
como muestra de que ha percibido algo (en nuestro caso el liquido sobre el sensor que estemos
comprobando).
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4.3 Resultados de las pruebas para los distintos sensores de conductividad

4.3.1 Resultados sensor tamaino 1cmX1cm

Montaje empleado para la comprobacion del sensor de conductividad:

[lustracion 23: Montaje sensor lemX1cm.

Resultado obtenido para el sensor de conductividad:

M Pos: 1,760 TRIGGER

Type

Tlustracion 24: Resultado sensor lemX1cm
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4.3.2 Resultados sensor tamano 5SmmX5mm

Montaje empleado para la comprobacion del sensor de conductividad:

[lustracion 25: Montaje sensor SmmX5mm

Resultado obtenido para el sensor de conductividad:

Ilustracion 26: Resultado sensor SmmX5mm
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4.3.3 Resultados sensor tamano 4mmX4mm

Montaje empleado para la comprobacién del sensor de conductividad:

[ustracion 27: Montaje sensor 4mmX4mm

Resultado obtenido para el sensor de conductividad:

[t MPos 17605 TRIGGER

]

Type

Source
CH1

Slope

Mode

Tlustracidon 28: Resultado sensor 4mmX4mm
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4.3.4 Resultados sensor tamano 2mmX2mm

Montaje empleado para la comprobacion del sensor de conductividad:

[lustracion 29: Montaje sensor 2mmX2mm

Resultado obtenido para el sensor de conductividad:

___ _TRIGGER
| Type

Ilustracion 30: Resultado sensor 2mmX2mm
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4.3.5 Resultados sensor tamano 1mmX1mm

No se muestran resultados del sensor de ImmX1mm porque no era lo suficientemente sensible como
para detectar cuando recibia el liquido TAE en su superficie. Por tanto, no se pudieron tomar muestras
y fue descartado.

Como conclusion sacamos que los sensores menores de 2mmX2mm no son capaces de detectar
cuando tienen el liquido en su superficie.

4.4 Solucion final

Como queremos que el sensor sea lo mas pequeiio posible y a su vez lo mas sensible capaz de detectar
el liquido TAE en su superficie, nos vamos a quedar con el sensor de 2mmX2mm y sera el que
posteriormente coloquemos en nuestro proyecto.

A continuacion, se va a mostrar una imagen de dicho sensor fabricado en PCB:

Tlustracion 31: Sensor de conductividad
fabricado en PCB.

Seguidamente, volvemos a mostrar el resultado del sensor conductividad para el sensor de
2mmX2mm, para indicar una serie de aspectos fundamentales sobre €l que tienen relevancia y que a
su vez nos permitiran ver de una forma mas grafica cual es su funcionamiento.
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Cuando no hay liquido
vertido sobre el molde
colocado en la

superficie del sensor i IS TROGER
de conductividad la -
tension se mantiene a : PN
5V. =
: : : Slope
Cuando se ha detectado
todo el liquido vertido
es cuando se llega abajo
A partir de 3.5V que es en la curva.

el punto de tension que

hemos elegido para que
comience a detectar el
sensor, es cuando se
empieza a detectar que
hay liquido en el molde

colocado en la superficie Tustracion 32: Resultado sensor 2mmX2mm.
del sensor de
conductividad.

Bésicamente, la idea principal es que se ha programado el codigo de Arduino de tal manera que a partir
de una tension de 3.5V éste ya sabe que hay liquido en el molde y que, por tanto, tiene que activar el
funcionamiento del microcalentador.

NOTA:
Dependiendo de cuantas gotas caen y de la dinamica de vertido, la curva presenta una mayor suavidad
0 una mayor abruptez.
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5 SENSOR DE TEMPERATURA Y CALENTADOR

mas importantes en el desarrollo de nuestro proyecto, como son el sensor de temperatura
y el calentador. Ambos dan una funcionalidad esencial para la fabricacion del gel de
agarosa y como en cierto modo ambos van ligados, estaran colocados en la misma PCB.

En este capitulo, vamos a detallar como se han disefiado y fabricado dos de los elementos

5.1 Empleo de un NTC como sensor de temperatura

En nuestro proyecto es muy importante controlar la temperatura de manera eficiente, ya que un mal
control de la misma puede provocar que el gel de agarosa que se obtenga como resultado final no sea
valido, bien porque la muestra sea sometida a un exceso de temperatura, o bien porque la temperatura
a la que ha sido sometida sea demasiado baja como para conseguir que la muestra pase a estar en
un estado homogéneo y transparente.

En primer lugar, si sometemos la muestra a un exceso de temperatura, podemos provocar que la
mezcla disminuya en su cantidad y con ello no conseguir un gel adecuado para el proceso de
electroforesis. De igual modo, si la temperatura a la que se calienta la propia mezcla es una
temperatura inferior a lo que se requiere, también tendremos un problema, ya que en tal caso el
gel de agarosa se quedara en estado liquido, no permitiendo que se pueda llevar a cabo con él el
proceso de electroforesis.

Una vez comentadas las principales causas que pueden ser provocadas por un mal control de
temperatura, pasamos a plantear la solucién para que esto no ocurra.

Para empezar, necesitamos controlar la temperatura a la que se esta sometienda la mezcla de
agarosa y TAE, para ello necesitamos un sensor que lo vaya indicando, y el mejor para ello por su
reducido tamafio y porque no supone un coste desorbitado es el empleo de un termistor NTC.

Basicamente un termistor NTC es un sensor de temperatura por resistencia, que varia su valor con la
temperatura con un coeficiente negativo. La forma de la curva caracteristica de esta resistencia puede
verse en la imagen que vamos a mostrar a continuacion. Se ve que el valor de ésta varia de forma
negativa con un aumento de temperatura. [14]

b R esistencia

O-2

T temperatug.—
[lustracién 33: Curva caracteristica NTC.
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Vamos a indicar también que nuestro NTC se encuentra en la misma placa que el microcalentador (del
cual hablaremos posteriormente), ya que el objetivo es que ambos estén los més proximos posibles,
para que el NTC tenga los valores de temperatura de la mezcla lo mas realista posible.

Sensor NTC con dos cables
soldados a cada uno de sus
terminales. Un cable va a

tierra y el otro al pin A0 de
EINTC seleccionado, Arduino para recoger los
es de 10kQ a valores de tension que éste
temperatura ambiente va dando.
y su encapsulado es
0402.

Iustracion 34: NTC en la misma placa que el
microcalentador.

Como casi todos los sensores que usamos en electronica, los termistores NTC también disponen de un
modelo matematico que nos ayuda a relacionar la resistencia entre sus terminales y la temperatura a la
que se encuentra.

Para ello en la programacion de Arduino, aplicamos dicho modelo matemético, y obtenemos los
valores de temperatura que vamos buscando.

Finalmente, vamos a comentar que el sensor de temperatura NTC en el monteje final va asociado a
dos resistencias que a su vez van en serie entre ellas para darnos un valor de resistencia total de 1330€2.

El valor de 1330Q2 de la resistencia en serie con la NTC es el usado por defecto en el grupo de
investigacion en el que se encuadra dicho proyecto, porque optimiza la medida de la temperatura,
permitiendo con ello proporcionarnos un mayor rango.

Ante la dificultad que encontramos para encontrar una resistencia de ese valor y su precio elevado,
decidimos coger dos resitencias de valores mas comunes y unirlas en serie entre ellas para conseguir
dicho valor.

Hay que tener en cuenta también que ambas resistencias van unidas con el pin de 5V proveniente de
Arduino.
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5.2 Empleo de un microcalentador

Llegados a este punto, vamos a detallar inicialmente como se fabricé el microcalentador y su principal
funcionalidad dentro del proyecto que estamos llevando a cabo. Cabe resaltar también la relacion
directa que existe entre el microcalentador y el sensor de conductividad del que hablamos en el capitulo
anterior.

5.2.1 Fabricacion del microcalentador

La idea principal es hacer el calentador lo més pequefio posible y que a su vez presente la resistencia
suficiente como para llegar a las temperaturas necesarias que va a requerir la mezcla para la fabricacion
eficiente del gel de agarosa.

Gracias al programa “KICAD” hemos creado la mascara del microcalentador que vamos a emplear en
nuestro proyecto. [15]

La estructura que va a tener el microcalentador es una estructura a modo de serpentin y a su vez, tiene
unos PADS asociados para poder soldarle un par de cables que nos serviran para conectarlo finalmente
al circuito completo.

A continuacién, vamos a mostrar una serie de imagenes en las que se vera la mascara que se disenid
para la fabricacion del microcalentador y la placa que se obtuvo como resultado.

Tlustracion 36: Mdscara microcalentador. Ilustracion 35: Microcalentador fabricado.

