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Resumen

En este Trabajo Fin de Grado se detalla el proceso de disefio y verificacion de una interfaz electronica que
permita la comunicacion electronico-neuronal. Esta interfaz forma parte de un proyecto multidisciplinar
llamado BIOLOP.

El documento comenzara con una descripcion del proyecto general dando unos conocimientos generales de su
funcionamiento para comprender las conexiones de los distintos modulos y como afectan a la interfaz
electronica.

Después se detallara el disefio y realizacion de cada uno de los bloques que hacen posible la comunicacién con
las células. Circuitos de potencia para alimentacion e iluminacion, sistemas de estimulacion, circuitos de
adaptacion de medidas y amplificacion de las sefiales neuronales de entrada utilizando un INA333 queriendo
conseguir una ganancia 10.000 para poder trabajar mejor con las sefiales.

Por ultimo se detallara el disefio de la interfaz electronica integrando todos los bloques mencionados
anteriormente y verificando el correcto funcionamiento del conjunto.

El mayor problama que se encontrara en el proyecto es el ruido inducido en los circuitos de amplificacion, por
lo que se espera que gracias a la integracion en la interfaz electronica este ruido se vea reducido.






Indice

Agradecimientos
Resumen

indice

indice de Tablas
indice de Figuras
Acrénimos

1 Introducciéon
1.1  Objetivos
1.2 Motivacion del proyecto
1.3 Estructura del documento

2  Proyecto Biolop
2.1  Marco de trabajo
2.2  Descripcion del sistema
2.2.1 Mddulo de adaptacion
2.2.2 Mdédulo de microfluidica
223 Mddulo de cultivo
224 Mddulo de electrénica y monitorizacion
2.3 Distribucion electrodos

3  Ampilificacion y Estimulacion
3.1  Estudio previo
3.1.1 Solucién para el nivel de ruido
3.1.2 Solucién para nivel DC offset
3.1.3  Amplificador de instrumentacion
3.2 Disefio
321 INA333
3.2.2 Circuito de amplificacién
3.23 Estimulacion
3.24 Simulaciones
3.3 Pruebas realizadas
33.1 Pruebas de estimulacién
3.3.2 Pruebas de amplificacién

4  Circuitos de Adaptacion y Electrénia de Potencia

XI

vii

Xl
Xl
XV
Xvil

Co O 0o 1 N W W N R R R

N NNRRRRRRRRR @R
P P QOQNOOUPMINNPRPELRPRPEPL,OO

25



4.1  Circuitos de adaptacion

4.1.1 Medida de temperatura

41.2 Circuito de acondicionamiento VREF
4.2  Electrdnica de Potencia

4.2.1 Microcalentadores

4.2.2 LEDs

5 Interfaz Electrénica
5.1 Disefo
5.11 Restricciones
5.1.2 Disefio esquematico
5.1.3 Disefio PCB
5.2 Pruebas

6 Conclusiones
6.1  Posibles mejoras

Anexo A: Conexiones Interfaces
Anexo B: Simulaciones
Anexo C: Circuito Esquematico

Referencias

25
25
26
27
27
28

29
29
29
30
31
33

37
37

39
43
47
49



INDICE DE TABLAS

Tabla 2-1: PInout de 108 diSPOSILIDOS ...vevvrviviirieiiiiisiiiisieesisie st st st st st se st nes 7
Tabla 3-1: Relacion sefial entrada/salida de las simulaciones del modelo I ..., 18
Tabla 3-2: Relacion sefial entrada/salida de las simulaciones del modelo 2 ..., 19
Tabla 3-3: Relacion sefial entrada/salida de las simulaciones del modelo 3 ..., 19

X1






Figura 2-1:
Figura 2-2:
Figura 2-3:
Figura 2-4:
Figura 3-1:
Figura 3-2:
Figura 3-3:
Figura 3-4:
Figura 3-5:
Figura 3-6:
Figura 3-7:
Figura 3-8:

Figura 3-9

INDICE DE FIGURAS

Diagrama de bloques del proyecto BIOLOP

a) Vista transversal b) Vista superior del proyecto BIOLOP

Partes del modulo de electronica y sus conexiones

Esquema con la distribucion de los electrodos en el modelo A y modelo B
Esquematico de un INA

Esquema y pinout de INA333

Model amplificacion 1

Modelo amplificacion 2

Modelo amplificacion 3

Simulaciones modelo 1 con amplitud de 50V (a), 200uV (b), 350pV (c) y 500uV (d)
Relacion ganancia-frecuencia en INA333

Relacion ganancia-tiempo de establecimiento en INA333

: Simulacion modelo 1 con amplitud de entrada S0uV y duracion de pulso 25ms

Figura 3-10: Simulacion modelo 1 con amplitud de entrada 1,50mV y duracion de pulso 1ms

Figura 3-1

1: Bode modelo 3

Figura 3-12: Montaje prueba modelo 2

Figura 3-13: Salida amplificada con entrada de 400mVpp frecuencia SOHz, modelo 2

Figura 3-14: Montaje prueba modelo 3

Figura 3-15: Salida amplificada con entrada 200mVpp frecuencia 150Hz, modelo 3

Figura 3-16: Andlisis en frecuencias, FFT

Figura 4-1:
Figura 4-2:
Figura 4-3:
Figura 4-4:
Figura 4-5:
Figura 4-6:
Figura 4-7:
Figura 5-1:
Figura 5-2:
Figura 5-3:
Figura 5-4:

Figura 5-5

Circuito de adaptacion para NTC

Circuito de acondicionamiento de VREF

Analisis paramétrico para las capacidades

Respuesta del circuito a picos de S0mV

Respuesta del circuito a picos de 1V

Circuito microcalentador

Circuito estimulacion por LEDs

Captura del PCB de la interfaz electronica

Montaje de la prueba realizada con la interfaz electronica

Salida amplificada con entrada 10mVpp frecuencia 210Hz, interfaz electronica
Salida amplificada entrada 500mVpp frecuencia 28Hz, interfaz electronica

: Analisis FFT con frecuencia de 16Hz de la sefial de entrada

XV

o N Wn B~

12
14
15
15
16

18
18
19
19
20
22
22
22
23
23
25
26
26
26
27
27
28
32
33
33
34
34


file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961683
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961684
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961685
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961686
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961687
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961688
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961689
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961690
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961691
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961692
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961693
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961694
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961695
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961696
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961697
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961698
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961699
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961700
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961701
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961702
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961703
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961704
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961705
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961706
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961707
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961708
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961709
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961710
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961711
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961712
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961713
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961714

Figura 5-6: Pruebas de las pruebas de iluminacion de los leds en la interfaz electronica

Figura 5-7: Captura de los dipolos antes y después de la amplificacion en la interfaz electronica
Figura 5-8: Respuesta de la interfaz electronica con una entrada de 72,5Hz y amplitud 70mVpp
Figura A-1: Mddulo de cultivo y conexiones con la interfaz electronica

Figura B-1: Esquema del modelo 1 en TINA-TI

Figura B-2: Esquema del modelo 2 en TINA-TI

Figura B-3: Esquema del modelo 3 en TINA-TI

Figura B-4: Simulaciones modelo 2 con amplitud de S0V (a), 200uV (b), 350uV (c) y 500uV (d)
Figura B-5: Simulaciones modelo 3 con amplitud de S0V (a), 200uV (b), 350uV (c) y 500uV (d)

Figura C-1: Captura del esquema implementado en Altium Designer

34
35
35
39
43
43
43
44
45
47


file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961715
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961716
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961717
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961718
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961719
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961720
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961721
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961722
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961723
file:///C:/Users/paula/Desktop/Documentacion/04-04-16%20MI%20TFG/TFG%20-%20Paula%20Roldán%20García%20v4.docx%23_Toc454961724

Acronimos

AC
ADC
ASIC
BioMEMS
CNN
CMOS
DAQ
DC
ENG
FFT
INA
LED
MEA
NTC
PBS
PCB
PDMS
PWM
SNR
SPICE
FPGA

Alternating current

Analog Digital Converter
Application-specific integrated circuit
Biomedical or Biological microelectromechanical systems
Center for Network Neuroscience
Complementary metal-oxide-semiconductor
Data Acquisition

Direct Current

Electroneugrama

Fast Fourier Transform

Instrumentation Amplifier

Light-emitting diode

Microelectrode array

Negative Temperature Coefficient
Phosphate Buffered Saline

Printed Circuit Board

Polidimetilsiloxano

Pulse Width Modulation

Signal to noise ratio
Simulation Program with Integrated Circuits Emphasis

Field Programmable Gate Array

XVII






1 INTRODUCCION

1.1 Objetivos

En el Departamento de Electronica de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria se esta llevando a cabo un
proyecto multidisciplinar del plan nacional llamado “BIOLOP”, cuyo objetivo es la realizacion de una interfaz
que permita interactuar con neuronas in vitro. Para ello, se realiza un cultivo celular que garantice el
crecimiento y mantenimiento de dichas células y que permita estimularlas y recoger sus sefiales.

Este Trabajo Fin de Grado se encuadra dentro de BIOLOP y se centra en el disefio y puesta en marcha de una
interfaz electronica encargada de diversas funciones como son generar estimulos de control, integrar circuitos
de adaptacion, conectar diferentes moédulos del proyecto y procesar las sefiales generadas por las células.

Debe cumplir con la necesidad de un bajo consumo de energia, trabajar en un bajo rango de frecuencia,
conseguir una cancelacion del ruido, manejar sefiales de amplitud pequefia e integrar la electronica en un
espacio reducido debido a los requisitos del proyecto global.

1.2 Motivacion del proyecto

El cerebro humano es el drgano mas complejo conocido, consta de 100 mil millones de neuronas capaces de
generar impulsos nerviosos y transmitirlos a sus neuronas vecinas. Aunque a dia de hoy disponemos de
grandes avances en la investigacion cerebral, sabemos poco acerca de la generacion de patrones y casi nada de
como los procesa.

El rapido avance de la tecnologia y los BloMEMS ha favorecido al desarrollo de sistemas compactos e
innovadores para la investigacion neurobioldgica, surgiendo de esta forma estudios enfocados en la ingenieria
neural, rehabilitacion y ciencia del cerebro, pero no entenderemos como este 6rgano procesa la informacion
hasta que no comprendamos el procesamiento de patrones en pequefias redes de células nerviosas.

Estos sistemas avanzados estdn compuestos por circuitos electronicos con diversas funcionalidades y una
matriz de electrodos biocompatibles con una alta densidad de registro (MEA) [1] [2] [3] [4], de esta forma se
puede depositar el preparado de células a estudiar en el MEA y registrar masivamente datos de la dinamica
interna de las redes celulares mediante la electronica. La empresa lider en el mercado mundial en este campo
es Multichannel Systems con 20 afios de experiencia [5], su objetivo es el desarrollo de instrumentacion de
medicion precisa para el campo de la electrofisiologia en universidades y en la industria farmacéutica.

El CNNs en la Universidad del Norte de Texas es una organizacion orientada al estudio de los mecanismos
fundamentales del sistema nervioso, centrandose en pequefias redes cultivadas en MEA que ofrecen sistemas
de andlisis y deteccion de productos quimicos y toxinas [6] [7] [8]. Se ha establecido que estas redes son
farmacologicamente muy similares al tejido primario, lo que permite aplicaciones en los campos de la
toxicologia industrial y ambiental, desarrollo de fArmacos, y biosensores basados en tejidos.

Dado el enorme progreso en los ultimos afios, las células nerviosas in vitro ya no pueden ser consideradas
diferentes de las células nerviosas in vivo, al menos farmacologicamente [9]. Con un mayor avance, redes in
vitro seran aceptadas como entidades funcionales y dinamicas que pueden proporcionar informacion nica y
util en un amplio rango de aplicaciones.



Introduccion

1.3 Estructura del documento

En esta memoria se describira el trabajo realizado, apoyando el texto con imagenes, graficas y tablas, siempre
que sea conveniente.

