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“Por muchos caminos diferentes y de multiples modos llegué
yo a mi verdad; no por una Unica escala ascendi hasta la altura desde
donde mis ojos recorren el mundo.

Y nunca me ha gustado preguntar por caminos -jesto
repugna siempre a mi gusto! Preferia preguntar y someter a prueba a
los caminos mismos.

Un ensayar y un preguntar fue todo mi caminar. Y en
verdad, también hay que aprender a responder a tal preguntar! Este
es mi gusto. No un buen gusto, no un mal gusto, sino «mi gusto», del
cual ya no me avergiienzo ni lo oculto.

«Este es mi camino, ¢ddnde esta el vuestro?», asi respondia
Y0 a quienes me preguntaban «por el camino». jEI camino, en efecto,
no existe!”

Friedrich Nietzsche, Asi hablé Zaratustra.

“Esto s6lo significa que el tiempo, aunque es un
convencionalismo del pensamiento muy atil, no tiene un valor
intrinseco mayor, digamos, que el dinero. Pensar en funcion del
tiempo es una manera de pensar muy complicada y artificial; ademas,
muchos nifios dominan idiomas extranjeros y teorias matematicas
mucho antes de haber adquirido una comprension del tiempo o
aceptado la tesis que se refuta facilmente de que la causa precede al
efecto.”

Robert Graves, La Diosa Blanca.
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1. INTRODUCCION.

Los procesos de adsorcion tienen un enorme interés, tanto desde el punto de vista
tedrico como aplicado. No deberia hacer falta recordar que una gran parte de los
fendmenos en la naturaleza tienen lugar en interfases entre dos medios. Si en el medio hay
macromoléculas anfifilicas presentes (ej. proteinas), éstas exhiben una tendencia, en
general bastante acentuada, a acumularse en dichas interfases. Para matizar esta
afirmacion, habria que afiadir que esta tendencia, caracterizada termodinamicamente a
través de la energia de Gibbs de adsorcion, AapsG, se ve afectada por diversos factores:
temperatura, fuerza iénica y pH del medio, hidrofobicidad, estado eléctrico de la interfase,
heterogeneidad de la superficie y de las macromoléculas (Norde, 1976; Norde, 1979;
Norde, 1985; Norde et al., 1991; van Dulm, 1981; Sadana, 1992; Hidalgo Alvarez et al.,
1995). Estos factores ejercen una notable influencia sobre las posibles interacciones entre
los distintos componentes de la interfase involucrados en el proceso de adsorcion. De este
modo, una mejor comprensién del fendmeno de adsorcion permitiria progresar en el

conocimiento de las interacciones subyacentes.

Desde el punto de vista de la aplicacion industrial y tecnoldgica, interesa controlar
el proceso de adsorcion y determinar en qué condiciones se ve favorecido o dificultado.
Numerosos ejemplos se pueden encontrar en la industria alimentaria, farmacéutica o

cosmética y en el campo de la biotecnologia y la biomedicina.

Un modo de estudiar dichos fendmenos se basa en un analisis fisico-quimico
basado en la isoterma de adsorcion. En este método realiza una medida directa de la
cantidad adsorbida (acumulada) de macromolécula en la interfase en funcion de la
concentracion de macromolécula en disolucion, 7{cs), manteniendo la temperatura

constante. De esta forma, es necesario adoptar un modelo del proceso para obtener los