A continuacién, después de visualizar las imagenes previas, vamos a detallar el tamano del
microcalentador en si, a la vez que el tamafio de cada una de las pistas y los PADS que forman dicho
elemento.
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El tamafio del microcalentador concreto es de 3.5cmX3.5cm, las pistas que forman dicho elemento
tienen un grosor de 250um y una separacion entre pistas del mismo valor, es decir, de 250um y el
tamafio de los PADS es de SmmX3mm.

Vamos a resaltar también que el valor resistivo del mismo es de 19.5Q y las corrientes que pasan por
¢l tienen un valor maximo de 1.02A.

Finalmente, hay que destacar la relacion directa que existe entre el microcalentador y el sensor de
conductividad como resaltamos al principio de este apartado. Basicamente, para comenzar a calentar
la mezcla es necesario que el microcalentador esté activado, por tanto, como comentamos en el capitulo
anterior del sensor de conductividad, cuando éste detecta la presencia de liquido en su superficie, envia
una sefial al Arduino, para que éste ponga en funcionamiento el microcalentador, siendo dicha senal
el comienzo por asi decirlo del control de temperatura, ya que hay que regular la temperatura maxima
de calentado del microcalentador y su apagado cuando se haya alcanzado el tiempo méximo de
calentado de la mezcla.
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6 CONTROL DE TEMPERATURA

n este capitulo, vamos a detallar como se ha realizado el control de temperatura, el cual
Etiene una gran importancia a la hora de conseguir la fabricacion del gel de agarosa. Es
importante detallar de manera precisa los tiempos de calentado y enfriado de la muestra

para conseguir que ésta se realice de manera correcta.

6.1 Circuito eléctrico del control de temperatura

Conector donde
va conectado el
calentador.

CONPLCALENTADROR

18

1
2

Pin mediante el cual

Arduino
activa/desactiva el Mosfet tipo N

microcalentador. ‘r

+5Y T

1 \

R2
3300HM

R3 J
1KOHM . . COMN_PIN_11_ARDUING

PIN @

[lustracion 37: Esquema eléctrico control de temperatura.

' Ealgi G5

Driver TC4427
Conector donde
va conectado el .
Pin para conectar con
sensor de .
Arduino y que este vaya
temperatura
(NTC) leyendo en todo
) momento los valores de
temperatura.
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Observando dicho esquema, vamos a entrar en detalle de dos componentes sobre los que no hemos
hablado previamente sobre su funcionalidad, como son el driver TC4427 y el transistor Mosfet tipo N.

6.1.1 Driver TC4427

El driver controlador de puerta que hemos empleado en el circuito es el TC4427, el cual tendra dos
funcionalidades principales.

En primer lugar, una de sus funcionalidades sera cargar y descargar rapidamente la capacidad de puerta
del transistor mosfet y que éste tenga una rapida apertura y cierre.

En segundo lugar, dicho driver nos servira para proteger el microcontrolador, en nuestro caso el
Arduino UNO, por si hubiera alguna corriente de descarga de la puerta hacia atras.

En otros casos, que no es el que presentamos en nuestro proyecto, se usa porque la tension necesaria
de puerta es mayor que la que proporciona Arduino. En ese caso, se alimenta el driver a la tension
necesaria (mayor que la de Arduino) y cuando el propio Arduino manda 5V, el driver manda su
alimentacion a la puerta del mosfet. En nuestro caso como hemos comentado anteriormente no va a
ser necesario porque el driver esta alimentado a 5V, que es la misma tension que porporciona Arduino
y la tension Vth del transistor mosfer esta por debajo de dicho valor.

6.1.2 Transistor mosfet tipo N

Como se puede apreciar en el esquematico del circuito, tenemos un transistor mosfet tipo N a la salida
del driver controlador de puerta. Dicho mosfet, se utilizard como interruptor, de tal forma que el
Arduino manda una sefial PWM para que nuestro interruptor esté un determinado periodo abierto y
otro cerrado.

Con estos tiempos se consigure controlar la corriente, de forma que si el interruptor estuviera siempre
cerrado, la corriente que dejaria pasar seria maxima. Todo esto regido por la siguiente formula:

_ Vfuente
" Rcalentador

Y si estuviera siempre abierto, la corriente que dejaria pasar seria cero.

Todos estos valores y el resto de valores intermedios lo ajusta el PID por si mismo a la salida del pin
11 de Arduino, con el duty cycle de la sefial PWM, de manera que si el duty cycle es del 50%, se tendra
la mitad de corriente maxima.
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6.2 Esquema general del control de temperatura

NTC como sensor de temperatura

Temperatura maxima de calentado
de la mezcla

Definicidon de los intervalos de
funcionamiento del microcalentador

\J

Sefializacion de la temperatura
alcanzada mediante LEDS

Arduino como cerebro electrénico
del proceso.

Resultado de la muestra obtenida
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6.3 Explicacion detallada de cada una de las partes del control de temperatura

En este apartado vamos a hablar detalladamente de cada una de las partes que intervienen en el control
de temperatura y que han sido referenciadas en el esquema del apartado anterior.

6.3.1 NTC como sensor de temperatura

Como hemos visto en el capitulo anterior, el empleo de una NTC se va a llevar a cabo para medir la
temperatura a la que se encuentra la mezcla en todo momento y asi conseguir con ese control tan
exhaustivo de la misma un gel de agarosa optimo para llevar a cabo la migraciéon de ADN de manera
eficiente.

6.3.2 Encendido del microcalentador

Para llevar a cabo el control de temperatura de la mezcla, es necesario calentarla, para ello debemos
encender el calentador y calentar la mezcla de agarosa més TAE, y como bien detallamos en capitulos
previos, el Arduino sera el que active dicho elemento una vez reciba la confirmacion por parte del
sensor de conductividad de que la mezcla esta depositada en la cavidad.

6.3.3 Temperatura maxima de calentado de la mezcla

En este apartado, vamos a detallar la temperatura méxima de calentado que necesita la mezcla para
conseguir la trasparencia completa.

Después de la realizacion de numerosas pruebas, se ha llegado a la conclusion de que la temperatura
maxima de calentado de la mezcla debe rondar los 100°C-102°C, por el simple hecho de que cuando
el microcalentador es capaz de llegar a dichas temperaturas, la mezcla comienza a burbujear de manera
mas rapida, permitiendo con ello que la trasparencia sea palpable a simple vista.

También cabe resaltar que probamos con temperaturas maximas mas bajas y el resultado no era el
esperado, porque se requeria mucho tiempo para que comenzaran a aparecer las primeras burbujas y
eso provocaba una sobreexposicion de calentado que como consecuencia tenia que la mezcla fuese
perdiendo liquido y el resultado final del gel de agarosa no era el esperado por su baja cantidad.
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6.3.4 Empleo de un controlador PID

Este apartado, nos sirve como continuacion del anterior, ya que hacemos uso de un controlador PID
p yaq . )

programado en Arduino, para que la temperatura de calentado del microcalentador no siga aumentado

y se mantenga estabilizada en valores proximos a los 100°C.

Es importante también comentar, que el controlador programado realiza el control de manera muy
eficiente, ya que se queda clavado en el valor deseado de 100°C de manera muy rapida.

A continuacidn, se muestran una serie de imagenes del control realizado en la que se puede apreciar el
buen funcionamiento del controlador.

- T e [ Wy . - J

[lustracion 38: Temperatura de la mezcla intentando alcanzar la temperatura de referencia establecida en 100°.

[lustracion 39: Temperatura de la mezcla controlada en 100° por el controlador PID.
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[lustracion 40: Temperatura de la mezcla inferior a los 100°, porque ha terminado el periodo de calentado y la
muestra se comienza a enfriar.

6.3.5 Definicion de los intervalos de funcionamiento del microcalentador

En este apartado, vamos a centrarnos en detallar cuando el microcalentador esta activado y cuando
cesa su funcionamiento, para permitir con ello que la mezcla se enfrie y pase a un estado sélido.

En primer lugar, cuando el sensor de conductividad manda una sefial a Arduino, éste inmediatamente
comprende que se ha detectado liquido y activa el funcionamiento del microcalentador.

El microcalentador, se encontrard activo aproximadamente unos 10 minutos. En los primeros 5
minutos, la mezcla se va a ir calentando pero sin alcanzar temperaturas desorbitadas, ya que se quedara
aproximadamente en unos 62°C-65°C, que es el momento en el que empiezan a aparecer las primeras
burbujas en la mezcla.

En los 5 minutos finales, el microcalentador llega a una temperatura méaxima aproximadamente de
unos 102°C, los cuales seran controlados por el PID. Consiguiendo dicho controlador posteriormente
mantener constante la temperatura en torno a los 100°C, permitiéndonos con ello que las burbujas sean
cada vez mas abundantes y que la mezcla se convierta totalmente en transparente.