En este capitulo se introduce el proyecto, sin entrar en demasiados detalles, dejando la descripcion del
proyecto BIOLOP y el alcance de la interfaz electronica a disefiar para el segundo capitulo.

En el tercer y cuarto capitulos, se describira con mas detalle cada uno de los bloques que componen la interfaz
electronica, mostrando los calculos tedricos, simulaciones y pruebas realizadas en cada uno de ellos.

En el quinto capitulo se recogeran las restricciones y decisiones de disefio que se han adoptado para la interfaz
electronica, los recursos software y hardware que han sido necesarios a la hora de implementar este proyecto y
los resultados obtenidos a través de las pruebas.

En el sexto capitulo, para finalizar, se comentaran los resultados generales y conclusiones que se pueden
obtener de las pruebas, asi como las posibles mejoras y las futuras lineas de trabajo.

Se han incluido unos indices de figuras y tablas y un listado de acronimos para facilitar la lectura. En cuanto a
las referencias en las que se apoya el documento se especifican en el texto si hay correspondencia directa, es
decir, cuando el texto escrito es resultado de una sola fuente o si se trata de una entidad se muestran varias
referencias de los estudios que llevan a cabo. En el caso de no ser asi y que varias fuentes contribuyan de
forma equitativa, éstas se incluiran al final del documento para hacer mas legible el texto escrito.



2 PROYECTO BIOLOP

21 Marco de trabajo

La necesidad de reducir el tiempo, coste y nimero de animales utilizados en los ensayos de toxicidad ha
contribuido a la disminucién progresiva de los ensayos in vivo' aumentando el uso de ensayos in vitro?,
modelos celulares y especies alternativas, al mismo tiempo que se incluyen métodos computacionales de
calculo de prediccion que incorporan conocimientos sobre las vias de toxicidad. Es posible abordar el estudio
mediante un sistema in vitro y posteriormente extrapolarlo a un ixn vivo.

Los dispositivos MEA permiten registrar la actividad eléctrica extracelular de un gran nimero de tejidos
eléctricamente activos en lugares individuales. Se usan tejidos biologicos excitables como puede ser tejido
cardiaco, cultivos primarios de tejido del sistema nervioso de diversas regiones o retinas.

Estos dispositivos consisten en laminas de vidrio o “chip” con una matriz de microelectrodos biocompatibles
integrados aislados entre si y fabricados o recubiertos con materiales conductores como puede ser paladio,
oxido de indio y estafio u oro.

Los microelectrodos son dispuestos en cuadricula ocupando un area 0,2-2 mm? variando el nimero, tamafio y
disposicion de ellos segun el criterio de disefio y la aplicacion que vaya a tener, quizés interese recoger un
mayor mimero de sefiales en una zona determinada. En cuanto a su forma, deben ser planos para permitir el
cultivo de una capa de células o tener una disposicion tridimensional que permita la penetracion de los
electrodos a través de las capas externas de las células.

El terminal opuesto de cada electrodo hace contacto con un amplificador externo, que retransmite las sefiales
eléctricas a un ordenador para la conversion analogica—digital, filtrado, deteccion de sefial, almacenamiento y
andlisis. El patrén espacio—temporal de la actividad eléctrica es crucial ya que proporciona informacion
importante respecto a la estructura y funcion de la red dificil de obtener con técnicas electrofisiologicas.

En muchos casos, la actividad registrada es espontanea, sin embargo es posible utilizar sistemas que generen
impulsos utilizando los electrodos como electrodos de estimulacion [10]. Esto permite el registro de la
modificacion del potencial eléctrico producido por el sistema nervioso en respuesta a una estimulacion externa
(potencial evocado) y hace posible el estudio de la plasticidad sinaptica — propiedad que emerge de la
naturaleza y funcionamiento de las neuronas cuando establecen comunicacion y modula la percepcion de los
estimulos del medio, tanto los de salida como los de entrada [11] —.

Las primeras pruebas grabadas por los MEA son las tensiones extracelulares donde se puede analizar
independientemente cada forma de onda viendo los cambios en amplitud y duracion. Sin embargo, con el
aspecto espacio—temporal podemos obtener mas informacion de la actividad obtenida como puede ser el
aumento general de la red, las tasas de rafagas o la tasa de potencial de accion “spikes” y los grupos de
potencial de accidon “bursts” grabados en cada electrodo. El potencial de accion (o impulso eléctrico) es la
onda de descarga eléctrica que viaja a lo largo de la membrana celular modificando su distribucion de carga
eléctrica. Se utiliza en las células del sistema nervioso para comunicarse entre ellas o para enviar mensajes
desde células nerviosas a otros tejidos corporales.

! Caracterizacion y andlisis de biomoléculas y sistemas bioldgicos en organismos intactos.

2 Manipulacién de organismos, tejidos, células y biomoléculas en ambientes artificiales y controlados.
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Otros parametros calculables mediante software pueden ser la duracion de las rafagas y el nimero o porcentaje
de picos en una rafaga. También pueden incluirse medidas mas complejas de la red como autocorrelograma,
correlograma cruzado o modelos probabilisticos sofisticados de conectividad de red [9].

En conclusion, un MEA es una plataforma de alto contenido que puede proporcionar informacion detallada
con respecto a los cambios en el funcionamiento de redes neuronales expuestas a ensayos.

2.2 Descripcion del sistema

BIOLOP se crea con el objetivo de interactuar con neuronas in vitro mediante una interfaz electronica, para
ello se disefia un dispositivo que permita cultivar las neuronas y al mismo tiempo estimularlas y recibir las
sefiales emitidas. Debido a la complejidad de dichas células se trabaja inicialmente con retinas de ratones
RD10 estudiando la retinitis pigmentaria® y se intenta frenar la degeneracién mediante la estimulacion de los
fotorreceptores.

Una vez el disefio haya sido verificado con retinas y se haya comprobado que el sistema funciona segun lo
esperado se realizaran pequefias modificaciones y sera posible el estudio con neuronas.

Con el fin de llevar a cabo el cultivo celular y asegurar la supervivencia de las células durante un tiempo
prolongado, se aplica un flujo continuo de medio? garantizando el aporte de nutrientes a las celulas a la vez que
se retiran los desechos producidos. El medio se inyecta mediante una bomba de jeringa, recorre el cultivo y se
desecha a la salida.

De no ser asi se agotarian los nutrientes y se acumularian los desechos, teniendo que eliminar el medio
mediante aspiracion y reemplazarlo por uno fresco constantemente, con la consiguiente pérdida de autonomia.

Para poder estudiar el comportamiento de las células frente a distintos estimulos, se dispondra de una placa de
circuito impreso adaptada que integra cuatro cavidades a las que llegara el medio uniformemente en las
condiciones adecuadas. La estimulacion se realizara a eleccion del usuario mediante la electronica y las
sefiales emitidas por las neuronas seran recogidas y procesadas en esta misma electronica.

Se necesitan competencias en varios campos de estudio como es biomedicina, microfluidica o electronica.
Para conseguirlas se constituye un grupo multidisciplinar, donde el estudio del medio y las técnicas de cultivo
son llevados a cabo por la compatfiera de biomedicina.

Debido a la magnitud del proyecto es necesario desacoplarlo en modulos mas sencillos e independientes
(Figura 2-1) facilitando la depuracion de errores y aumentando el ritmo de trabajo.

[ N
S :> ADAPTACION K  MicROFLUIDICA <:> CULTVO
MERIO @ @ MICROSCOPIO
ELECTRONICA (:::) @

MONITORIZACION

Figura 2-1: Diagrama de bloques del proyecto BIOLOP

3 Degeneracion progresiva de la retina que produce la pérdida de las principales células que la forman: los conos y los bastones

4 Solucion que cuenta con los nutrientes necesarios para permitir, en condiciones favorables, el crecimiento de virus, microorganismos,
células o tejidos vegetales.
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Se dara una breve descripcion de los distintos modulos que componen el proyecto y se hara hincapié en las
conexiones entre ellos (Figura 2-2). Se terminara el capitulo explicando con mas detalle la interfaz electronica
a disefiar en este Trabajo Fin de Grado.

Todos los modulos estan unidos entre si mediante tornillos para evitar cualquier fuga y como método de
alineacion.

Microfluidica

a)

@ FrR4 [ Medio @ Hilodeoro

@ Cobre () PDMS microfluidica @ Tubo conexidn

[ PDMS @ Conector @ Membrana

@ Metacrilato @ Caja metalica A Célula
Electrénica Cultivo

Microfluidica

Adaptacion
@ FRrR4 @ Tubo conexidn @ Caja metalica
@ Metacrilato @ Conector interfaz () Mbdulo adaptacién

@ Cobre y componentes (@ Cable conexidon

Figura 2-2: a) Vista transversal b) Vista superior del proyecto BIOLOP

221 Moddulo de adaptacion

El primer modulo se encarga de preparar el medio en las condiciones adecuadas y hacerlo llegar al cultivo
conectandose con el médulo de microfluidica (apartado 2.1.2) mediante unos tubos dimensionados. Como se
opta por un flujo continuo, el medio desechado a la salida volvera a este médulo dando la posibilidad de
comparar las condiciones del medio en la entrada y salida, conociendo asi el estado de las células.

Gracias a un mezclador se combinan las sustancias de entrada produciendo el medio necesario y se llevan por
un microcanal sobre un microcalentador y un sensor de temperatura que realizan el control térmico.
Ya que el medio se estudia previamente para que las células dispongan de los nutrientes necesarios, el tinico
parametro a controlar es la temperatura, manteniéndola a 37+1°C se cumpliran todos los requisitos.

Este modulo esta conectado con la electronica (apartado 2.1.4), recibiendo la alimentacion necesaria para el
microcalentador. A su vez, el modulo de electronica tendra los circuitos de adaptacion para las medidas y
servird como interfaz frente a la monotorizacion. En la figura 2-2-a, no se representa este modulo para mostrar
de forma mas clara las capas del proyecto.
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2.2.2 Mobdulo de microfluidica

Este segundo médulo se encarga de recibir el medio desde el modulo de adaptacion, llevarlo uniformemente a
las células que se encuentran en el modulo de cultivo (apartado 2.1.3) y devolverlo al médulo de adaptacion.
La conexién con el modulo de cultivo se hace depositando una membrana Millicell entre ambos, gracias a la
porosidad de la misma las células podran alimentarse.

Constara de un circuito microfluido fabricado en PDMS que distribuya el medio de manera uniforme por el
microcanal y una pieza de metacrilato con una hélice ferromagnética integrada. Si se sitiia un motor giratorio
con un iman fuera del dispositivo, se lograra recircular el medio haciendo que llegue a todas las cavidades y
evitando el estancamiento. El flujo sera continuo y se fijara un caudal de entrada suficiente para mantener con
vida a las neuronas.

2.2.3 Modulo de cultivo

Las células se depositaran en este modulo estando en contacto con el medio a través de la membrana y con los
electrodos encargados de estimularlas y recibir sus sefiales. También estaran en contacto con el microscopio
para realizar el estudio pertinente.

El objetivo de este modulo es integrar electrodos en una placa de circuito impreso con cuatro cavidades de
PDMS sobre las que se encontraran las células.

Los electrodos se realizaran con un proceso de wire-bonding entre las cavidades y los pads de conexion con el
modulo de electronica (apartado 2.1.4), estos hilos de oro de 25um de diametro estaran embutidos en PDMS.

Para verificar que el medio sigue en las condiciones adecuadas y rectificar si se ha producido una variacion en
el recorrido, se realizara un control térmico incluyendo microcalentadores y un sensor de temperatura.