parametros que lo caracterizan termodindmicamente (constante de equilibrio, K; energia de
Gibbs de adsorcion, AapsG; entropia y entalpia de adsorcidn, AapsS Y AapsH; variacion de
la capacidad calorifica, AapsCp) Y que proporcionan informacion sobre las interacciones
moleculares y subprocesos implicados. Sin embargo, apenas existen modelos realistas que
describan bien los procesos de adsorcion de macromoléculas y los utilizados usualmente se
fundamentan en unas hipotesis que dificilmente se verifican (ej. modelo de Langmuir),
aunque ya se han introducido aspectos tales como la interaccion soluto-disolvente o la
diferencia en tamafio molecular entre soluto y disolvente (Everett, 1964; Everett, 1965;
Adamson, 1976; Kronberg, 1983; Kronberg et al., 1984; Tadros, 1988; Young et al., 1988;
Dékany et al., 1990; Kirdly et al., 1990; Lyklema, 1991; Hajra et al., 1991; Sarkar et al.,
1992; Sadana, 1992; Douillard et al., 1993; Sarkar et al., 1994; Chang et al. 1995;
Dabrowski et al., 1995; Al-Malah et al., 1995; Chen et al., 1997; Silva da Rocha et al.,
1997). De entre todas las hipdtesis, cabe destacar aquellas que se refieren a la
homogeneidad de la superficie adsorbente y la interaccion soluto-soluto y
soluto-disolvente. En la adsorcion en la interfase sélido-liquido surge una competencia
entre el disolvente y el soluto por ocupar la superficie y, consecuentemente, una
heterogeneidad intrinseca del proceso de adsorcion en dicha superficie, aparte de la posible
heterogeneidad propia de tal superficie (Sadana, 1992; Hidalgo Alvarez et al., 1995), ya
gue coexistiran regiones no recubiertas y recubiertas por las moléculas adsorbidas. Debido
a este ultimo hecho, puede haber cierta preferencia por parte de una molécula por
adsorberse lejos o cerca de otra ya adsorbida (cooperatividad negativa o positiva en el
proceso de adsorcién). En este caso, dicha preferencia vendrd determinada por las
interacciones superficie-disolvente, superficie-soluto, soluto-soluto y soluto-disolvente.
Dependiendo entre otros de pardmetros tales como la hidrofobicidad de la superficie y el
estado eléctrico de la interfase y el soluto, existira una distribucion particular de sitios y
energias de adsorcion sobre la superficie (Fubini, 1988). Una consecuencia inmediata de
este hecho es la dependencia de la entalpia de adsorcién respecto del grado de
recubrimiento de la superficie adsorbente, estando el proceso de adsorcion representado
por multiples estados. Por tanto, con este método se obtienen solamente magnitudes
termodinamicas aparentes si el proceso no es de dos estados, que es lo frecuente dadas las
caracteristicas de los sistemas estudiados.

No obstante, existe una alternativa basada en un estudio termodindmico basico,
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donde la magnitud a la cual se tiene acceso directo, mediante técnicas calorimétricas, es la
entalpia de adsorcion. De esta manera, es posible evaluar la entalpia de adsorcion en
funcién del recubrimiento de la superficie, o que determinaria si el proceso global de
adsorcion presenta maltiples estados o no. Si los procesos estudiados son irreversibles, no
se podran aplicar las ecuaciones que permiten obtener, a partir de la variacion de entalpia,
las restantes magnitudes termodindmicas que caracterizan el proceso. Pero ésta es una
limitacién que presentaria de partida el método anterior y lo invalida completamente en
dicha circunstancia, no pudiendo evaluar ninguna magnitud termodinamica caracteristica

del proceso.

Por todas estas razones, esta totalmente justificado uno de los principales objetivos
de este trabajo de investigacion: la construccion y optimizacion de un sistema
microcalorimétrico diferencial isotérmico de valoracion secuencial. Se ha conseguido una
total automatizacion, estando controlado todo el dispositivo experimental (adquisicion de
datos, compensacién de potencia, inyeccion de muestras) a través de un ordenador
personal. La materializacion de este objetivo se ha llevado a cabo en los laboratorios del
Departamento de Fisica Aplicada y del Departamento de Quimica Fisica de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Granada. Con este dispositivo es posible realizar un estudio
sistematico sobre la adsorcion de macromoléculas en la interfase solido-liquido. En
concreto, nos hemos centrado en la adsorcion de proteinas sobre particulas coloidales

poliméricas.