Una vez finalizado ese intervalo de 10 minutos destinados al calentado de la mezcla, el Arduino
desonecta el funcionamiento del microcalentador y deja que la muestra se vaya enfriando hasta obtener
un estado solido, lo cual nos permitira posteriormente retirar el molde con los peines y podrémos
apreciar los pocillos en el gel de agarosa solidificado, donde seguidamente vertiremos las distintas
muestras de ADN y finalmente, pasariamos a realizar la electroforesis.
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6.3.6 Senalizacion de la temperatura alcanzada mediante LEDS

En este apartado, vamos a entrar a comentar que empleamos una serie de LEDS para avisar a la persona
encargada de la realizacion del proceso cuando puede retirar el gel de agarosa del molde sin tener
problemas.

Basicamente, porque la temperatura de calentado del microcalentador va a ser muy elevada para
conseguir la fabricacion eficiente del gel de agarosa que queremos y, por tanto, queremos evitar
cualquier tipo de accidente por quemaduras.

En primer lugar, se encendera un LED rojo cuando la temperatura de la mezcla sea superior a los 98°C,
para indicar al igual que hace un semaforo que hay que estar parado, no se puede tocar la mezcla ni el
microcalentador en ese momento por motivos evidentes, ya que pueden llegar a provocar lesiones por
quemaduras.

En segundo lugar, cuando ya han transcurrido los diez minutos de calentado con el microcalentador
activado, apagamos el mismo y pasamos a dejar enfriar la mezcla realizada.

Cuando la temperatura se encuentre comprendida entre los 35°C y los 98°C, se encendera un LED
amarillo, indicando que hay que tener precaucion, ya que el microcalentador estd apagado pero la
mezcla ain esta demasiado caliente como para intentar retirarla.

Y finalmente, cuando la temperatura se encuentre entre valores menores de 35°C, se encencera un LED
verde, que nos advertira de que ya podemos retirar la muestra si asi lo deseamos sin ningtn peligro
aparente y ademas el gel ya se habra solidificado.

A modo resumen, el funcionamiento de los LEDS acorde a la temperatura sera el siguiente:

e LED ROJO: Se enciende cuando la temperatura es igual o superior a los 98°C.

e LED AMARILLO: Se enciende cuando la temperatura se encuentra comprendida entre los
98°C y los 35°C. Después de los 10 minutos de calentado.

e LED VERDE: Se enciende cuando la temperatura es menor de 35°C. Después de los 10
minutos de calentado.

A continuacion, se va a mostrar el esquematico empleado para los LEDS:
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Ilustracion 41: Esquema eléctrico LEDS.

Se pueden apreciar en el esquematico una serie de resistencias que van unidas en serie a una serie de
LEDS que son los que determinan si la muestra y el microcalentador estan calientes o frios, en funcion
del que se encienda.

Las resistencias presentan un valor de 330Q para que su corriente sea de unos 9mA aproximadamente.
La cuenta que se aplica es la siguiente:

Vee —Vth
R

Donde la Vcc tiene un valor de 5V proveniente de Arduino, la Vth son unos 2V aproximadamente de
los LEDS y la R tiene un valor de 330€2 como hemos detallado previamente. La corriente, por tanto,
que pasa por cada uno de los LEDS tiene un valor admisible para que éstos iluminen de forma correcta.

6.3.7 Arduino como cerebro electronico de la placa

En este apartado, vamos a hablar del cerebro electronico que llevara a cabo todas las funcionalidades
de manera automatica, que no es mas que una placa de Arduino UNO. Dicha placa esta programada
principalmente para llevar a cabo todas las funciones relacionadas con el control de temperatura y el
funcionamiento de manera automatica de todos los elementos que intervienen en el proceso de
fabricacion del gel de agarosa.

A continuacion se muestra la placa de Arduino que interviene en el proyecto.
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Tlustracion 42: Arduino UNO empleado en
el proyecto.

Cabe destacar también que muchos de los pines de esta placa estan conectados con la placa electronica
que mostraremos posteriormente, para dar la funcionalidad adecuada a cada uno de los elementos que
intervienen en el proceso de fabricacion de la agarosa o de la propia electroforesis, ya que sin la relacion
de ambas placas electronicas, todos los procedimientos que deben ser realizados para la correcta
implementacion del dispositivo que estamos desarrollando no se llevarian a cabo.

6.3.8 Resultado de la muestra obtenida

Si el control de temperatura se ha realizado de manera correcta, el resultado que debemos apreciar en
el gel de agarosa fabricado es el siguiente:

[ustracion 43: Gel de agarosa
fabricado para prueba.
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7 FABRICACION DEL SISTEMA COMPLETO

disefiados y fabricados para dotar de la funcionalidad necesaria al proyecto que estamos

llevando a cabo. Hay que tener en cuenta que la mayoria de ellos ya han sido detallados de
forma concreta en capitulos anteriores, por tanto, a continuacién, simplemente vamos a hacer un
breve resumen de los que ya hemos comentado previamente y trataremos un poco mas en detalle
los que todavia no han sido presentados.

En este capitulo, vamos a realizar una recopilacion de los distintos elementos que han sido

7.1 Estructuras de metacrilato

En primer lugar, vamos a comentar un poco mas detalladamente los moldes que se emplearan en el
proyecto.

Estos moldes son necesarios principalmente para la fabricacion del gel de agarosa, ya que sin ellos no
podriamos llegar a mezclar TAE con agarosa y mucho menos colocar la mezcla de dichas sustancias
sobre el sensor de conductividad y el microcalentador para su posterior calentado.

Hay que destacar también que dichos moldes han sido fabricados con metacrilato.

Tenemos dos moldes de metacrilato fabricados, uno para vertir la mezcla, que se muestra a
continuacion.

Ilustracion 46: Molde metacrilato Ilustracion 44: Molde metacrilato Ilustracion 45: Molde metacrilato
(Vista superior). (Vista lateral). (Vista frontal).
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Y otro para la formacion de los pocillos donde posteriormente se vertira el ADN, que tiene forma de
peine para formar una cavidad en el gel de agarosa una vez éste se encuentre en estado solido.

A continuacion, tendremos una imagen de dicho molde:

Tlustracidon 49: Molde metacrilato Tlustracion 48: Molde metacrilato Ilustracion 47: Molde metacrilato
peine (Vista superior). peine (Vista lateral). peine (Vista frontal).

7.2 Sensor de conductividad

Del sensor de conductividad ya hemos hablado en apartados anteriores, por tanto, para no ser
reiterativos en su explicacion, simplemente vamos a mostrar una serie de imagenes de lo que fue el
desarrollo del mismo antes de su fabricacion y su posterior colocacion en el circuito definitivo.

Hay que tener en cuenta que el sensor de conductividad que vamos a emplear es el de 2mmX2mm,
por tanto, solo vamos a mostrar imagenes del mismo.
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[lustracion 50: Disefio méscara 2mmX2mm
Klayout.
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University of Seville Agarose on chip

[ustracion 52: Disefo del sensor de conductividad [lustracion 51: Mascara para fabricar sensor de
en KICAD maés marco metacrilato. conductividad mas marco metacrilato.

Ilustracion 53: Resultado sensor de
conductividad en PCB.
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7.3 Microcalentador

Del microcalentador ya hemos hablado en apartados anteriores, por tanto, para no ser reiterativos en
su explicacion, simplemente vamos a mostrar una serie de imagenes de lo que fue el desarrollo del
mismo antes de su fabricacion y su posterior colocacion en el circuito definitivo.

[lustracidn 54: Disefio microcalentador en KICAD

mas NTC.
R
Ilustracion 56: Méscara para fabricar [lustracion 55: Mascara fabricada del
microcalentador mas NTC. microcalentador mas NTC.
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Tlustracion 57: Microcalentador
fabricado mas NTC (Primer plano).

7.4 Montaje del sistema completo sin electronica (Microcalentador + sensores)

En este apartado del bloque, vamos a mostrar como quedaria la unién de todas las piezas fabricadas
previamente. Para ello tan solo tenemos que observar la imagen siguiente:

Ilustracion 58: Sensor de conductividad con marco
de metacrilato sobre microcalentador. Molde con
peines sin colocar aun.
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Tlustracion 60: Sensor de conductividad Tlustracion 59: Sensor de conductividad

con marco de metacrilato sobre con marco de metacrilato sobre
microcalentador. Molde con peines microcalentador. Molde con peines
colocado en la parte superior del otro colocado en la parte superior del otro
marco. (Vista superior). marco. (Vista lateral).

En dichas imagenes se puede apreciar como el sensor de conductividad tiene pegado un molde de
metacrilato a su alrededor, que es donde se vertird la mezcla, seguidamente, podemos ver como el
sensor de conductividad se encuentra justamente encima del microcalentador.