224 Mobdulo de electronica y monitorizacion

En este tercer mddulo se implementara la electronica necesaria para el proyecto dividiéndola en bloques segin
las aplicaciones. En la figura 2-3 se puede ver un esquema con las partes que componen la electronica y sus
conexiones con los modulos del proyecto, a continuacion se hara una breve descripcion de dichos bloques.

o FEstimulacion: Sera el encargado de estimular las células. Dado que el proyecto comienza trabajando
con retinas, se estimulara tanto por tension o corriente como por luz. Cuando se pase a trabajar con
neuronas la estimulacion se realizara solo por corriente.

o Flectronica de potencia: Integra la electronica necesaria para controlar la estimulacion por luz y la
electronica encargada de alimentar los microcalentadores de los modulos de adaptacion y cultivo.
Como observacion, requiere potencia y habra que alejarlo del resto de la electronica.

o Circuitos de adaptacion: Electronica necesaria para adaptar las medidas de temperatura realizadas
mediante un termistor NTC en los modulos de adaptacion y cultivo y otros circuitos requeridos por la
interfaz.

e Adaptacion de serial: Gracias a los electrodos del modulo de cultivo, se recibiran las sefiales
extracelulares de baja amplitud. Se necesitaran circuitos de adaptacion y amplificacion de sefial.

Todos los bloques que componen la electronica estaran conectados al médulo de monitorizacion para realizar
la labor de control. En los siguientes puntos de esta memoria se detallaran cada uno de ellos haciendo
referencia al disefio y simulacion.
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e —

Circuitos de
adaptacion

ADAPTACION | @ — CULTIVO
g Monitorizacién %

<: Electrénica de Adaptacion de
potencia sefial

Figura 2-3: Partes del médulo de electronica y sus conexiones

Estimulacion

El médulo de monitorizacion consiste en dos tarjetas de adquisicion de datos (DAQ) de National Instruments,
modelo NI USB-6211 y NI USB-6009 conectadas a un ordenador con el entorno de desarrollo LabView
facilitando la visualizacion y codificacion de los sistemas de control. Estas tarjetas se encuentran en la Escuela
Tecnica Superior de Ingenieria a disposicion de BIOLOP.

El médulo USB-6211 ofrece un muestreo mas rapido, medidas mas precisas y permite transferencia de datos
bidireccional a alta velocidad. Tiene una velocidad de muestreo de 250kS/s, disparo digital y dos
contadores/temporizadores. [12]

El modulo USB-6009 ofrece una funicionalidad DAQ basica para aplicaciones como registro de datos simple,
medidas portatiles y experimentos académicos de laboratorio. [13]

Tabla 2-1: Pinout de los dispositibos

Modelo Entradas analogicas Salidas analogicas E/S Digitales
USB-6211 16 2 8
USB-6009 8 2 11

Ademas ambos dispositivos incluyen un pin de +5V teniendo una limitacién en corriente de S0mA el modelo
USB-6211 y de 200mA el modelo USB-6009.

También incorporan salida analogica de 5V, salida analogica de 2,5V y referencia a tierra. En el caso del
modelo USB-6211 encontramos referencia a tierra digital destinada a las E/S digitales, referencia a tierra
analogica de salida para las sefiales de salida analogica y una referencia a tierra analogica de entrada destina a
la realizacion de medidas. Las tres referencias a tierra se encuentran conectadas en el dispositivo.

Las conexiones del médulo de electronica con el modulo de monitorizacion pueden verse de forma mas
detallada en el Anexo A.



Proyecto Biolop

2.3 Distribucion electrodos

Tal como se ha visto en el apartado 2.2 la zona de cultivo estard dividida en 4 areas (también denominadas
pocillos) para poder estudiar el comportamiento de las células frente a distintos estimulos. Se tendran un total
de 46 conexiones: 10 conexiones por pocillo, 4 conexiones para el microcalentador y 2 conexiones para la
NTC encargada de medir la temperatura.

Ya que se desconoce la tension a la que se encuentra el medio en el cultivo, necesitaremos electrodos que fijen
este medio a una tension determinada. Para ello emplearemos un electrodo de cada pocillo, utilizando un total
de cuatro electrodos. Se empleara una tension de 2,5V dada por las tarjetas de National Instruments (apartado
2.2.4) siguiendo la técnia DC clamping descrita en el apartado 3.1.2 para solucionar los problemas de DC
offset. Para mas informacion sobre la distribucion o conexiones de las tarjetas, consultar el anexo A.

Las nueve conexiones restantes de cada pocillo se emplearan para dos tareas: Cuatro de ellos para estimular las
células y cinco para adquirir las sefiales. Para estudiar como afecta en la medida la distancia entre los
electrodos y la proximidad de la estimulacion, se han dispuesto dos modelos con distintas distribuciones de las
electrodos tal como se muestra en la figura 2-4, aplicando el modelo A en dos de los pocillos y el modelo B en
los dos restantes.

En el siguiente capitulo se justificaran las estructuras utilizadas para cada una de estas funciones.

- - Amplif “ o x Tension c -
Estimulo Amplif A Amplif Estimulo Estimulo Amplif oot Amplif Estimulo
l i i v 4 l

: : Tension = 5 e Amplif < >
Amplif Estimulo Rt Estimulo Amplif Amplif Estimulo ot Estimulo Amplif

l

Figura 2-4: Esquema con la distribucion de los electrodos en el modelo A y modelo B






3 AMPLIFICACION Y ESTIMULACION

la estimulacion y de la adquisicion de sefial. Para contextualizar, se introducira el capitulo con un
estudio previo de los sistemas empleados en los cultivo in vitro para realizar dichas tareas. Después,
se desarrollaran los bloques profundizando en el disefio, simulaciones y pruebas llevadas a cabo.

En este capitulo se describirdn con mayor detalle los bloques de la interfaz electronica encargados de

3.1 Estudio previo

Como se ha visto en el apartado 2.1 los sistemas in vitro realizados hasta ahora constan de un MEA o zona
destinada al cultivo de las células y un médulo externo destinado a la amplificacion de las sefiales registradas.

Los electrodos recogen sefales extracelulares (ENG) de bajas frecuencias (10-10kHz) y amplitudes
pequefias (5-500nV) determinadas por la distancia entre el electrodo y el cuerpo de la célula [14]. En la
practica es muy dificil controlar esta distancia, lo cual deriva en dos problemas: Se necesita una amplificacion
con bajo nivel de ruido y una cancelacion del nivel DC offset generado por la interfaz electrodo—tejido.

Teniendo en cuenta estos dos aspectos se puede pasar al disefio de la amplificacion en si.

Todos los circuitos propuestos realizan una medida diferencial, se amplifica la sefial de entrada respecto a
tierra comun [3] o bien respecto a un electrodo del cultivo utilizado como referencia [15] [16]. En todos los
casos se disefia un ASIC empleando tecnologia CMOS con diversas técnicas de realimentacion o filtrado para
amplificar las sefiales.

Un disefo interesante a implementar es un amplificador de intrumentacion (INA) caracterizado por su alto
rechazo al modo comun (CMRR), una alta impedancia de entrada lo cual conlleva a una forma efectiva de
recoger una sefial débil y una baja impedancia de salida para que su ganancia no se vea afectada a la carga que
se conecte a la salida. Estos circuitos se utilizan principalmente para amplificar sefiales muy pequefias en
ambientes ruidosos, procesos industriales, medicion, adquisicion de datos y aspectos biomédicos. [17] [18]

En cuanto a la estimulacion, se produce tanto por corriente como por tension generando breves pulsos
rectangulares con duracion entre 0,2ms y 3s con diferentes amplitudes. Se aplican modelos monopolares,
bipolares o tri-polares, la ventaja del modelo bipolar frente al monopolar es su menor sensibilidad a posibles
interferencias ya que se realiza la estimulacion entre dos electrodos proximos de la matriz.

Se encuentran diferentes amplitudes en los pulsos aplicados tanto para corriente como para tension.

Estimulacion por corriente:
e Amplitud de 125nA-512pA [16]
e Amplitud de 0,01mA—20mA con resolucion de 0,01mA [19]
e  Amplitud de 40uA—-320pA [10]
Estimulacion por tension:
e Se emplea una senoidal con amplitud 2mVpp y frecuencia 1kHz [17]

e  Pulsos con amplitud de hasta 3V con duracion 0,5ms y frecuencia 10kHz [20]

10
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3.1.1  Solucion para el nivel de ruido

Para abordar el primer problema hay que considerar el empleo de tecnologia CMOS para la amplificacion. El
mosfet tiene un ruido inherente de valor 1/f dominante en frecuencias bajas (siendo f la frecuencia de trabajo)
en las que se encuentra ENG, esto implica una SNR muy pobre. La solucion adoptada en la mayoria de los
casos es el disefio de un ASIC que suprima el ruido ambiente [21].

Uno de los disefios propuestos para ello consiste en un pre-amplificador, buffer y filtro paso bajo. El objetivo
es modular la sefial en el pre-amplificador a una frecuencia mas alta que el ruido flicker del amplificador
empleado en el buffer consiguiendo un SNR mas alto pero con un mayor consumo de energia para poder
funcionar a frecuencias mas altas. [14].

e El pre-amplificador es totalmente diferencial con el objetivo de eliminar el ruido de la entrada
considerada la parte mas sensible del sistema.

e Fl buffer es disefiado para tener una baja disipacion de potencia y bajo ruido. Consiste en un
amplificador de una sola etapa con drenaje comun que permite al filtro de la proxima etapa operar en
el rango adecuado.

e  Filtro paso bajo elimina el ruido de alta frecuencia en las bandas no deseadas.

3.1.2  Solucion para nivel DC offset

Para solucionar el DC offset generado encontramos entre otras estas 3 soluciones [15]:

e DC clamping consiste en fijar y mantener el potencial de membrana de la célula® a un valor deseado
afiadiendo la corriente necesaria. Puede hacerse mediante la fijacion de voltaje utilizando un solo
electrodo o dos microelectrodos, segin requieran las condiciones. Por ejemplo, si el tamafio de las
células a estudiar es reducido, bastara con un solo electrodo.

e Aifiadir una capacidad de acoplamiento para enviar solo la sefial AC de un elemento del circuito a otro.
La capacidad bloquea la sefial DC en la entrada del segundo elemento dejando pasar solo la sefial AC.
Las sefales de baja frecuencia encuentrarian una alta impedancia, por lo que seran bloqueadas, al
contrario de lo que ocurre con las sefiales de mayor frecuencia que pueden pasar con facilidad.

e Modulacion Chopper consiste basicamente en modular la amplitud de la sefial utilizando una onda
cuadrada como portadora llevando la sefal a frecuencias mas altas donde no haya ruido 1/f. Después
de la amplificacion, la sefial se demodula volviendo a la banda base. Finalmente se aplica un filtro

paso bajo con una frecuencia de corte ligeramente superior al ancho de banda de la sefial de entrada.
[22]

5 Diferencia de potencial entre ambos lados de la membrana celular
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3.1.3 Amplificador de instrumentacion

Un INA es un amplificador diferencial constituido por tres R R

. ) A Vo A R 3
amplificadores operacionales (figura 3-1) que elimina la
necesidad de crear una adaptacion de impedancia a la entrada
y ofrece la posibilidad de ajustar la ganancia del circuito
variando una sola resistencia. Se puede construir o disefar a
base de componentes discretos o bien adquirirlo encapsulado.
[23]

out

Los amplificadores operacionales se pueden dividir en dos

etapas principales: Una etapa pre-amplificadora constituida Ve
: ; S B R Ry
por los dos amplificadores situados a la izquierda y una etapa

diferencial con el amplificador situado a la derecha. [24] . .
Figura 3-1: Esquemaitico de un INA

En la etapa pre-amplificadora encontramos dos amplificadores no-inversores, la realimentacion regativa de

ambos establece una caida de tension en R ;. igual a la diferencia de tension entre V, y V,, produciendo una

gain
corriente |, a través de la resistencia. Dado que los circuitos de realimentacion de los amplificadores de
entrada no producen ninguna corriente, |, pasard a través de las resistencias R, situadas encima y abajo de

Rgain (como puede verse en la figura 3-1) produciendo una caida de tension (3.1) entre los puntos A'y B.