Se ha elegido la Mioglobina como proteina modelo. Es una proteina globular
compacta, con un unico dominio estructural, de peso molecular relativamente bajo y de la
que se conoce muy bien su estructura tridimensional (Stryer, 1988; Evans, 1990; Sigma,
1997). Asimismo, posee un punto isoeléctrico de 7.0, por lo que para que presente carga
neta positiva o negativa no es necesario que el pH del medio alcance valores demasiado
extremos. Es una macromolécula bastante hidrofilica y no debera plantear problemas de

solubilizacion o estabilizacion frente a la agregacion.

El sistema adsorbente modelo utilizado es una dispersion en medio acuoso de

particulas de matriz polimérica de tamafio menor de 1 um, conocida usualmente como



latex. Las propiedades fisico-quimicas del monomero empleado en la reaccion de
polimerizacion, es decir, en la sintesis de este tipo de sistemas, determinara las propiedades
superficiales de dichas particulas. De igual modo, el iniciador que se haya utilizado para
activar dicha reaccion y los posibles grupos funcionales existentes en el mondmero
estableceran qué grupos funcionales estaran presentes en la superficie de las particulas.
Teniendo esto en cuenta, eligiendo adecuadamente los reactivos y las condiciones de
reaccién es posible alcanzar un gran dominio sobre el proceso de sintesis y controlar el
tamafo, densidad de carga eléctrica superficial e hidrofobicidad de tales particulas
poliméricas. De este modo, se puede conseguir una suspension monodispersa de particulas
esféricas con propiedades superficiales especificas, lo que se traduce en la posibilidad de
construir interfases solido-liquido con caracteristicas determinadas. Sin embargo, lo mas
destacable, y mas relevante para un estudio sobre adsorcion, de este tipo de sistemas es el
hecho de que, debido al pequefio tamafio de particula, con una fraccién de volumen de

solido reducida es posible disponer de un area superficial enorme.

La eleccion de un microcalorimetro diferencial isotérmico de valoracion secuencial
para emprender un estudio de fendmenos de adsorcién estriba en las ventajas que presenta
esta clase de dispositivo cuando se compara entre todos los tipos de microcalorimetros de
reaccién empleados en la determinacion energética de las interacciones involucradas en un

proceso: calorimetro batch, calorimetro de flujo y calorimetro de valoracion.

En cada experimento en un calorimetro batch se obtiene un Unico punto de la curva
de valoracion, ya que los dos reactivos, colocados en sendos compartimentos en la célula
de medida, se ponen en contacto de forma integra en un Unico paso y en una proporcion
relativa constante y predeterminada en el experimento (Calvet et al., 1956; Calvet et al.,
1963; Sturtevant, 1972; Fujita et al., 1977). Mediante un registro de la sefial transitoria
durante el proceso de mezcla, que es proporcional a la potencia térmica desarrollada, se
obtiene el calor de reaccién. Es evidente que este dispositivo presenta un gasto excesivo de
reactivos y tiempo de trabajo.

En un calorimetro de flujo se produce una entrada continua de reactivos en la célula
de medida y una salida continua y simultanea de productos (Monkanol et al., 1968; Picker
et al., 1969; Christensen et al., 1976a; Beezer, 1977; Wadso, 1977; Christensen et al.,
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1981; Smith et al., 1972). La velocidad de flujo debe ser tal que el tiempo de residencia sea
suficiente para que se complete la reaccion en el volumen de control de la célula. Es
posible variar la proporcidn relativa de reactivos alterando los flujos respectivos y creando
un gradiente de concentracién, de modo que se pueden obtener distintos puntos de la curva
de valoracion (Lopez Mayorga et al., 1984; Fisicaro, 1987). Sin embargo, éste no es el
modo convencional de utilizacion de un calorimetro de flujo debido a que presenta algunos
problemas. Por otra parte, la medida se realiza en régimen estacionario, siendo necesario
esperar a que éste se establezca. La sefial registrada en estado estacionario es proporcional
al flujo de calor y al flujo de materia en la célula. Aunque este sistema mejora el
rendimiento obtenido con un calorimetro batch, actualmente no es muy empleado porque
el gasto de reactivos y tiempo de experimentacion es mayor que el de un calorimetro de

valoracion.