Hay que tener en cuenta que la PCB del sensor de conductividad es doble cara, es decir, tiene dos
partes de cobre, siendo la de atrés en su totalidad cobre, lo que nos permite transferir el calor de una
manera mas eficiente del microcalentador a la mezcla. A su vez, la parte del sensor de temperatura
vemos que no esté tapada por la PCB del sensor de conductividad, ya que esto provocaria un fallo de
exactitud en la toma de valores de temperatura.

Y finalmente, podemos apreciar como el molde de metacrilato que tiene los peines, va colocado

encima del molde en el que se vertira la agarosa con el TAE.

7.5 Problema presentado con el montaje anterior

A la hora de llevar a cabo las pruebas con el dispositivo nos aparecié un problema, que nos llevo a
buscar una solucion alternativa a la primera propuesta de montaje planteada, para alcanzar los objetivos
que ibamos buscando.
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El problema que nos apareci6 en la realizacion de los diversos procesos fue una importante pérdida de
liquido cada vez que la mezcla de TAE con agarosa alcanzaba una determinada temperatura gracias al
calentador. Nos dimos cuenta que dicha pérdida aparecia porque el metacrilato no pegaba bien en las
dos finas pistas de cobre que unian el sensor de conductividad con los PADS donde se soldaban los
cables.

En primer lugar, simplemente para pegar el molde a la placa usamos pegamento, pero como bien
hemos indicado, la pérdida era parpable a simple vista.

[lustracion 61: Sensor de
conductividad con molde pegado
solo con pegamento.

Entonces, decidimos emplear silicona para pegar el marco por dentro y por fuera y ver si conseguiamos
eliminar esa pérdida de liquido que estibamos teniendo cada vez que la mezcla alcanzaba cierto grado
de temperatura.

Pistas de cobre que no
permitian que la estructura
quedase bien pegada y
aparecieran pérdidas de
liquido.

[ustracion 62: Sensor de conductividad con
molde pegado con pegamento y silicona.
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Como se puede apreciar, existe una diferencia notoria entre la primera imagen y la segunda, ya que la
silicona es un poco mas basta que el pegamento y afeaba un poco lo que viene a ser la estructura final
en si.

Probamos a realizar de nuevo las sucesivas pruebas y ni por esas conseguimos evitar la pérdida de
liquido en el molde. Por tanto, no nos quedé mas remedio que fabricar una nueva placa con un nuevo
molde. Teniendo en cuenta esta vez que la placa no tuviera nada de cobre en la superficie para
conseguir que el marco quedase totalmente pegado de manera eficiente y asi no tener pérdidas.

Vamos a resaltar también que solo empleamos pegamento para pegar el nuevo molde a la placa, en la
que el cobre solo esta en la parte de abajo para conseguir transferir el calor desde el microcalentador
de manera mas eficiente.

7.6 Montaje alternativo del sistema completo sin electronica (Microcalentador +
sensores)

Debido al problema que se nos present6 a la hora de realizar las pruebas con el montaje previo, no
tuvimos mas remedio que buscar una alternativa que nos permitiera seguir con el dispositivo hacia
delante y esa solucion no era otra que cortar el sensor de conductividad e incluirlo en uno de los
laterales del nuevo molde que fabricamos para hacer las pruebas posteriores.

Ilustracion 64: Placa del sensor de Ilustracion 63: Sensor de
conductivida cortada. conductividad con el que vamos a
trabajar.

46



En las iméagenes previas, se puede ver como hemos cortado el sensor de conductividad de su placa
original y como le hemos soldado dos cables a cada una de sus pistas, ya que no tenemos los PADS
que teniamos en el disefio original para colocar los cables.

A continuacion, se va a mostrar cual es el nuevo molde que vamos a emplear en el dispositivo para
realizar la mezcla y cual sera el montaje completo de esta parte.

Ilustracion 66: Nuevo molde Tlustracion 65: Nuevo molde mas Tlustracion 67: Unidén de los moldes
fabricado. molde para peines. en una misma estructura.

[ustracion 68: Montaje alternativo completo. (Vista lateral).
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Tustracion 69: Montaje alternativo completo. (Vista superior).

En las imagenes previas del montaje alternativo completo, se puede apreciar que el microcalentador
se coloca con el cobre para abajo, es decir, dado la vuelta. Esto es asi, para evitar que se haga un
cortocircuito con la parte inferior de cobre de la placa donde pegamos el molde y que a su vez tendra
colocado en su superficie el sensor de conductividad.
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8 CIRCUITOS ELECTRONICOS

realizar todas las funciones que se deben llevar a cabo en el proyecto, como son la fabricacion

En este capitulo, vamos a hablar principalmente del circuito electronico que es necesario para
del gel de agarosa y la electroforesis.

8.1 Seleccion de Agarosal/Electroforesis

A continuacién, vamos a hablar del circuito electronico que empleamos para llevar a cabo la
fabricacion del gel de agarosa o en su defecto para llevar a cabo el proceso de electroforesis.

El circuito estar4 gobernado por un interruptor de tres posiciones, en funcion de la posicion del mismo,
el circuito llevara a cabo el proceso de agarosa o el de electroforesis. En la posicion central de dicho
interruptor, no se realizaria ninguno de los dos procesos comentados previamente.

A continuacion, vamos a mostrar un esquema del circuito en cuestion para facilitar su comprension e
indicaremos a su vez que son cada una de las partes que componen dicho circuito.

8.1.1 Esquematico del circuito completo

Procedemos a continuacion a mostrar una imagen del esquematico desarrollado para la fabricacion de
la placa electronica.

. - Parte de los LEDS.
Conector para el interruptor. 2 CONLS_AROUING_CONI 78 AREUING
. COMM_INTERRUPTOR v_::)
Pines para Jo1 Parte control de
conectar los % - temperatura mas
electrodos de v Arduino.
la
electroforesis.
COMN_ALIM_CALENT  CONN_ALIM_ARBUINDG +5Y
'J!‘ﬁ R '*T J )
U ut
NICH427
GND “’+
pw_,:sjirenuwo RL [ = [ >ouul< N
22K0hm
: CDNN,P\NJlJRDU:V\%g : + - ;OULH : EI ﬁilF]ZUS
13 ; "
CONN_SENS_CONDUCTIVIDAD
o CONN_NTC_SENSOR jl}
Parte del =
sensor de
conductividad. [ustracion 70: Esquema eléctrico seleccion de agarosa/electroforesis.
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8.1.2 Elementos empleados en el circuito

En este apartado, vamos a comentar cada uno de los elementos/componentes que son empleados para
la fabricacion de la placa.

8.1.2.1 Conectores y pines

En el esquematico del apartado anterior, se puede apreciar que hay multitud de conectores y pines que
sirven para conectar a la placa multitud de elementos externos, como pueden ser el Arduino (que es el
otro circuito electronico empleado, que servira como cerebro para la automatizacion de los procesos),
la fuente de alimentacion que sera la encargada de alimentar el circuito, el microcalentador que sera el
encargado de calentar la mezcla de agarosa con TAE, el sensor de temperatura NTC que serd el
encargado de medir la temperatura a la que se encuentra la mezcla comentada previamente, el
interruptor que sera el encargado de determinar que proceso debe llevar a cabo la placa y el sensor de
conductividad que sera el encargado de indicar cuando se ha detectado liquido en el molde preparado
para ello.

8.1.22 LEDS

Tenemos tres LEDS colocados en la placa, uno de color rojo, otro de color amarillo y otro de color
verde, como comentamos en capitulos previos, estos LEDS se encuentran colocados en la placa para
tener un feedback visual con el sistema y saber en que momento podemos retirar el molde con el gel
de agarosa del microcalentador sin provocarnos una lesion debido a una quemadura.

Su funcion principal es ayudar al operario que trabaja con el dispositivo para que €ste no tenga ningiin
percance debido a las altas temperaturas a las que va a trabajar el microcalentador y a las que va a
llegar el gel de agarosa.

8.1.2.3 Interruptor

Vamos a emplear el uso de un interruptor para poder tener las dos funcionalidades necesarias en una
misma PCB y no tener distintos circuitos para ejercer las funciones que necesitamos.

El interruptor que vamos a emplear es un interruptor de tres posiciones como ya se comentd en
apartados previos y cada posicion de dicho interruptor va a tener una funcionalidad determinada.

En primer lugar, debemos colocar el interruptor hacia la derecha para llevar a cabo el proceso de
fabricacion del gel de agarosa y seguidamente, cuando todo este proceso haya finalizado, vamos a
colocar el interruptor hacia la izquierda para continuar con el proceso de la electroforesis.

8.1.2.4 Electrodos electroforesis

Continuando con lo ultimo detallado en el apartado anterior, para llevar a cabo el proceso de
electroforesis, son necesarios el empleo de una serie de electrodos, dichos electrodos son de acero, ya
que tienen una conductividad eléctrica muy buena.
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Uno sera el electrodo positivo y el otro el negativo. Su principal funcionalidad serd la de migrar el
ADN del electrodo negativo al electrodo positivo, ya que los fragmentos tienen carga negativa.