2
Vysg=V,-V)) 1+R_R1 (3.1)

gain

El amplificador diferencial de la etapa amplificadora toma esta caida de tension V,  y la amplifica con una

ganancia G, = R, /R, teniendo un valor de resistencia de entrada R;, =2-R, . De esta forma, se consigue

una sefial a la salida (3.2).

Vout = 14 2% &(\/Z -V,) (3.2)

gain 2

Para simplificar los célculos se toma un valor de R, =R, dejando la etapa amplificadora con ganancia
unidad. Si se fijan las resistencias R, a un valor determinado, se puede modificar la ganancia del INA con solo

variar R ... . Hay que observar que el control de la ganancia no es linear ya que dicha resistencia se encuentra

gain
en el denominador (3.3). Podriamos cambiar los valores de otras resistencias, pero requeriria cambios en las
resistencias balanceadas para conseguir que el circuito permanezca simétrico.

Si quitamos R_,;,, dejando un circuito abierto, los amplificadores a la entrada se comportaran como buffers

gain
teniendo ganancia unidad. El circuito funcionara en esta situacion con la ganancia G, = R, /R, de la segunda

etapa unicamente y con una alta impedancia a la entrada.

A = 14 2R (3.3)

gain
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Idealmente, el INA debe amplificar solo la diferencia entre las sefiales a su entrada, ignorando cualquier
componente de modo comin. Aunque la ganancia ideal en modo comun es cero, en la practica no es asi

encontrando a la salida una sefial con ganancia diferencial A, y ganancia de modo comun A, (3.4). De esta
forma si las sefiales de entrada V| y V, son iguales, se encontrara a la salida una sefal distinta de cero. En la

ecuacion 3.4 se identifica V, conV_ y 'V, con 'V, .

Vout = Ad (V+ _V—) + % Acm (V+ +V—) (34)
_ Vout _ \ﬂ
A = Vv A V. (3.5)

Como se puede ver en la figura 3-1, A esta producida por un desajuste tanto en la proporcion R, / R, como

en la ganancia en modo comun de los amplificadores en la entrada. Es muy dificil conseguir un alto grado de
concordancia en las resistencias a la hora de fabricar estos circuitos [25].

El CMRR es una medida del rechazo que ofrece el amplificador a las sefiales de modo comun que aparecen
simultineamente en las entradas del amplificador. Se define por la siguiente ecuacion, donde V, hace

referencia a la tension de modo comun:

\Y

m out

CMRR(dB) = 20-log % :20-I09(M (3.6)

Conseguir un CMRR alto es importante en los circuitos diferenciales donde las tensiones comunes en las
entradas son vistas como ruido. Un amplificador ideal tendria un CMRR infinito.

El rechazo del modo comiin en la mayoria de los amplificadores de instrumentacion se incrementa con la
ganancia, ya que una mayor ganancia diferencial no supone un aumento de la ganancia en modo comtin. Por el
contrario el ancho de banda del CMRR disminuye con el incremento de la ganancia.

Por otro lado, las corrientes en las entradas del amplificador no son cero como ocurre en el modelo ideal. En
ambas entradas encontramos pequefias corrientes que difieren en una pequefia fraccion del orden de los
picoamperios, debido a los procesos de fabricacion. La corriente resultante se denomina intensidad de
polarizacion e introduce una nueva componente superpuesta a la sefial amplificada resultante a la salida. Para
analizar el efecto de dichas intensidades, se anulan las sefales restantes y se evalia la componente generada a
la salida. [26]

Gracias a la alta impedancia de entrada de los amplificadores de instrumentacion cuando se produzcan
cambios de tension en la entrada la variacion de la corriente de polarizacion sera muy pequefia.

Otra caracteristica importante de la alta impedancia de entrada del INA es que hace que la corriente de entrada
sea pequetia y el consumo se disminuya al menor posible. Ademas ayuda a tener un buen acoplamiento entre
etapas.
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3.2
3.2.1

Diseno

INA333

Las sefiales ENG recogidas por los electrodos del modulo de cultivo (apartado 2.2.3) deben ser amplificadas
eliminando el mayor ruido posible y el nivel de DC offset. Se opta por el uso de un amplificador de
instrumentacion, siendo implementado el encapsulado INA333 ajustando la ganancia a la maxima ofrecida.

V+

L

Rg | 1 8 I Rg
Vin 2 7 | V4
Vine | 3 6 | Vour .
vi [a 5 | REF '
Y. A 5 5 REF

\
VYV

INA333 N RFI Fittered Inputs

Figura 3-2: Esquema y pinout de INA333

El INA333 es un amplificador de instrumentacion de baja potencia, alta precision y ganancia ajustable (3.4).
Su pequefio tamafio y bajo consumo de energia hace este integrado ideal para aplicaciones portatiles.

100kQ2
R

9

G=1+ 3.4

Algunas de las caracteristicas que convierten en interesante a este integrado para el proyecto son:

CMRR minimo de 100dB.
Tension offset maxima de 25uV.
Corriente de polarizacion de +70pA.

Corriente de polarizacion méaxima de 200pA.
Bajo ruido 50nV /\/Hz .

Impedancia de entrada aproximada de 100GQ.
Trabaja con una fuente de alimentacion de 1,8-5,5V.
Reducido ruido en baja frecuencia de 1uVpp gracias a una técnica de auto-calibrado.

Se ajusta la ganancia (3.4) mediante una resistencia externa R conectada a los terminales 1y 8 en la

figura 3-2.
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La salida del amplificador de instrumentacion esta referenciada por el terminal REF (pin 5 en la figura 3-2)
normalmente conectado a tierra. Si se quiere ajustar el nivel de offset se aplicara una tension en dicho terminal.

La alimentacion del dispositivo también depende de esta referencia. Si alimentamos el dispositivo a 5V, la
tension aplicada a REF debe ser la mitad de la suministrada, si por el contrario no se quiere aplicar ninguna
tension en REF, se alimentara el integrado con +2,7V. Por las prestaciones de las tarjetas de National
Instruments (apartado 2.2.4) se opta por alimentar a 5V y poner una tension de referencia (VREF) en REF de
2,5V, ya que ambas tensiones son suminstradas por puertos de estas tarjetas.

Por este mismo motivo, los cuatro pocillos que componen el médulo de cultivo se encuentran polarizados a
2,5V consiguiendo asi que todo el conjunto tenga la misma tension de refencia.

3.2.2 Circuito de amplificacion

Como se ha visto en el apartado 2.3, cada pocillo tiene asignado cinco electrodos distribuidos asimétricamente
para adqusicion de sefial. Cada electrodo detectara una sefial celular distinta, por este motivo se integraran
tantos circuitos de amplificacion como electrodos haya para dicha tarea.

Se proponen 3 esquemas para amplificar las sefales celulares. Cada uno de ellos sera estudiado mediante
simulacion y pruebas.

e El primer modelo emplea un INA333 para amplificar la sefial detectada en el electrodo del modulo de
cultivo respecto a VREF, ya que es a la tension a la que se encuentra polarizado el cultivo (figura 3-3).
Ambas entradas se conectaran al amplificador mediante resistencias de 100k(D.

e FEl segundo modelo propuesto parte del primero e integra dos capacidades de acoplamiento en serie
con las resistencias ubicadas en la entrada. Dichas capacidades eliminan el nivel DC que contengan
las sefiales a amplificar (apartado 3.1.2) consiguiendo que la estructura sea menos sensible a VREF.
Las entradas siguen siendo la sefial detectada en el electrodo frente VREF (figura 3-4).

El valor de las capacidades a integrar esta definido por su reactancia capacitiva® (X. ) segin la funcion

X, =
27 fC

3.5)

donde f representa la frecuencia de la sefial AC en hercios y C la capacidad en faradios. Como se
trabajara con frecuencias del orden de decenas de hercios, las capacidades deben tener un valor
pequeiio filtrando una parte de la sefial continua pero dejando pasar casi todas las sefiales restantes. Se
escogen capacidades de 220nF.

VREF VREF

100k02
220nF Re=100

Vino——mMm—3— Vin o——-"——=7
100kQ
oy 220nF sv

Figura 3-3: Model amplificacién 1 Figura 3-4: Modelo amplificacién 2

¢ Oposicion ofrecida al paso de corriente alterna por el condensador, unidad ohmio (Q)
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e El tercer modelo no difiere de los anteriores en efecto funcional pero su estructura es mas proxima a la
realidad. Se realiza una medida diferencial entre dos electrodos del pocillo en lugar de emplear un
electrodo y VREEF (figura 3-5).

Asimismo, se emplean dos capacidades en la Vg o——||
entrada para filtrar el nivel de DC y dos 2200F Rgzmi
resistencias formando un filtro paso alto en cada I

una de las entradas del INA333. Este filtro se V" O_—IF

conectara a VREF ya que es la tension de e | -
polarizacion del cultivo.

De este modo, se consigue una estructura
completamente simétrica con la consiguiente
cancelacion de ruido en el bucle, lo cual no era
posible en los anteriores modelos.

VREF

Figura 3-5: Modelo amplificacion 3

La frecuencia de corte del filtro paso alto ( . ) ocurre cuando la resistencia y la reactancia capacitiva
tienen el mismo valor. Empleando la ecuacion (3.5) se dimensionan las capacidades y resistencias
para que f. sea proxima a 10Hz y evitar asi la amplificacion de sefiales fuera del rango de estudio de
este proyecto.

Para optimizar los electrodos disponibles y tener en todos los amplificadores una sefial de referencia
comin, se utiliza un electrodo de cada pocillo como sefial comin para amplificar V; tal como se

adelantd en al figura 2-4, variando la otra entrada del amplificador por el electrodo correspondiente a
su amplificacion.

En los tres modelos se afiade una capacidad de desacoplo con valor de 0,1uF entre alimentacion y tierra para
reducir la susceptibilidad a las interferencias electromagnéticas (EMI).

Las senales se registraran en el moédulo de monitorizacion facilitando el filtrado digital y el analisis de las
sefiales.

Ya que vamos a trabajar con sefiales comprendidas en el rango 55001V nos interesa tener la mayor ganancia
posible en el encapsulado, en este caso el INA333 nos ofrece una ganancia maxima de 1.000, pero vamos a

intentar conseguir una ganacia de 10.000 dando un valor a R, de 10Q).

3.2.3 Estimulacion

El objetivo de este proyecto es la interaccion con neuronas, para ello necesitamos un modulo de estimulacion.
Tal como se ha visto en el apartado 2.2.4 se realizara estimulacion tanto por tension o corriente como por luz
en el caso de la retina y s6lo estimulacion por corriente para las neuronas.

Para estimular la retina mediante luz se emplearan cuatro leds colocados en la zona de la interfaz electronica
mas cercana a la zona de cultivo cada uno de ellos orientado a un pocillo. Se utilizaran 50 pulsos de 50ms de
duracion y con intervalos intermedios de 1500ms.

En cuanto a la estimulacion por corriente o tension, tal como se ha visto en el estudio previo no hay ningiin
protocolo establecido para su realizacion. Se llevaran a cabo pruebas estimulando las células desde un valor
bajo de corriente o tension, y aumentando con una alta precision sin superar los valores maximos alcanzados
en otros proyectos para no dafiar a las células.

No se sabe si en el medio en el que se van a cultivar las células puede ocurrir electrolisis. Se realizaran pruebas
aplicando distintas corrientes y tensiones mediante los electrodos del modulo de cultivo y se estudiara la
reaccion en la disolucion.
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El disefio a implementar son simples conexiones entre la monitorizacion y el modulo de cultivo garantizando
que no hay corriente de fuga o en su defecto, que es la menor possible.

3.24 Simulaciones

Para comprobar los disefios de amplificacion se utiliza el simulador de circuitos TINA-TI de Texas
Instruments basado en SPICE. Proporciona analisis en DC, AC, transitorio y en el dominio de las frecuencias.
Se utiliza una libreria con el INA333 para que la simulacion sea lo mas real posible.

Se simularan los spikes producido por las células con una sefial de tren de pulsos de pequeiia amplitud,
duracién 1ms y un tiempo entre pulsos de 30ms. Los esquemas de los circuitos implementados en TINA-TI se
pueden ver en el Anexo B.

Se comienza simulando el primer modelo. La sefial detectada por en el electrodo se reproduce conectando el
tren de pulso entre una de las entradas y VREF, ya que en la practica el pocillo donde se genera esta sefial se
encuentra polarizado a dicha tension.

Se simula el circuito variando la amplitud de los pulsos en el rango 10-500uV. En la figura 3-6 se muestra el
tren de pulsos empleado en la entrada del circuito de amplificacion y la salida obtenida referenciada por
VREF.

a) b)
50.00u—7 1 1 200.000—
Vin < Vir =
0.00— 000
3.50— 350 —
Vout il Vout il
- /‘\ /\__ » k K K
0.00 75.00m 0.00 75.00m
Time (s) Time (s)
c) d)
350.00u — - - 500.00u—
\ il Vin ol
0.00— 0.00—
3.50— 358—
Vout = Vout il
250 ‘ 2.50 T T
0.00 75.00m 0.00 75.00m
Time (s) Time (s)

Figura 3-6: Simulaciones modelo 1 con amplitud de S0pV (a), 200V (b), 350nV (c) y S00nV (d)

en la sefial de entrada y duracion de pulso 10ms
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Como se puede ver en la figura 3-6, el circuito es capaz de detectar pulsos de muy baja amplitud como es el
caso de 50uV. En la tabla 3-1 se encuentran los valores de tension y amplitud medidos en las simulaciones y
las ganancias obtenidas para cada una de las entradas.

Tabla 3-1: Relacion seial entrada/salida de las simulaciones del modelo 1

Amplitud de entrada ~ Valores de salida Amplitud de salida ~ Ganancia

50pVvV 2,50-2,61 V 110 mV 2200
200pV 2,50-2,94 V 440 mV 2200
250pvV 2,50-3,04 V 540 mV 2160
350pvV 2,50-3,27V 770 mV 2200
500pV 2,50-3,59V 1,09V 2180

La ganancia del circuito esta fijada en 10.000 por Rg como se ha visto en el apartado 3.2.2 pero en las
simulaciones realizadas no conseguimos una ganancia mayor a 2.200. Esto se debe a la duracién del
pulso de entrada.

La respuesta del INA333 varia en funcion de la ganancia fijada. Ya que la ganancia de los modelos
propuestos es superior incluso a la maxima aconsejada para este integrado, el circuito sera lento y
tendrd un mayor tiempo de establecimiento como se puede ver en la figura 3-7 y figura 3-8. Se
plantea disminuir la ganancia para estar en un mejor entorno de funcionamiento, pero conseguir
amplitudes altas a la salida con las que poder trabajar es un requisito indispensable.

SETTLING TIME vs GAIN

GAIN vs FREQUENCY

80 T
G = 1000
e - 3t
G=100 > 7%
~o 9%
40— A 1000 <4
= G=10 &
D 20 === ~ 2
= T H 3 =
(~ G=1 g 8
0 N =
3 ) = 0.001% '
N 100 aﬁ/
-20
A |
-40 --’Y\
0.01% 0.1%
-60 10
10 100 1k 10k 100k 1M 1 10 100 1000
Frequency (Hz) Gain (VV)
Figura 3-7: Relacion ganancia-frecuencia en INA333 Figura 3-8: Relacion ganancia-tiempo de establecimiento
en INA333

Se hace una nueva simulacion con el objetivo de ver si el circuito es capaz de alcanzar la ganancia esperada de
10.000. Se utilizara la entrada de menor amplitud simulada anteriormente, es decir 504V, y una duracion de
25ms. Tal como puede verse en la figura 3-9, dando una mayor duracion al pulso el amplificador es capaz de
responder y llegar a la amplitud esperada de 500mV. Estos aspectos habra que tenerlos en cuenta a la hora de
hacer las pruebas y comprobar si el comportamiento es similar con diferentes entradas y duraciones.
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50,000 1.50m —

0.00— S 0.00—
345 5.00—

| ﬂ ﬂ Vout
250 ;

T 250 T T

0.00 75.00m 0.00 75.00m
Time (s) Time (s)

Vout

Figura 3-9: Simulacion modelo 1 con amplitud de entrada 50pV 'y Figura 3-10: Simulacién modelo 1 con amplitud de entrada
duracién de pulso 25ms 1,50mV y duracion de pulso 1ms

Si los pulsos a la entrada tienen una amplitud mayor de 500V la sefal de salida satura en 5V ya que el
amplificador de instrumentacion se encuentra alimentado a esta tension y no se puede obtener una salida con
tensiones mayores. Aln asi seremos capaces de detectar los spikes y de saber su duracion como se puede ver
en la figura 3-10.

Se realizan estas mismas simulaciones tanto con el modelo 2 y el modelo 3. Se obtienen unos valores
practicamente iguales como se pueden apreciar en la tabla 3-2 y tabla 3-3.

Para consultar las graficas acudir al Anexo B ya que al ser similares a las obtenidas en la simulacion del
modelo 1 no se ha considerado indispensable plasmarlas aqui.

Tabla 3-2: Relacion seiial entrada/salida de las simulaciones del modelo 2

Amplitud de entrada ~ Valores de salida Amplitud de salida ~ Ganancia

50pVvV 2,50-2,61 V 110 mV 2200
200pV 2,50-2,93 V 430 mV 2150
250pvV 2,50-3,04 V 540 mV 2160
350pV 2,50-3,26 V 760 mV 2170
500pV 2,50-3,59 V 1,09V 2180

Tabla 3-3: Relacion sefial entrada/salida de las simulaciones del modelo 3

Amplitud de entrada ~ Valores de salida Amplitud de salida ~ Ganancia

50pVvV 2,48-2,60 V 120 mV 2400
200uV 2,44-290 V 460 mV 2300
250uvV 2,42-298 V 560 mV 2300
350pVv 2,39-3,19V 800 mV 2280

500pV 2,35-3,50V LISV 2300
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Se realiza un analisis AC para conseguir la funcién caracteristica en el rango de frecuencias de 10-100kHz. El
tercer modelo es el Unico que tiene la respuesta esperada, tal como podemos ver al comparar la figura 3-11 con
la figura 3-8 dada por el fabricante.

78.47 —

Gain (dB)

2224 —

-34.00 T ||!||||| T II[IIII| |||||||‘ T |||||||‘ T |||||||‘

10.00 100.00 1.00k 10.00k 100.00k 1.00MEG
Frequency (Hz)

Figura 3-11: Bode modelo 3

3.3 Pruebas realizadas

Una vez estan las simulaciones realizadas, se llevan a cabo una serie de pruebas para identificar cual es el
mejor modelo de los tres propuestos.

Se disefa una placa de circuito impreso (PCB) para realizar las pruebas. Se decide implementar el segundo
modelo, ya que tan solo difiere del primero en las capacidades de entrada. Una vez se tenga el PCB se pueden
cortocircuitar los pads de las capacidades en lugar de soldar estos componentes y se estara trabajando con el
primer modelo de amplificacion propuesto. Se integran dos filtros a la salida del INA333, un filtro paso alto y
un filtro paso bajo.

La mascara necesaria para el PCB se disefia mediante el software Altium Designer. Es una herramienta
enfocada en el trazado y produccion de sistemas electronicos, con proyectos desde circuitos integrados a
disefios de PCBs. Una vez que la mascara esta lista, se procede a revelar dos placas con el mismo circuito de
amplificacion. Los componentes a soldar para esta primera prueba sera el INA333, dos resistencias de 100kQ
de entrada, resistencia para la ganancia de 10Q, capacidad de desacoplo con valor 0,1pF y los filtros
mencionados anteriormente con capacidades 220nF y resistencias de 10kQ.

Se utilizara una version de prueba del modulo de cultivo con electrodos embutidos en PDMS. Sobre la zona
donde se colocaran las células, se aplica buffer de fosfato salino (PBS).

El PBS es una solucion acuosa y salina empleada en la investigacion biologica y bioquimica formada por
cloruro sédico, fosfato sodico, cloruro de potasio y fosfato de potasio. Es muy similar al liquido extracelular de
los mamiferos y biocompatible con sus células.

La polarizacion del medio, en este caso formado por PBS, se realizard mediante un electrodo fijando una
tension de 2,5V tal como se ha visto en el disefio.
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Para simular el dipolo generado por las células a depositar en el pocillo, se emplea un generador de onda con
salida senoidal a la que se variara su amplitud y frecuencia. Se utiliza un cable BNC a dos pinzas cocodrilo, en
las pinzas se colocan dos cables pequefios que seran sumergidos en el PBS generando asi el dipolo.

3.3.1  Pruebas de estimulacion

Se deposita una pequefia cantidad de PBS en el pocillo y se sumergen los cables con el estimulo. Tras un
tiempo de estimulacion, se produce electrolisis en el medio como se sospechaba en el disefio previo. Aunque
puede ser producido por los cables sumergidos y no por la tension aplicada, debido a que el pocillo es un area
reducida y los cables tienen un gran didmetro.

Se elimina el PBS corrompido y se realiza una nueva prueba donde la estimulacion se produce mediante dos
electrodos del modulo de cultivo. De esta forma se intenta verificar tanto la estimulacion y amplificacién como
la técnica de wire-bonding para crear los electrodos.

Dejando el modulo de cultivo sin medio y estimulando mediante los electrodos, se puede detectar en el
extremo superior del electrodo la sefal introducida por el pad conectado al extremo inferior. Quedan
verificados los electrodos.

Se deposita de nuevo una pequefia cantidad de PBS y se realiza la estimulacién con tensiones y corrientes
variables. En este caso no se produce electrolisis, por lo que el esquema de estimulacion queda verificado.

Aunque este segundo esquema de estimulacion sea el que se va a llevar a cabo en la interfaz electronica, va a
dificultar las pruebas del circuito de amplificacion. No podra simularse una situacion real en la que las células
estén depositadas sobre los electrodos de adquisicion de datos.

El dipolo celular simulado se entrega mediante los electrodos de estimulacion, propagandose por el medio y de
este modo llegando a los electrodos de adquisicion. Las sefales sufriran mas ruido y como se desconoce la
resistividad del medio no se sabra realmente que es lo que esta recibiendo el amplificador. Solo se sabe que es
una sefial relacionada con la originada en el generador de ondas.

3.3.2 Pruebas de amplificacion
Se verificara en primer lugar el correcto funcionamiento del modelo 1.

Para ello se conecta un electrodo del modulo de cultivo a la entrada del circuito, la otra entrada se conectara a
VREF como ocurre en el esquema simulado. Se alimenta el INA333 empleando 5V y 2,5V de referencia

Se encuentra una primera limitacion en el generador de ondas, para amplitudes inferiores a 200mVpp solo se
genera ruido. Ademas al estar trabajando con cables largos es mayor el ruido inducido, este problema se
resolvera en la interfaz electronica donde los componentes se encontraran lo mas proéximo posibles y el
conjunto del proyecto estara ubicado en una caja apantallada.

Se comprueba que con esta topologia de entrada el circuito no es capaz de amplificar nada mas que ruido. Se
disponen las sefiales de entrada igual que en el modelo 3, conectando ambas entradas del amplificador a
electrodos del modulo de cultivo.

Se sueldan capacidades de valor 220nF en la entrada y se verifica el funcionamiendo del modelo 2.

Para realizar la medida se mantienen las conexiones de la prueba anterior, teniendo a la entrada del
amplificador la sefial recibida por dos de los electrodos del modulo de cultivo.

Los resultados son satisfactorios. Se aprecia que al ubicar las capacidades en la entrada del circuito ha
disminuido el ruido en la salida del amplificador.

Se utilizan dos PCBs del modelo 2 para verificar su comportamiento en paralelo, ya que en la intefaz
electronica se llevara a cabo 16 amplificaciones paralelamente. (Figura 3-12)
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Como puede verse en la figura 3-13, utilizando una sefial de entrada de 400mVpp con frecuencia 150Hz, se
obtiene una sefial de salida con amplitud aproximada 1,4Vpp. Es decir, conseguimos 3,5 de ganancia, la cual
esta completamente fuera de lo esperado, sobre todo teniendo en cuenta que las sefiales reales a amplificar
tendran una amplitud menor a la utilizada en la prueba.