Teniendo en cuenta que todos los fragmentos de ADN tienen la misma cantidad de carga por masa,

los fragmentos pequefios atraviesan el gel de agarosa mas rapido que los grandes.

8.1.3 Prototipo final de la placa fabricado

En este apartado, vamos a mostrar el resultado definitivo de la placa que se ha fabricado para este
circuito electronico, detallando la funcionalidad de sus pines y conectores.

a los electrodos

Pines para conectar

(positivo/negativo)
que llevan a cabo la

Conector para
LEDS amarillo y
verde.

Conector del
microcalentrador.

Pin para salida AO
de Arduino.

Pin para LED rojo.

Conector
sensor de
conductividad.

electroforesis.
Conector de
alimentacion de la
placa.
Pin para salida A1l
de Arduino.
Conector ., L
[ustracion 71: Resultado circuito final para la
sensor de ., .
seleccion de agarosa/electroforesis.
temperatura.
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9 MONTAJE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

explicando en cada imagen que se esta representando y en que momento del proceso nos
encontramos, para que visualmente podamos hacernos una idea de que est& ocurriendo en
todo momento.

En este capitulo, vamos a mostrar los resultados del dispositivo final que hemos realizado,

En primer lugar, antes de poner en funcionamiento el dispositivo, podemos apreciar que al cargarse
el codigo del programa en la placa de Arduino UNO vy tener la placa alimentada a los 20V
necesarios, se enciende el LED verde, para indicarnos que el dispositivo se encuentra preparado
para comenzar a funcionar.

7

[lustracion 72: Dispositivo preparado para comenzar a funcionar.
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Seguidamente, lo que hacemos es mover el interruptor hacia la posicion de la derecha (hacia el cable
rojo). Con esta accion lo que estamos haciendo es que comience el proceso de fabricacion del gel de
agarosa.

Iustracion 73: Interruptor hacia la derecha.

Una vez colocado el interruptor hacia la derecha, vertimos en primer lugar el TAE, del cual echaremos
aproximadamente unos 9 mililitros, teniendo en cuenta que la concentracion de gel de agarosa que
queremos es del 2%, en el molde que tenemos fabricado para ello y a su vez debemos tener
previamente ya colocado el sensor de conductividad. Seguidamente echamos la agarosa en el mismo
molde, teniendo en cuenta que la concentracion de gel con la que vamos a trabajar es del 2%, medimos
en un peso especifico 0.18 gramos de agarosa y lo echamos en el molde de manera bien distribuida,
para que no se queden zonas del gel con baja cantidad y nos den lugar a un gel descompensado.

Podremos apreciar en ese momento como se apaga el LED verde de la placa, porque el dispositivo ya
esta en funcionamiento.

[ustracion 75: Vertimos TAE sobre el [lustracion 74: Todos los LEDS se apagan
molde. Sensor de concuctividad, porque comienza a funcionar el
detecta la presencia de liquido. microcalentador.
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Cuando la temperatura se incremente hasta valores iguales o superiores a los 98°, podemos apreciar
como se enciende el LED rojo en la placa, sefial de que en estos momentos el microcalentador se
encuentra a una temperatura muy elevada y no es para nada recomendable tocarlo ni a €l ni a la mezcla
de TAE con agarosa.

[ustracion 76: LED rojo encendido, se ha alcanzado
una temperatura de calentado muy elevada.

A medida que vamos calentando, la temperatura provoca que la mezcla burbujee, sefial de que el
proceso se esta llevando a cabo de manera satisfactoria.

[ustracion 77: Burbujas en la mezcla cuando se alcanzan
temperaturas cercanas a la de referencia.
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El tiempo de calentado del microcalentador para la fabricacion del gel de agarosa es de 10 minutos, a
partir de ese tiempo el calentador se apaga y deja que la mezcla se vaya enfriando por si misma, para
asi conseguir que el gel resultante presente un estado compacto y transparente.

A medida que la temperatura decae, se encenderd el LED amarillo cuando la misma sea igual o inferior
a98°C

Tlustracion 78: LED amarillo encendido, el
microcalentador se ha apagado, pero la mezcla sigue
estando muy caliente.

Cuando la temperatura de la mezcla llega en torno a los 35°C, podemos decir que la muestra ya esta
practicamente lista y podemos apreciar en la placa como se vuelve a iluminar el LED verde que
teniamos encendido al principio.

[lustracion 79: LED verde encendido, la temperatura
de la mezcla ha alcanzado los 35°C.
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Una vez ha transcurrido el tiempo necesario, aproximadamente unos 20 minutos para que la muestra
se enfrie en su totalidad, veremos como el LED verde se mantiene encendido, porque ya no hay
problemas de posibles lesiones con el microcalentador y a parte porque ya se ha terminado en si el
proceso de fabricacion del gel de agarosa.

Seguidamente, lo que se hace es proceder a retirar el molde con los peines para ver si los pocillos han
sido correctamente creados.

Tlustracion 80: Pocillos creados en el proceso de
fabricacion del gel de agarosa.

Una vez tenemos ya el gel de agarosa fabricado, tenemos que proceder a llevar a cabo el proceso de
electroforesis, para ello tendremos que hacer uso de unos electrodos de acero como los que se muestran
a continuacion.

[ustracion 81: Electrodos introducidos en el gel
de agarosa.
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Una vez ensefiado uno de los elementos mds importantes para llevar a cabo el proceso de la
electroforesis, tendremos que destacar que hay que vertir liquido TAE en la superficie del gel de
agarosa fabricado para que exista conductividad entre los dos electrodos que vamos a emplear en el
proceso.

Se puede apreciar el
TAE en los grandes
pozos que hay en la
parte superior e inferior
del gel de agarosa.

Iustracion 82: TAE sobre gel de agarosa
para llevar a cabo la electroforesis.

A continuacion, una vez vertido el TAE sobre el gel de agarosa, colocamos las muestras de tinta o de
ADN con la ayuda de una jeringuilla en los pocillos que han sido creados.

) i

Tlustracion 83: Tinta recien vertida en
los pocillos.
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Giramos seguidamente la patilla del interuptor hacia la izquierda, para la direccion del cable azul del
interruptor. Dicha accion tiene como objetivo llevar a cabo el proceso de electroforesis.

[lustracion 84: Interruptor hacia la izquierda.

Finalmente, en este apartado vamos a mostrar como es la migracion de la tinta o del ADN cada 2
minutos hasta que la tinta o el ADN ya haya migrado.

[ustracion 85: Después de 2 minutos del
proceso de electroforesis.
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Pasados dos minutos, podemos apreciar como practicamente ya no queda nada de tinta en el interior
de los pocillos.

[ustracion 86: Después de 4 minutos del
proceso de electroforesis.

Vemos a continuacion como la tinta sigue bajando a lo largo del gel de agarosa, desde el polo negativo
al positivo.

[ustracion 87: Después de 6 minutos del
proceso de electroforesis.
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Empezamos a ver pasados seis minutos, como el color verde se empieza a descomponer en dos colores
primarios, amarillo y azul.

Ilustracion 88: Después de 8 minutos del
proceso de electroforesis.

En la ilustracion anterior, podemos ver como ya estan practicamente separados en su totalidad el color
azul y el amarillo que formaban la tinta verde y apreciamos también como en la tinta azul pura, no se
descompone en ningtn color, porque es basicamente un color primario.

[ustracion 89: Después de 10 minutos del
proceso de electroforesis.
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Sigue corriéndose la tinta a lo largo del gel de agarosa, como llevamos viendo a lo largo de esta
sucesion de imagenes mostradas previamente.

Y finalmente, la tinta o el ADN migrado se puede apreciar en esta Ultima imagen, ya que vemos que
no nos queda restos de nada en los pocillos.

Tlustracion 90: Después de 12 minutos del
proceso de electroforesis.

Cabe destacar una cosa importante en todo este proceso. Como se puede apreciar, después de doce
minutos de proceso de electroforesis, la tinta amarilla baja mas rapido que la tinta azul ya que ambas
componen en general la tinta verde que teniamos al principio vertida en el primer pocillo. Esto es asi,
debido a que las particulas mas pequefias circulan méas rapido que las particulas més grandes a través
del gel de agarosa.

En los otros dos pocillos, no podemos apreciar ninguna separacion de colores porque el color azul es
un color primario puro y no se descompone en otros como bien comentamos previamente.

A continuacion, vamos a mostrar una imagen con ADN migrado vista con luz ultravioleta en uno de
los experimentos realizados, que se podra ver con mas detalle en el Anexo E de la memoria:
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Tlustracion 91: Imagen del proceso de migracion de ADN
después de aplicarle luz ultravioleta.
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10 CONCLUSIONES

| principal objetivo de desarrollo de este proyecto es el disefio de un dispositivo electronico
Ecapaz de preparar gel de agarosa y de realizar la electroforesis para hacer pruebas
relacionadas con la migracion de ADN. Este sistema incluye diversos procesos que deben
interactuar entre si, para llevar a cabo el desarrollo del mismo de una forma eficiente.
Siguiendo la linea que se tenia planteada, se han realizado los diversos disefios y se han fabricado
todos y cada uno de los circuitos electronicos que componen el sistema final y el sensor de
conductividad, asi como la comprobacion del correcto funcionamiento de cada uno de ellos.

Teniendo en cuenta lo comentado previamente, podemos decir que se han cumplido todos los
objetivos que nos habiamos marcado al principio de este documento, como eran:

e Disefio Simple: Como se puede apreciar en todos y cada uno de los disefios de los circuitos
electrénicos que hemos llevado a cabo, ya que son disefios muy simples y lo mas
optimizados posibles.

e Disefio compacto: Uno de los objetivos basicos del proyecto, es agrupar en un solo
dispositivo todo lo referente a la fabricacion del gel de agarosa y al proceso de
electroforesis, por lo que optamos por hacer un disefio compacto de todas las partes que
intervienen en el proyecto, para asi ocupar el minimo espacio posible y tenerlo todo unido
en un mismo dispositivo. Para ello, fue necesario el uso de un interruptor, que gobernara
el dispositivo, indicando en todo momento que funcionalidad debe llevar a cabo el sistema.

e Disefio modular: Con el objetivo de poder tener un dispositivo de fécil acceso para todos
y cada uno de los diferentes procesos en caso de fallo, se decidio realizar un disefio modular
dividiendo en diversos bloques el dispositivo. Para ello, en la placa general, colocamos
multitud de conectores para conectar todos y cada uno de los circuitos electronicos externos
que van a proporcionarle una cierta funcionalidad al sistema. Con ello, lo que conseguimos
es que en caso de fallo, tan solo tengamos que desconectar de los conectores el circuito
electrénico conflictivo y solventar el problema que en él ocurra, sin necesidad de
desmontar todo el sistema.

e Dispositivo portatil: Otro de los objetivos que habiamos planteado previamente en nuestro
proyecto, era la construccion de un dispositivo que fuera facil de transportar y de montar
en unos minutos. Esto se ha conseguido gracias a la estructura que le hemos dado a nuestro
dispositivo y al sistema de conexion que se le ha disefiado para integrar todos los procesos
que lleva a cabo.

e Dispositivo autdbnomo: Por ultimo, otro objetivo que nos marcamos al comienzo del
proyecto, fue conseguir que el sistema fuese lo mas independiente posible gracias a la
ayuda de Arduino. Finalmente, dicho objetivo fue cumplido para la mayoria de las tareas
gue no requieren de la participacion de un operario, como es el caso de la mezcla de agarosa
con TAE o del relleno de los pocillos con ADN o tinta como se ha usado en multitud de
pruebas.
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Desde el punto de vista personal, el hecho de haber realizado este proyecto, me ha supuesto
comprobar todos los conocimientos de electronica que he ido adquiriendo con el paso de los afios
en el Grado y ademas poder ampliar mis conocimientos en un campo tan importante como es hoy
en dia la union de la electronica con la medicina.

También he conseguido adquirir una vision mas general y amplia de lo que supone la electronica
en su conjunto, ya que en el proyecto he ido avanzando desde el disefio de los circuitos electrénicos
hasta su fabricacion.

Gracias a la labor desempefiada en este proyecto, puedo decir que hoy en dia tengo las ideas mas
claras de como desarrollar un dispositivo desde cero y de la importancia que hay que darle a la
comprobacion de todos los componentes y todos los circuitos de manera exhaustiva, ya que un
simple fallo de comprobacion con las partes del dispositivo por separado, te puede ahorrar un fallo
enorme con el circuito montado en su totalidad, ya que el tiempo que se tarda en averiguar de
donde proviene el fallo es ain mayor que si haces la comprobacién detalladamente de cada uno
de los componentes o de las pistas que se han disefiado para cada uno de los circuitos.
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E

11 TRABAJOS FUTUROS-MEJORAS

| siguiente capitulo lo vamos a destinar a comentar las futuras ampliaciones destinadas a
mejorar el proyecto y a optimizar su funcionamiento.

Para ello, a continuacion, vamos a resaltar algunas de las cosas que hemos detectado que pueden ser
objeto de mejora en un futuro:

>

Empleo de un ventilador: El empleo de un ventilador, nos permitiria reducir los tiempos de
espera del enfriado del gel de agarosa. A dia de hoy en el proyecto, son necesarios 20 minutos
para conseguir que la muestra se cure en su totalidad y se consigan unos pocillos dptimos.
Gracias a la ayuda de dicho ventilador, podriamos enfriar la muestra de una manera mas rapida
y conseguir, por tanto, resultados mas rapidos.

Empleo de mosfets como interruptores: Gracias al empleo de dos mosfets, podemos sustituir
el uso del interruptor y nos quedaria un disefio mas optimizado. La idea seria tener dos mosfets
inicialmente abiertos ambos, cuando quisiéramos llevar a cabo el proceso de fabricacion del
gel de agarosa mediante software programado en Arduino cerrariamos uno de ellos y cuando
dicho proceso ya hubiese finalizado, por medio de software también cerrariamos el otro mosfet
a medida que abrimos el que cerramos en primer lugar, para dar paso de esta forma al proceso
de la electroforesis.

Introducir Arduino en la placa general: Para disminuir el tamafio del dispositivo, podriamos
introducir la placa de Arduino en la placa general del sistema. Tan solo tendriamos que hacer
mediante disefio, las conexiones pertinentes para introducir dicho Arduino en la placa que
engloba el sistema.

Carcasa para electrodos: Fabricar una carcasa que contenga de manera fija los electrodos
que se van a llevar a cabo en el proceso de la electroforesis, asi tan solo tendriamos que retirar
una vez fabricado el gel de agarosa el molde con los peines y colocar la carcasa con los
electrodos para llevar a cabo la electroforesis. De la manera que esta ahora implementado, es
necesario ponerte manualmente a colocar los electrodos de manera correcta para que no haya
ningln problema.

Estructura para incluir el sistema: Fabricar una estructura, para incluir todas y cada una de
las partes y que se viera un sistema estéticamente mas llamativo, ocultando la union de los
cables, que en este primer prototipo van situados visiblemente en el montaje.
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» Mascara de soldadura sobre la placa del sensor de conductividad: Para conseguir con ello
que el molde de metacrilato quede bien pegado y no tenga fugas de liquido a causa de que el
pegamento no se adhiere bien sobre las dos pistas de cobre que van del sensor de conductividad
alos PADS.

» Eliminar fuente de alimentacion de laboratorio: La idea es sustituir dicha fuente de
alimentacion por otra mas pequefia, que proporcione los 20V para todo el proceso y la corriente
necesaria de | Amperio, que nos permita hacer el dispositivo mas manejable y poder emplearlo
en cualquier lugar.
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ANEXOS

n siguiente capitulo, vamos a mostrar una serie de anexos al proyecto, en el que se recalcaran,
Epor ejemplo, algunos de los modelos y pruebas previos al circuito electrénico definitivo, se

indicara en otro anexo el codigo de Arduino desarrollado para la correcta implementacion de las
funcionalidades de nuestro proyecto y a su vez, hablarémos en otro anexo del proceso de fabricacion
llevado a cabo en el laboratorio para la fabricacion de todas y cada una de las placas y finalmente,
acabarémos mostrando en un ultimo anexo, las pruebas realizadas con ADN de verdad en nuestro
dispositivo.

Anexo A: Pruebas realizadas para los distintos sensores de conductividad:

En este primer anexo, vamos a mostrar todas y cada una de las pruebas que se realizaron a cada uno
de los sensores de conductividad, para mostrar que su funcionamiento es dptimo y que no es fruto de
una simple prueba realizada.

Resultados sensor tamaino 1cmX1cm:

Primera prueba:

Mode

Coupling

N o R [

16-Noy=21 1717 «10H:
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Segunda prueba:

R RN R

Caupling

Tercera prueba:

s MPosi1760s TRIGGER

Type

R (R R RN R RN RN
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Cuarta prueba:

M Pos: 1.760s

T

Quinta prueba:

TRIGGER
Type

R R R RERRRE

Thteritann

Mode
Morrnal

Coupling
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Resultados sensor tamaiio SmmX5Smm:

Primera prueba:

ik

Lomplets M Posi1.760s TRIGGER

Type
Edae

Frssaasaiassssnannnnnnnnng

Segunda prueba:

AT coploe MPos 17805 Toen
: Type

1600 1 (1Hz
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Tercera prueba:

Coupling

Cuarta prueba:

TRIGGER
Type
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Quinta prueba:

Tek N 1G] Bornplete MPosi1.760s  TRIGGER

.