Figura 3-12: Montaje prueba modelo 2 Figura 3-13: Salida amplificada con entrada de 400mVpp
frecuencia S0Hz, modelo 2

Para simular el tercer modelo, se utiliza el mismo PCB de la prueba anterior pero adaptandolo para ubicar las
resistencias del filtro paso alto en una placa de prueba. De esta forma se pueden probar con mayor facilidad
distintos valores de resistencias y ver cual es el valor que da mejores resultados. (Figura 3-14)

Tras realizar varias pruebas, se fijan las resistencias a la entrada del
¥ circuito a un valor de 100kQ y las capacidades a 220nF.

Con este modelo si obtenemos los resultados esperados y de forma
muy satisfactoria. Al igual que ocurri6 en la anterior prueba, no se
pudo reducir la amplitud de la sefial de entrada a mas de 200mVpp,
siendo un valor elevado en relacion a los transimitidos por las
células.

LN
Fess T %

Aun asi, se obtiene a la salida una sefial amplificada con ganancia
25 de la producida por el generador de ondas. (Figura 3-15)

e |

La sefial tedrica esperada a la salida, deberia tener una amplitud de
2.000V por la ganancia 10.000. Como sabemos eso no es posible,
entre otros factores porque la salida del amplificador satura en 5V
como se ha visto en el apartado 3.2.4.

Para comprobar si la sefial que se esta recibiendo a la salida es
realmente la sefial de entrada amplificada, se procede a hacer un
analisis en frecuencias aplicando la Transformada Rapida de
Figura 3-14: Montaje prueba modelo 3 Fourier. (Figura 3-15)
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Figura 3-15: Salida amplificada con entrada 200mVpp Figura 3-16: Analisis en frecuencias, FFT
frecuencia 150Hz, modelo 3

Mediante esta técnica se pudo observar en el osciloscopio como la componente de la sefial de entrada variaba
al modificar la frecuencia de dicha sefial. De esta forma, aln trabajando un entorno, se podra detectar con
claridad la frecuencia de la sefial transmitida.

Por otro lado, los filtros paso alto y paso bajo integrados en el PCB no aportan sefiales de calidad para el
estudio, luego el fitlrado de las sefiales se realizard en la interfaz gréfica de LabView.

Como conclusion de las pruebas realizadas, se ha comprobado que el tercer modelo tiene un comportamiento
superior al resto, por lo tanto sera el circuito a implementar en la intefaz electronica.
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4 CIRCUITOS DE ADAPTACION Y ELECTRONIA
DE POTENCIA

utilizados y la electronica de potencia necesaria para ciertas funciones del Lab-on-chip. Se llevaran a
cabo simulaciones, pero no pruebas integrando estos bloques en la interfaz electronica hasta que se
fabrique el disefio final.

Los apartados que componen este capitulo se centran en la descripcidon de los circuitos auxiliares

41 Circuitos de adaptacion

411 Medida de temperatura

Para que el cultivo celular se encuentre en las condiciones adecuadas, es necesario realizar un control térmico
en los moédulos encargados de calentar el medio, es decir, los modulos de adaptacion y cultivo (apartados 2.2.2
y 2.2.3). Para realizar la medida de temperatura se emplea un termistor NTC.

. . . . 5V
El termistor es un sensor resistivo de temperatura, cuyo funcionamiento se basa en
la variacion de la resistencia del semiconductor al producirse cambios en la
temperatura a la que se encuentra expuesto. En el caso del termistor NTC, al
aumentar la temperatura, aumenta la concentraciéon de portadores, disminuyendo ok
, . . ou
asi la resistencia del sensor. 330
nF
— 10kQ

Se utiliza un circuito de adaptacion que permita medir las variaciones de resistencia
del NTC. La opcion mas sencilla es el uso de un divisor resistivo, formado por el
termistor y una resistencia conocida. Se situa una pequeia capacidad en paralelo a GND
la resistencia para filtrar todo el ruido posible. (Figura 4-1) -

Figura 4-1: Circuito de

Sabiendo que el termistor se encuentra alimentado a 5V, midiendo la tension que adaptacién para NTC

cae en la resistencia (Vout) y aplicando la segunda ley de Kirchhoff, se obtendra la
tension que cae en el termistor.

De la misma forma, se conoce el valor de la resistencia y la capacidad, luego aplicando la primera ley de
Kirchhoff en el nodo de unién de los tres componentes se sabra la intensidad que recorre el termistor (/7).

Con estos valores calculados, se sabra cual es la resistencia del NTC aplicando la ecuacion (4.1). Como se va a
trabajar con una sefial continua, la capacidad se comportara como un circuito abierto.

S5—Vout | _ Vout

o =— 4.1
T 4.1)

RNTC = |
T

El valor de la temperatura respecto a la resistencia del termistor se puede encontrar en el Anexo A.

25
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4.1.2 Circuito de acondicionamiento VREF

La tension de referencia de 2,5V dada por la tarjeta de National Instruments es utilizada para muchos aspectos
en este proyecto, entre los que se encuentra la polarizacion del medio de cultivo.

Por este motivo se considera necesario disefiar un circuito de
acondicionamiento para evitar subidas y bajadas bruscas de
tension. Este circuito estd formado por un filtro RC a la

entrada en configuracion paso bajo (figura 4-2).

Se fija el valor de la resistencia a 10kQ y se realizan
simulaciones para saber que valor de las capacidades dara

como resultado una sefial mas estable a la salida.

10k0

O

220nF 220nF VREF

I
JT_GND

Figura 4-2: Circuito de acondicionamiento de
VREF

2,5V

Se quiere simular la respuesta del circuito de acondicionamiento ante una entrada de tension constante con
picos bruscos de subida de tension. Para ello se sustituye la fuente de tension de 2,5V por un generador de
tension con un tren de pulsos. La sefal tendra un nivel DC offset de 2,5V y pequefios pulsos de duracion

100us.

En las primeras pruebas se realiza un analisis paramétrico variando el valor de las capacidades (figura 4-3).

Se observa que a mayor valor, la tension a la salida es menos vulnerable a los picos de tension en la entrada.
Sin embargo, lleva méas tiempo alcanzar la tension constante de 2,5V. Se toma un valor para las capacidades
que cumpla buenas condiciones para ambos aspectos. Se decide 220nF.

En la figura 4-3, se puede ver la respuesta del circuito con las capacidades de 220nF, a una entrada con picos
de tension del valor de 50mV. Se consigue una tension de salida practicamente estable en 2,5V.

Vo1
VM1[1] 110n[F]
VM1[2] 220n(F]
VM1[3] 330n(F]
VM1[4] 440n[F]

Voltage (V)
~
g
|

255—

250
255

i I

& T T T T 1
0.00 7.50m 15.00m 22.50m

Figura 4-3: Andlisis paramétrico para las capacidades

000

T % T Y T
2500m 5000m 75.00m
Time (s)

Figura 4-4: Respuesta del circuito a picos de 50mV

Tras realizar simulaciones con picos de tension de diferentes amplitudes, se llega a la conclusion de que la
relacion entre la amplitud de los picos en la entrada y de las oscilaciones en la salida son constantes. Para
poder calcular dicha relacion, se realiza una tiltima simulacion dando a la entrada picos del valor de 1V (figura
4-5) y se obtiene una constante tension de entrada / tension de salida de 0,03.
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Figura 4-5: Respuesta del circuito a picos de 1V

4.2 Electronica de Potencia

La alimentacion de la interfaz electronica vendra dada por las tarjetas NI USB 6211 y 6009 de National
Instruments proporcionando una tension de 5V para un total de 16 amplificadores y para los circuitos de
adaptacion vistos en el apartado anterior. Pero hay una limitacion de 200mA y 50mA en cada tarjeta
respectivamente, luego no se dispondra de corriente suficiente para el modulo de potencia. Por este motivo la
electronica de potencia se encuentra independizada del resto de circuitos.

Se utilizara una fuente externa que proporciona 5V — 1A para los microcalentadores y leds. Estos bloques se
detallaran a continuacion.

4.21 Microcalentadores

En el proyecto BIOLOP se contemplan tres microcalentadores, dos en el médulo de cultivo y uno en el
modulo de adaptacion. Se activardn independientemente cuando sea necesario en cada modulo desde el
modulo de monitorizacion.

Los microcalentadores consisten en pistas de cobre formando
zig-zag que se activaran cuando fluya corriente por ellas,

elevando la temperatura del medio cuando sea necesario.
220
Se utiliza un transistor como interruptor digital de potencia, T3 Vee

trabajando en corte o saturacion. Cuando el mosfet se encuentre
en saturacion, la resistencia interna entre Source y Drain tendra
un valor muy bajo siendo la disipacion de potencia poco
significativa y en consecuencia la corriente puede ser muy
elevada.

GND

Figura 4-6: Circuito microcalentador

Es necesario que la tension de control en el terminal Gate sea suficientemente alta para estar en saturacion, de
no ser asi, parte de la potencia se disiparia en forma de calor.

Cuando cambia el nivel l6gico de control, el mosfet absorbe por un instante una cierta corriente que carga la
capacidad interna del terminal Gate. La resistencia de 22Q sirve para limitar esta corriente inicial, es
importante que sea de valor bajo para permitir que la capacidad carge rapidamente y por lo tanto el mosfet
conmute a mayor velocidad. Si se va a implementar una modulacion PWM, el mosfet se ecncontraria mas
tiempo en la zona lineal debido a la lenta conmutacion y aumentara la disipacion de potencia especialmente en
frecuencias altas.

75.00m
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Se escoge un transistor Mosfet de potencia de tipo N con una corriente maxima continua de 2,4A y una
potencia de 3,3W para mantener un margen de seguridad.

422 LEDs

Para realizar la estimulacion por luz, se decide integrar 4 LEDs en la interfaz electronica. Se ubican en una
posicion cercana a la zona de cultivo para que la luz pueda llegar a las retinas (apartado 3.2.4).

Al igual que ocurre con los microcalentadores, no se desea que los leds estén siempre encendidos o apagados.
Por ello se utiliza un transistor como interruptor digital de potencia, escogiendo su estado corte o saturacion
desde el modulo de monitorizacion.

Se empleara el mismo transistor que en el bloque de microcalentadores, pero en ese caso los cuatro LEDs se
iluminaran simultdneamente. La luz de un solo led ilumina los cuatro pocillos pero con intensidad diferente, es
mejor que los cuatro pocillos estén iluminados en igual medida. Se sitiia una resistencia en la puerta del
transistor, como ocurria en el caso de los microcalentadores, para mejorar su funcionamiento.

Se usa una resistencia en serie a cada LED para limitar la corriente que circuila por este y que su
funcionamiento sea 6ptimo. Para calcular estas resistencias se realizan simulaciones y se llega a la conclusion
de que el mejor que pueden tomar las resistencias a implementar es de 220€2.

2200
'S
2200 rE
2200 ‘xE L
3o Ove
2200 ¥
’15
220 -
TLED
GND |- O

Figura 4-7: Circuito estimulacion por LEDs



5 INTERFAZ ELECTRONICA

procede a disefiar un solo PCB que los integre. Es importante recordar que el proyecto BIOLOP esta
formado por distintos modulos conectados entre si, esto se traduce en una serie de restricciones que
habra que tener en cuenta a la hora de disefiar la interfaz. Se utilizara el software de disefio Altium Designer
que permite el disefio electronico en todas sus fases ofreciendo gestion de librerias, la captura de disefio
esquematico, simulacion de circuitos, analisis de integridad de sefiales, disefio de PCB y disefio de fabricacion.