RN R RN RN

Mode

Coupling

bt iy
S500ms

Sk

16-Mav~21 18:01
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Resultados sensor tamaino 4mmX4mm:

Primera prueba:

i MPosi1760s  TRIGGER

Type

P

Mormal
Coupling
C|

M 500ms CH1T ™ 4/
16-Mov-21 18111 <10Hz

Segunda prueba:

_TRIGGER
Type

Prrsassaasia v et N i
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Tercera prueba:

M Pos: 1.760s TRIGGER
T =

Source

EER R RN R R

Mode

Coupling

Cuarta prueba:

o R

B CAiplate MPosi1.760s TRIGGER
: Type

R R R R PSRN

Mode
Mormal

Coupling
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Quinta prueba:

i

Fallin

Mode
Normmal

Coupling
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Resultados sensor tamaio 2mmX2mm:

Primera prueba:

lite M Pos: 1,760s TRIGGER
T ————

Segunda prueba:

. _TRIGGER
Type

Mode

Coupling
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Tercera prueba:

T T T T Ty

WEE irnplats. M Pos: 1,760s
gaa s anet LU AL

R R T AT

Cuarta prueba:

TRIGGER
Type

Mode

Coupling
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Quinta prueba:

Slope

Muode
Norrmall

Coupling

Resultados sensor tamaino 1mmXIlmm:

No se muestran resultados del sensor de ImmX1mm porque no era lo suficientemente sensible como
para detectar cuando recibia el liquido TAE en su superficie.
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Anexo B: Microcalentador previo al definitivo:

En este anexo, vamos a hablar del modelo de microcalentador disefiado y fabricado previamente al
modelo definitivo del mismo. En dicho modelo, podemos apreciar que la resistencia del calentador es
inferior a la del modelo definitivo, porque tiene un menor recorrido a la par que unas pistas demasiado
gruesas y por esa causa, la corriente que circula por dicho calentador es mucho mayor, provocando
con ello un mal control de temperatura. Se necesitaba a su vez una resistencia en serie bastante grande
que también calentaba bastante.

Gracias al programa “KICAD” creamos la méscara del microcalentador que probamos en primer lugar
antes del definitivo.

La estructura que va a tener el microcalentador es una estructura a modo de serpentin y a su vez, tiene
unos PADS asociados para poder soldarle un par de cables que nos serviran para conectarlo finalmente
al circuito completo.

A continuacién, vamos a mostrar una serie de imagenes en las que se vera la mascara que se disefid
para la fabricacion del microcalentador y la placa que se obtuvo como resultado.

En dichas imagenes, podemos apreciar en primer lugar, la mascara que se emple6 para su fabricacion,
en segundo lugar, el microcalentador resultante que obtuvimos a la hora de fabricar la placa y
finalmente el microcalentador completo con la NTC soldada y con los cables soldados a cada uno de
los PADS.

A continuacion, después de visualizar las iméagenes anteiores, vamos a detallar el tamafio del
microcalentador en si, a la vez que el tamafio de cada una de las pistas y los PADS que forman dicho
elemento.
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El tamafio del microcalentador concreto es de 3.5cmX3.5cm, las pistas que forman dicho elemento
tienen un grosor de 500pum con una separacion entre las mismas de 500um y el tamafio de los PADS
es de SmmX3mm.

Vamos a resaltar también que el valor resistivo del mismo es de 1.9Q y las corrientes que pasan por ¢l
tienen un valor maximo de 1.44A.

Para calcular la resistividad, del microcalentador, tan solo tenemos que medir con el multimetro entre
sus dos PADS y ver el valor obtenido. Una vez obtenido dicho valor y teniendo la tensién que
suministra la fuente sacamos la corriente por la ley de Ohm. Otra manera de hallar los valores es
aplicando directamente la ley de Ohm, viendo los valores de tension y de corriente que entrega la
fuente de alimentacion y viendo el valor méaximo al que podemos alimentar a la par que el valor de
corriente que nos esta pidiendo, podemos sacar el valor de la resistencia del calentador.

La imagen superior, muestra el conexionado que empleamos para comprobar el funcionamiento del
calentador. Una vez comprobado los valores y los resultados que obteniamos de gel de agarosa,
decidimos modificar el microcalentador, para hacerlo mas eficiente y que gracias a ello, alcanzase las
temperaturas de una forma més rapida y a su vez no relentizase tanto el proceso de fabricacion.

El estar un tiempo maés elevado calentando, provoca que la mezcla se evapore, quedando muy poco
gel de agarosa para llevar a cabo el procedimiento completo. Ante esta tesitura, decidimos disefiar un
nuevo microcalentador mas eficiente, que aplicaremos en el circuito y que funcionard mucho mejor.
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Anexo C: Programacion de Arduino UNO:

En este anexo, vamos a mostrar el cédigo que hemos disefiado para programar el Arduino UNO, con
el fin de llevar a cabo todo el funcinamiento del dispositivo de la manera més auténoma que se nos
permite. No vamos a entrar mucho en detalle a la hora de comentar las lineas de codigo, puesto que en
el desarrollo del mismo hay multitud de comentarios que sirven al lector para saber que se esta
haciendo en todo momento y para que sirve cualquier linea determinada del codigo.

#include <PID vl.h>

///TIEMPOS///

unsigned long T agar = 600; //Tiempo de calentado de la agarosa. Alrededor de
los 10 minutos. 10min X (60seg / 1min) = 600seg

//TEMPERATURAS///

double Temp agar = 100; //Temperatura de la Agarosa

double Setpoint, Input, Output;
double Kp=200,Ki=20,Kd=0; //(Para LoC: 150/10/0) (Previo-PCB-TFG: 80/5/0)

float alfa = 0.05; //Inicialmente este valor va bien, podemos variarlo
durante los experimentos.

float error = 0;

int 1 = 0;

double medida;
double medidaf = 0;

int R80 = 1330; //Mismos valores que para R95, ya que son muy prdéximos y no
existe gran diferencia entre R80 y R95

float beta80 = 3445.0; //Mismos valores que para beta95, ya que son muy
préximos y no existe gran diferencia entre beta80 y betadb

float To = 298.15;

int Vecc = 5;

int Ro = 10000; //Se deja asi para todos los casos, Ro es fija

//Variables para leer la tensién del sensor de corriente

float lectura Vsens; //Necesitamos una primera variable de tipo float para
guardar la lectura que haremos en el pin analdgico A5. (Nos dara un valor
entre 0 y 1023).

float Vsens_current; //La segunda variable, también serd de tipo float y nos
servird para gurdar la conversidén de la medida en voltios.

//Variable para evitar que el programa se ejecute indefinidamente
int PARO = 1;

//Variables que se utilizan para cronomentrar el tiempo de funcionamiento del
microcalentador

unsigned long InicioTiempo = 0;

unsigned long TomaMedidaTiempo = 0;

unsigned long DiferenciaTiempo;

unsigned long INTERVALO CALENTADO = 600000; //Si 1 min son 60000
milisegundos, 10 min serdn 600000 milisegundos. Ponemos el tiempo en
milisegundos para trabajar con la funcidén "millis ()"

int FijarInicioTiempo = 1; //Para que la variable inicio tiempo no se esté
actualizando continuamente, si vale 1 se acutaliza, pero si vale 0 deja de
hacerlo.
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PID myPID(&Input, &Output, &Setpoint, Kp, Ki, Kd, DIRECT);

//The setup routine runs once when you press reset:
void setup () {

myPID.SetSampleTime (10) ;

myPID.SetMode (AUTOMATIC) ;

Setpoint = Temp agar;

//Initialize serial communication at 9600 bits per second:

Serial.begin(9600); // msp430g2231 must use 4800 (Inicializamos puerto
serie).

pinMode (7, OUTPUT); //Para encender LED Rojo.
pinMode (8, OUTPUT); //Para encender LED Verde.
pinMode (9, OUTPUT); //Para encender LED Amarillo.
pinMode (11, OUTPUT) ;

}

void loop () {

//E1 ADC interno del microcontrolador tiene una resolucidén de 10 bits, esto
significa que la tensién analdgica de entrada se convierte en un valor
numérico entre 0 y 1023.

lectura Vsens = analogRead(A5);

Vsens current = lectura Vsens / 1023 * 5.0;

//Serial.println(Vsens current);

if (Vsens current <= 3.5 && PARO == 1) //Si la tensién del sensor de
corriente es menor o igual que 3.5V y la variable PARO vale 1, comenzaréd a
funcionar el calentador, ya que eso quiere decir que se ha detectado liquido
y el cbébdigo aln no se habia ejecutado.
{
digitalWrite (8, LOW); //Apagamos LED Verde cuando comenzamos a calentar.
if(FijarInicioTiempo == 1)
{
InicioTiempo = millis();
FijarInicioTiempo = 0; //Para que no se cumpla la condicidén y no se
siga actualizando InicioTiempo.
}

TomaMedidaTiempo = millis();

DiferenciaTiempo = TomaMedidaTiempo - InicioTiempo;
//Serial.print ( "La funcién tardd:" );
//Serial.print ( DiferenciaTiempo ) ;
// Serial.println( " ms " );

float ADC80 = analogRead(AO0); //Leemos temperatura80, valor VNTC
//

//Calculos para 80°C

float Vout80=ADC80*5/1023;

float VNTC80=Vout80;

float RNTC80 = (VNTC80*R80)/(Vcc-VNTCS8O0) ;

float alfa80 = (1000/To)+((1000/beta80)* (1og (RNTC80/R0))) ;

float T80 = 1000/alfaB80 - 273.15;

1f (T80 >= Temp agar-2)
{

digitalWrite (7, HIGH); //Encendemos LED Rojo cuando la temperatura ha
llegado a los 98 grados.