Una vez han sido disefiados y probados cada uno de los bloques que forman la interfaz electronica, se

5.1 Diseio

5.1.1 Restricciones

e Para evitar interferencias se utilizara una caja apantallada donde se colocara el conjunto del
proyecto BIOLOP salvo el modulo de adaptacion. La interfaz electronica es el médulo de mayor
dimension, luego el PCB se encuentra limitado por las dimensiones de la caja: 119,5 x 180 x 33
mm.

e Las sefales neuronales llegan a la interfaz electronica desde el modulo de cultivo. Dicho modulo es
desechado en cada prueba. Como las sefiales son débiles hay que utilizar un conector de contacto que
permita una facil separacion de modulos y al mismo tiempo, asegure que la sefial llegue bien a la
etapa de amplificacion. Se decide el uso de conectores de bateria.

e Sobre el modulo de cultivo se encuentra el médulo de microfluidica. Con lo cual, por un lado la
conexion de la interfaz con el mdédulo de cultivo tiene que ser directa para adquirir las sefales en las
mejores condiciones, por otro lado la electronica es incompatible con la microfluidica. La mejor
solucion es abrir una cavidad en la inferfaz electronica donde pueda ajustarse el modulo de
microfluidica para que no se produzcan interacciones entre ambos. Las conexiones con el modulo de
cultivo se realizaran alrededor de esta cavidad.

e Ya que las sefiales no superan los cientos de microvoltios, los amplificadores tendran que estar
situados lo mas cerca posibles a las conexiones con el modulo de cultivo.

e El médulo de microfluidica esta conectado al modulo de adaptacion, ubicado fuera de la caja
apantallada. Por lo tanto, la microfluidica se situara junto a una pared de la caja para poder conectar
los tubos entre ambos modulos. Esto implica que la cavidad de la interfaz electronica se realizara
también en un lateral.

e Debido a la forma del microscopio que se va a utilizar en el estudio, las conexiones de la interfaz
electronica con el modulo de monitorizacion tendran que realizarse en el lateral izquierdo.

e La electronica de potencia produce interferencias con el resto de la electronica. Se intentara aislar todo
lo posible del resto de bloques electronicos a pesar de que tiene que llegar a los cuatro leds ubicados
en la placa y a los tres microcalentadores.

Puede consultarse la figura 2-2 donde se representa una vista transversal y una vista frontal de las conexiones
entre modulos para ver como se han solucionado cada una de estas restricciones.
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5.1.2 Disefo esquematico

Altium Designer ofrece la posibilidad de crear un documento esquematico de un circuito y después exportarlo
como documento PCB. Es una forma facil de verificar en un proyecto de esta magnitud que todas las
conexiones estan hechas adecuadamente y no se ha olvidado ninguna sefial a conectar en el PCB por el
camino.

El primer paso es crear la huella de los componentes que se van a utilizar siguiendo las especificaciones de los
fabricantes. INA333, transistores, conector USB para la bateria externa necesaria en la electronica de potencia,
LEDs, conectores para el mddulo de monitorizacion, resistencias y capacidades de su correspondiente
encapsulado y conectores para el modulo de adaptacion. Se afiade la figura 3D de cada componente para poder
hacer una valoracion final del PCB antes de fabricarlo.

Los conectores de bateria empleados para la conexion con el modulo de cultivo, tienen cuatro conexiones por
encapsulado, necesitando un total de 12 conectores. Para ahorrar tiempo en colocar cada encapsulado en su
correspondiente posicion en el PCB, se disefia un solo componente que integre todos los conectores en la
forma en la que se vayan a ubicar en el PCB. Todo esto se planifica con el compafiero del modulo de cultivo
para evitar cualquier descoordinacion entre ambos modulos.

Se dibujan los circuitos a integrar en la interfaz electronica utilizando los componentes disefiados. En el
conector del médulo de monitorizacion se dibujan cada una de las sefiales que entran o salen de la interfaz
electronica en el terminal correspondiente. Asi se podra saber en todo momento si falta alguna sefial por
conectar. Estas conexiones pueden consultarse en el Anexo A.

Después se realizan las conexiones de estas sefiales con los circuitos electronicos y las sefiales internas entre
los distintos bloques. Las conexiones y los distintos médulos pueden encontrarse en el Anexo C.

Se dibuja el esquematico del sistema de amplificacion. En cada pocillo hay 5 electrodos destinados a
amplificacion donde uno de ellos es el electrodo comin de referencia, se haran cuatro sistemas de
amplificacion por pocillo, un total de 16 en la interfaz electronica.

Se afiade un jumper para seleccionar la tension de polarizacion del medio, siendo posible VREEF o tierra.

Las tarjetas de National Instruments ofrecen distintas tierras segun su aplicacion pero todas conectadas en el
dispositivo.

o AIGND: Tierra analogica de entrada. Se utilizara en los circuitos donde se vaya a realizar medidas, es
decir, en los circuitos de adaptacion del NTC y circuitos de amplificacion.

e AOGND: Tierra analdgica de salida. Se utilizara en el circuito de acondicionamiento de VREF.

e DGND: Tierra digital. Esta destinada a las entradas y salidas digitales. Se utilizara para la electronica
de potencia.
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5.1.3 Diseiio PCB

Cuando el documento esquematico estd compilado y todas las conexiones estan verificadas, se exporta a un
documento PCB donde se encontraran las huellas de los componentes de cada circuito implementado.

El PCB tendra componentes tanto en la cara inferior como superior y constara de dos planos internos, uno de
alimentacion 5V y otro para AIGND. Esto facilitara las conexiones.

El primer paso es fijar las dimensiones del PCB a las medidas de la caja. Después se realiza la cavidad
necesaria para que el modulo de microfluidica no interactue con la electronica. Su ubicacion sera en el lado
superior para facilitar la conexion con el médulo de adaptacion.

Los conectores para el modulo de cultivo se encontraran en la cara inferior del PCB y el resto de la electronica
en la cara superior para evitar interferencias en la adquiscion de datos. Los circuitos de amplificacion se situan
lo mas cerca posible a los conectores, a su vez los componentes que los forman deben estar proximos entre
ellos, para evitar cualquier tipo de interferencias.

Se ubican las conexiones con el médulo de monitorizacion en la esquina inferior izquierda, situando dos en el
lateral izquierdo y otros dos en el lado inferior. Mecanizando el lateral izquierdo de la caja, podran acceder los
cables a las tarjetas de National Instruments.

La conexion con el médulo de adaptacion se sitia en el lado superior, ya que es donde se ubica el mddulo para
realizar su conexion con la microfluidica. Por otro lado, el conector USB para la electronica de potencia debe
situarse en la zona superior del lateral izquierdo por el mecanizado de la caja, por lo tanto la electrénica de
potencia se situara en la esquina superior izquierda estando cerca de la conexion con el médulo de adaptacion,
facilitando asi la conexion del microcalentador. Ademas esa zona esta alejada de los circuitos de amplificacion
para evitar interferencias innecesarias.

Los modulos de adaptacion de medidas se situaran lo mas cerca posible de sus respectivos modulos y los
circuitos de acondicionamiento de VREF donde sea mas sencillo realizar el rutado.

Una vez todos los componentes estan situados, se comienza a rutar cada circuito independientemente. Después
se realizan las conexiones de esos circuitos con sus respectivos modulos y por ultimo las conexiones con el
modulo de monitorizacion, ya que son las mas complejas y requieren mas espacio en el PCB.

Las conexiones de los circuitos de potencia con los LEDs y los microcalentadores del modulo de cultivo, se
realizaran afectando lo menos posible a la amplificacion.

Se afnaden 6 huecos para colocar tornillos, dos de ellos empleados para alineacion con el médulo de cultivo y
los cuatro restantes para alineacion el resto del proyecto.

Una vez el PCB esté listo, se compila el proyecto, que contiene tanto el documento esquematico como el PCB
para comprobar que ambos son iguales. Se realiza un analisis DRC (design rule check) para comprobar que
todo es correcto y que se cumplen los requisitos del fabricante.
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Figura 5-1: Captura del PCB de la interfaz electrénica
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5.2 Pruebas

Cuando la placa esta fabricada, se prueban cada uno de los bloques de la interfaz electronica por separado. Se
sueldan los componentes de los circuitos de adaptacion y los circuitos de potencia. Para probar la adquiscion
de datos se va a trabajar en un solo pocillo, se soldaran dos de los cuatro circuitos de amplificacion
correspondientes a este pocillo, para verificar el correcto funcionamiento de este circuito y saber si se puede
adquirir datos de forma paralela.

Las pruebas de la interfaz electronica se realizan de la misma forma que se probo el circuito de amplificacion
(apartado 3.3). Se conecta la interfaz electronica al modulo de cultivo, se deposita PBS en el pocillo
correspondiente a los amplificadores que se van a probar y se simula el dipolo mediante un generador de ondas
haciéndolo llegar al pocillo mediante los electrodos de estimulacion. En la figura 5-3 se puede ver una foto del
montaje utilizado en las pruebas.

Se utiliza una sefial senoidal como entrada. Se varia su amplitud desde los 500mVpp a los 10mVpp y la
frecuencia entre 80Hz y 1kHz. Los resultados son mejores de los obtenidos en las pruebas individuales de
amplificacion, la sefial a la salida de los amplificadores es clara a pesar del ruido de la sefial de entrada. En
todas las pruebas realizadas se obtienen las sefiales a la salida saturadas, esto se debe a que los valores de
entrada son superiores a los tedricos para los que ha sido disefiado el circuito, luego al estar pidiendo una
ganancia de 10.000, la salida sera mayor a 5V, de ahi la saturacion.

Por problemas con los equipos utilizados, la menor amplitud conseguida para la estimulacion ha sido de
10mVpp, se puede apreciar en la figura 5-4 la buena respuesta que tiene el sistema utilizando una frecuencia
de 210Hz.

:
:

Figura 5-2: Montaje de la prueba realizada con la interfaz Figura 5-3: Salida amplificada con entrada 10mVpp
electronica frecuencia 210Hz, interfaz electrénica

Se realizan pruebas con otro generador de ondas y al probar con frecuencias inferiores, el generador de ondas
no nos da la sefial tan limpia como seria necesaria, introduciendo mucho ruido que dificulta el filtrado y
amplificacion de la sefial. Aun asi el circuito de amplificacion es capaz de detectar la sefial con frecuencia de
28Hz y amplitud de 500mVpp, la minima que ofrece este generador de ondas tal como puede verse en la
figura 5-5. Para frecuencias inferiores si se hace un analisis FFT se ve como el circuito es capaz de detectar la
componente en frecuencia de la sefial amplificada, tal como se muestra en la figura 5-6.
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Figura 5-4: Salida amplificada entrada 500mVpp frecuencia  Figura 5-5: Anilisis FFT con frecuencia de 16Hz de la sefial de
28Hz, interfaz electrénica entrada

En las siguientes pruebas se comprobara el correcto funcionamiento de los bloques de potencia utilizando el
entorno de desarrollo LabView.

Los LEDs se activaran mediante una variable booleana eligiendo su estado encendido o apagado. Como se
puede ver en la figura 5-7 se obtiene el comportamiento esperado.

Figura 5-6: Pruebas de las pruebas de iluminacién de los leds en la interfaz electrénica

En cuanto a los calentadores, se realizaran las pruebas de forma similar. Se fijard una temperatura maxima y
una temperatura minima, dado que la medida de temperatura del medio se realiza constantemente, utilizando
una modulacion PWM se activaran los calentadores a distintas frecuencias segiun el punto en el que se
encuentre la temperatura medida respecto al rango fijado. Se independizan los microcalentadores del modulo
de cultivo y los del médulo de adaptacion.

Si la temperatura del medio se encuentra por debajo del nivel superior, se mantendran los calentadores activos
durante mas tiempo. Si por el contrario la temperatura es superior al nivel maximo establecido, los
calentadores se activaran durante un tiempo mucho menor consiguiendo que la temperatura se mantenga
constante en un valor medio entre ambos niveles. No se volvera al primer tiempo de funcionamiento hasta que
la temperatura sea menor que el valor minimo establecido.
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Tras las pruebas realizadas, los microcalentadores funcionan segun lo esperado manteniendo una temperatura
constante en 37°+0,5.

Para hacer las pruebas de los circuitos de amplificacion el dipolo se generara por la interfaz de LabView y
pudiéndose seleccionar la frecuencia y amplitud de trabajo desde la interfaz. De igual forma las salidas
amplificadas también se recogeran en LabView siendo almacenadas para realizar estudios sobre el
comportamiento de las neuronas a lo largo del tiempo o estudiar la informacion que puedan proporcionar.

Estas pruebas se realizan con los conectores de bateria utilizados para la conexion con el modulo de cultivo
soldados, asi se asegura el estudio en las condiciones reales de ruido.
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Figura 5-7: Captura de los dipolos antes y después de la amplificacion en la interfaz electrénica

En la figura 5-8 se puede ver la respuesta de la interfaz electronica ante una entrada de 742Hz con amplitud
0,17Vpp y una entrada de 138Hz con amplitud 0,10Vpp.

Como conclusion, con la interfaz LabView se pueden capturar las sefiales obteniendo sefiales mas estables y
con menor interferencia de ruido. Aun asi, trabajando con una ampplitud de entrada menor a 80mVpp el ruido
de las tarjetas de National Instruments interfieren en los circuitos de amplificacion introduciendo ruido. Al
hacer las pruebas fuera de la caja apantallada pueden ser otros factores los que estén aportando ruido. Se
comprueba que los microcalentarores, los leds y la adquisicion de sefial pueden trabajar en paralelo.
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Figura 5-8: Respuesta de la interfaz electrénica con una entrada de 72,SHz y amplitud 70mVpp
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6 CONCLUSIONES

Tal como se ha ido detallando a lo largo de la memoria, se han llevado a cabo una serie de tareas que recogen
desde documentacion de cultivos celulares in vitro, hasta el disefio y verificacion de circuitos electronicos.

La tarea mas dificil de realizar en esta interfaz electronica es trabajar con sefiales tan débiles como son las
celulares. Para solucionar este problema se han disefiado varios modelos de amplificacion, obteniendo los
mejores resultados al realizar una medida completamente diferencial donde las sefiales de entrada del
amplificador se adquieren directamente de los electrodos de cultivo, consiguiendo un ruido menor en la sefial a
amplificar y una buena ganancia.

Ademas se han disefiado circuitos complementarios para adaptacion de medidas y acondicionamiento de
sefiales y los circuitos de potencia necesaria para los microcalentadores y la estimulacion por luz. Todo ello se
ha integrado en una sola interfaz electronica, teniendo siempre presentes los requisitos del proyecto global,
como ha sido el tamafio y ubicacion de los distintos bloques. Se integran los circuitos de potencia interfiriendo
lo menos posible con el resto de electrdnica.

Tras soldar los componentes en la interfaz electronica, se realizan pruebas tanto con el equipo de laboratorio
como con el entorno de desarrollo LabView, donde se verifica el control de temperatura, la iluminacion de los
LEDs, la estimulacion y la adquisicion de datos y amplificacion.

Como conclusion, debido a las limitaciones de los equipos utilizados y el ruido introducido por las tarjetas de
adquisicion, la sefial de menor amplitud utilizada ha sido de 10mVpp, obteniendo una amplificacion perfecta.
De igual modo, el circuito responde bien a los cambios en frecuencia y amplitud.

Se ha conseguido el objetivo de crear una interfaz electronica que permita la comunicacion electronico-
neuronal para su aplicacion en Lab-on-chip.

Desde un punto de vista personal, la realizacion de este proyecto ha contribuido a asentar y ampliar mis
conocimientos de electronica. He mejorado mis habilidades de disefio, ampliado mis conocimientos de trabajo
con equipos de laboratorio y he aprendido a realizar una buena toma de decision en cuanto a componentes
electronicos.

Ademas, este proyecto me ha ayudado a aprender mas sobre campos con los que no habia estado en contacto,
como es la microfluidica o la biomedicina. Incluso el poder trabajar con materiales como el PDMS que no
habia tenido oportunidad de ver con anterioridad.

Debido a la necesidad de disefiar y simular los circuitos electronicos, he tenido la posibilidad de aprender y
trabajar con un nuevo software de disefio como es Altium Designer o TINA-TL

6.1 Posibles mejoras

Como posible ampliacion y continuacion del trabajo realizado en este proyecto, se estudia la posibilidad de
incluir sensores de Ph en el modulo de adaptacion para verificar el estado de las células, obteniendo asi mayor
informacion sobre ellas. Los circuitos de adaptacion necesarios para estas medidas se integraran en la interfaz
electronica.

También se podria incluir un conjunto de resistencias con interruptor de seleccion o un potenciometro que
sustituyan la resistencia de ganancia en los amplificadores de instrumentacion. De esta forma se ofrece un
cambio facil de ganancia del circuito sin la necesidad de estar desoldando la capacidad de ganancia fijada.

Por otro lado, seria interesante la activacion de los LEDs por LabView utilizando una sefal a la frecuencia
establecida para la estimulacion por luz.
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Conclusiones

Se plantea cambiar el modulo de cultivo, ya que la técnica de wire-bonding empleada para hacer los electrodos
es costosa e implica una pausa en la cadena de fabricacion del Lab-on-chip. Es importante tener en cuenta que
la separacion entre los electrodos de estimulacion y adquisicion debe ser de unos cientos de micras para
reducir el acoplamiento a través del tejido y las vias de corriente parasita.

Para una version mejorada, seria de interés integrar una FPGA que realice todo el estudio de las sefiales y
control de los parametros del experimento, independizando asi el Lab-on-chip de la necesidad de utilizacion de
un ordenador.



ANEXO A: CONEXIONES INTERFACES

Conexiones de la interfaz electronica con el modulo de cultivo
e AC: Electrodo de referencia para amplificacion.
e P: Electrodo para la polarizacion del medio.
e N: Electrodo de conexion para el termistor NTC.
o E[x]: Electrodo destinado a la estimulacion.
e A[x]: Electrodo destinado a amplificacion.
e (C[x]: Electrodos de conexion para los calentadores 1 y 2.
e P[x]: Pocillo numero x.

Para la estimulacion se utilizan 8 sefiales de estimulos. Los estimulos 0, 1, 2 y 3 se conectaran al pocillo 1
y pocillo 3. Los estimulo 4, 5, 6 y 7 se conectaran al pocillo 2 y pocillo 3.

NCAEP EA AE AE A AEAEAAEPEACN
2 11 22 33 C4 4 11 C22 33 442

Figura A-1: Mddulo de cultivo y conexiones con la interfaz electrénica

Conexiones de la interfaz electréonica con LabView

Para realizar las conexiones con LabView se utilizan dos tarjetas de adquisicion de datos de National
Instruments, NI USB 6211 y NI USB 6009 utilizando cuatro IDC para realizar las conexiones.
En la siguiente tabla se muestran las conexiones de la electronica con los IDC y con LabView
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Dentro de la Electronica Conexiones IDC Hembra Conexiones LabView
DGND IDC 15 DGND

Vcebv IDC 1.10/1DC 4.31 5V-6211 (10) / 5V-6009 (31)
DGND IDC1.11 DGND
Estimulo 0 IDC1.12 A0 0-6211 (12)
Estimulo 1 IDC 1.13 AO 1-6211 (13)
AOGND IDC1.14 AOGND

Salida del INA IDC 1.15 Al 0-6211 (15)
Salida del INA IDC 1.16 Al 8-6211 (16)
Salida del INA1 IDC 2.17 Al 1-6211 (17)
Salida del INA 2 IDC 2.18 Al 9-6211 (18)
Salida del INA 3 IDC 2.19 Al 2-6211 (19)
Salida del INA 4 IDC 2.20 Al 10-6211 (20)
Salida del INA IDC 2.21 Al 3-6211 (21)
Salida del INA IDC 2.22 Al 11-6211 (22)
Salida del INA IDC 2.24 Al 4-6211 (24)
Salida del INA IDC 2.25 Al 12-6211 (25)
Salida del INA IDC 2.26 Al 5-6211 (26)
Salida del INA IDC 2.27 Al 13-6211 (27)
AIGND IDC 2.28 AIGND

Salida del INA IDC 2.29 Al 6-6211(29)
Salida del INA IDC 2.30 Al 14-6211 (30)
Salida del INA IDC 2.31 Al 7-6211 (31)
Salida del INA IDC 2.32 Al 15-6211 (32)
Vntcl IDC 3.2 Al 0-6009 (2)
Vntc2 IDC 3.3 Al 4-6009 (3)
AIGND IDC 3.1 AIGND
AIGND IDC 3.4 AIGND
AIGND IDC 3.7 AIGND
AIGND IDC 3.10 AIGND
AIGND IDC 3.13 AIGND
Estimulo 4 IDC 3.14 AO 0-6009 (14)
Estimulo 5 IDC 3.15 AO 1-6009 (15)
AOGND IDC 3.16 AOGND
Estimulo 2 IDC 4.17 P0.0-6009 (17)
Estimulo 3 IDC 4.18 P0.1-6009 (18)
Estimulo 6 IDC 4.19 P0.2-6009 (19)
Estimulo 7 IDC 4.20 P0.3-6009 (20)
Base del transistor LED1 IDC 4.21 P0.4-6009 (21)
Base del transistor LED2 IDC 4.22 P0.5-6009 (22)
Base del transistor LED3 IDC 4.23 P0.6-6009 (23)
Base del transistor LED4 IDC 4.24 P0.7-6009 (24)
Base del BJT CALENTADOR1 IDC 4.25 P1.0-6009 (25)
Base del BJT CALENTADOR2 IDC 4.26 P1.1-6009 (26)
Vce2.5v IDC 4.30 2,5V-6009 (30)

DGND IDC 4.32 DGND
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Parametros del termistor NTC

Temperatura R NTC Relacion (%/K) Valor real resistencia Vout

15 15716 4,7 15716 1,94431482
16 4,7 14977,348 2,0018138
17 4,7 14273,4126 2,05986693
18 4,7 13602,5622 2,11841407
19 4,7 12963,2418 2,17739291
20 12494 4,5 12494 2,22281497
21 4,5 11931,77 2,27979775
22 4,5 11394,8404 2,33701206
23 4,5 10882,0725 2,39439835
24 4,5 10392,3793 2,45189634
25 10000 4,4 10000 2,5

26 4,4 9560 2,55623722
27 4,4 9139,36 2,61241755
28 4,4 8737,22816 2,66848434
29 4,4 8352,79012 2,7243814
30 8055,2 43 8055,2 2,7692853
31 43 7708,8264 2,8234508
32 43 7377,34686 2,8773092
33 43 7060,12095 2,93081158
34 43 6756,53575 2,98391032
35 6528,8 4,1 6528,8 3,02502299
36 4,1 6261,1192 3,07481911
37 4,1 6004,41331 3,12413826
38 4,1 5758,23237 3,17294471
39 4,1 5522,14484 3,22120432
40 5322,9 4 5322,9 3,26308989
41 4 5109,984 3,30907035
42 4 4905,58464 3,35444742
43 4 4709,36125 3,39919587
44 4 4520,9868 3,44329216
45 4364,5 39 4364,5 3,48080337
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ANEXO B: SIMULACIONES
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Figura B-2: Esquema del modelo 2 en TINA-TI
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Figura B-3: Esquema del modelo 3 en TINA-TI
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Figura B-4: Simulaciones modelo 2 con amplitud de S0nV (a), 200uV (b), 3501V (c) y S500pV (d)

en la sefial de entrada y duracion de pulso 10ms
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Figura B-5: Simulaciones modelo 3 con amplitud de S0pV (a), 200uV (b), 350nV (¢) y 500pV (d)

en la sefial de entrada y duracion de pulso 10ms
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ANEXO C: CIRCUITO ESQUEMATICO
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Figura C-1: Captura del esquema implementado en Altium Designer
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Anexo C: Circuito Esquematico
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