}
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else
{
digitalWrite (7, LOW); //No encendemos LED Rojo porque la temperatura
no ha llegado a los 98 grados.
}

medida = T80; //Medida va a guardar el valor de temperatura calculado
previamente en unidades de temperatura y no de ADC

medidaf = medida*alfa + (l-alfa)*medidaf;

Input = medidaf;

error = Setpoint - medidaf;

myPID.Compute () ;
analogWrite (11, Output);

// Serial.print (8 )

// Serial.print(",");

// Serial.print (8 )

// Serial.print(",");

// Serial.print (T80-2.44);
// Serial.print(",");

// Serial.print (79);

Serial.print (Setpoint);
Serial.print(",");

// Serial.print(error)

// Serial.print(",");
Serial.println(Input)
delay (10);

if (DiferenciaTiempo >= INTERVALO CALENTADO)
{
//digitalWrite (11, LOW); //Después de 10 minutos de calentado,
apagamos el microcalentador.
myPID. SetMode (MANUAL) ;
Output = 0;
if (T80 > 35 && T80 <= Temp_agar-2)
{
digitalWrite (9, HIGH); //Encendemos LED amarillo cuando la
temperatura se encuentra entre 35 y 98 grados.
}
else if (T80 <= 35)
{
PARO = 0y
digitalWrite (9, LOW); //Apagamos LED amarillo cuando la temperatura
baja de 35 grados.
while (PARO == 0)
{
digitalWrite (8, HIGH); //Encendemos LED Verde después de los 10
minutos de calentado, cuando la temperatura empieza a bajar y a aproximarse a
los 25 grados.
}
}

Serial.print (S etpOlnt)
Serial.print(",");
Serial.print (PARO) ;

Serial.print(",");
Serial.println (Input);
}
}
else //En caso de que la tensidén del sensor no sea menor o igual a 3.5V,
no ocurrird nada y el calentador seguiréd apagado.
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digitalWrite (11, LOW) ;
digitalWrite (8, HIGH); //Encendemos LED Verde siempre antes de
calentar, sefial de que el sistema estd listo.
}
}
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Anexo D: Proceso fotolitografico para la fabricacion de las placas
electronicas del proyecto:

Una vez finalizado el proceso de disefio mediante software de cada uno de los circuitos que van a
englobar nuestro sistema, pasamos al proceso de fabricacion de todos y cada uno de ellos de forma
manual.

Concretamente, para nuestro proyecto vamos a emplear un proceso fotolitografico. Una vez
disefiado el fotolito, lo imprimimos en papel transparente (para ello hemos empleado papel
vegetal) y dicho dibujo se transfiere a una placa de fibra de vidrio (u otra sustancia que sirva de
soporte rigido) recubierta de una capa de cobre y sobre ésta una pelicula fotosensible.

El material necesario para la fabricacion de todos los circuitos que tenemos es el siguiente:

Placa PCB, una cara (excepto la del sensor de conductividad que es a doble cara).
Insoladora UV.

Liquido revelador para PCB.

Agua oxigenada.

Agua fuerte.

Agua del grifo (para suavizar el liquido atacante (Agua oxigenada + Agua fuerte)).
Acetona industrial.

Taladradora (para hacer los taladros a la placa general el sistema, las demas no llevan).

VVVYVYYVYVVYY

Una vez impreso el circuito en papel vegetal, procederemos a colocarlo encima de la parte de cobre
de la PCB, para a continuacién, aplicar un vacio en torno a 0.8atm y dejaremos la isoladora en
funcionamiento un tiempo aproximado entre 1-2 minutos (generalmente sera minuto y medio).
Los rayos UV de la isoladora, eliminan la resina que cubre la cara fotosensible de la placa positiva,
en aquellas zonas que estan directamente expuestas a la luz.

Aqui podemos apreciar la isoladora UV que tenemos en el laboratorio, con la que se ha trabajado
para fabricar todas las placas electrénicas del dispositivo que estamos llevando a cabo.
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Una vez sacada la placa de la isoladora, se podra apreciar con el reflejo de la luz, como las zonas
cubiertas por el dibujo en papel vegetal tienen un color ligeramente diferente al resto de la placa.

Después de esto, pasamos a revelar la PCB con el liquido revelador. Para ello, sumergimos la placa
en el liquido revelador que hemos preparado, dicho liquido actuara de capa protectora sobre las
zonas de la placa que no han sido isoladas, evitando que, en un paso posterior, el acido ataque y
elimine el cobre que hay en ellas.

Pasados unos minutos, podrémos observar como el liquido revelador, va intensificando su color a
medida que la placa se va desprendiendo de su resina hasta hacerse visibles las zonas que han
conservado la resina.

Una vez hecho esto, sacamos la placa del liquido revelador y la enjuagamos con agua del grifo,
para posteriormente secarla con papel.

Una vez comentado lo anterior, sumergimos la placa en la bandeja del liquido atacante, el acido
que ésta contiene atacara y disolvera en unos minutos el cobre de las zonas que no han sido
protegidas por el liquido revelador.

Finalmente, tan solo nos quedara enjuagar bien la placa ya revelada y secarla bien.

En la imagen previa, podemos observar como es el liquido revelador de PCB (izquierda) y el
liquido atacante (derecha).

Tras el revelado de la PCB, sobre el circuito impreso alin permanece una capa de resina que protege
al cobre de la oxidacion. Esta capa nos impide soldar las pistas de cobre con los componentes del
circuito o los cables que van a cada uno de los PADS, por lo que debemos proceder a su
eliminacién mediante el uso de acetona.

El siguiente paso (solo para la placa general que es la que necesita soldar componentes) sera
taladrar los PADS de cada uno de los componentes que componen la placa general del dispositivo.
Estos PADS se corresponden con las patas de cada uno de los componentes que se incluyen en la
placa.

88



Una vez hecho todo lo anterior, pasamos al proceso de soldadura. Para llevar a cabo todas y cada
una de las soldaduras, se va a utilizar estafio.

Una vez acabadas todas las soldaduras, podemos dar por concluido el proceso de fabricacion,
aunque siempre es recomendable hacer comprobaciones antes de la puesta en funcionamiento del
circuito, para evitar que haya cortos 0 malos contactos entre los componentes, debido a una mala

soldadura.

Dichas comprobaciones se han realizado con un multimetro, comprobando continuidad, con el
objetivo de comprobar una correcta conexion de todos los componentes.
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Anexo E: Pruebas realizadas con ADN:

Para no extender mucho la memoria, decidimos incluir en un anexo las pruebas que se realizaron en el
dispositivo con ADN de verdad y no con tinta como mostramos en la memoria del proyecto.

A continuacion, se va a mostrar el resultado de realizar la electroforesis a ADN de verdad y se indicara
al final como se veria todo con la incidencia de la luz ultravioleta sobre el gel con el ADN migrado.

Imagen del ADN recién vertido en los pocillos:

Imagen del ADN después de 2 minutos de electroforesis:




Imagen del ADN después de 4 minutos de electroforesis:

Imagen del ADN después de 6 minutos de electroforesis:
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Imagen del ADN después de 8 minutos de electroforesis:

Imagen del ADN después de 10 minutos de electroforesis:
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}
'
'8

N e

92



Imagen del ADN después de 12 minutos de electroforesis:

Imagen final del proceso después de aplicarle luz ultravioleta:

Ahi se puede apreciar
como la banda de
ADN a medida que se
va migrando, va hacia
abajo.

Para concluir, se ve como a lo largo del tiempo, en las sucesivas imagenes, la migracion se realiza de
forma eficiente y en la Gltima imagen con la indicencia de la luz ultravioleta, podemos apreciar bandas
hacia abajo del gel, de un color fosforescente, sefial de que el ADN se ha estado migrando del polo
negativo al positivo del gel, teniendo una mayor velocidad las particulas pequefias que las grandes, ya
que estas encuentran una mayor dificultad para atravesar el gel.
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