En un calorimetro de valoracion se realiza una adicion continua o secuencial del
agente valorante sobre una disolucion del reactivo que se va a valorar (Christensen et al.,
1965; Christensen et al., 1973; Spink et al., 1975; Hansen et al., 1975; Jordan et al. 1976;
Spokane et al., 1981; McKinnon et al., 1984; Wiseman et al., 1989; Freire et al. 1990; El
Harrous et al., 1994). De esta manera, en un solo experimento se puede obtener una curva
de valoracién completa hasta el término de la reaccion. Aunque la curva obtenida en el
primer método es continua y en el segundo es discreta, los niveles mas altos de sensibilidad
se han logrado con calorimetros de valoracion secuenciales (Rouquerol, 1985b; Wiseman
et al., 1989; Freire et al. 1990). En este tipo de dispositivos se consigue un rendimiento
optimo de material y tiempo de experimentacion. La medida de la sefial de potencia y la
posterior evaluacion del calor de reaccion se realiza del mismo modo que en un

calorimetro batch.

Como técnica analitica, la Calorimetria Isotérmica de Valoracion se considera una
herramienta universal (Oscarson et al., 1986; Wiseman et al., 1989; Landau, 1996) que
posee un amplio campo de aplicacion en muy diferentes areas: quimica y bioquimica,
fisica y biofisica, biotecnologia, biomedicina, industrias farmaceutica, cosmética y
alimentaria, control de procesos, etc. (Jordan et al., 1976; lzatt et al., 1983; Wads06, 1985b;
Wadso, 1985c; Wads0, 1985d; Wads6, 1995; Wadso, 1997; Oscarson et al., 1986; Freire



et al., 1990; Blume, 1991; Chaves et al., 1994; Buckton, 1995; Lahti et al., 1995; Aki et
al., 1995; Rowe, 1996; Landau, 1996; Regenass, 1985). También ha sido aplicada con
éxito al estudio de fendmenos interfaciales, tales como la adsorcion (Nyilas et al., 1974;
Norde, 1976; Norde, 1985; Norde et al., 1994b; lzatt et al., 1983; Gravelle, 1984;
Gravelle, 1985; Della Gatta, 1985; Rouquerol, 1985a; Rouquerol, 1985b; Fubini, 1989;
Rohl et al., 1991; Handy et al., 1993; Seidel, 1993; Wu et al., 1996; Chen et al., 1997).

En un experimento tipico en Calorimetria Isotérmica de Valoracion se registra el
efecto térmico producido por la mezcla secuencial de los reactivos, a presion constante,
hasta que se alcanza el final de la reaccion. De este modo, la magnitud observable y
accesible directamente es el calor de reaccion a presion constante, Qp, que es justamente la
entalpia de reaccién, AH. Dicha magnitud es uno de los parametros comdnmente utilizados
para caracterizar termodinamicamente cualquier proceso fisico-quimico. La sefial que
directamente se mide es el flujo de calor desde la célula de medida hacia el foco de calor,
por lo que este tipo de dispositivo recibe también el nombre de calorimetro de conduccion
(Heminger et al., 1984). Interpuestos entre célula y foco se sitdan los sensores de flujo de
calor, empleandose usualmente termopilas de semiconductor que generan una fuerza
electromotriz proporcional a la diferencia de temperaturas entre sus caras, es decir, entre
célula y foco calorifico. Si el sistema se encuentra dentro de los limites de validez de la ley
de enfriamiento de Newton, diferencia de temperatura y flujo de calor seran proporcionales
y la medida del voltaje generado nos proporcionara la potencia térmica desarrollada. De
aqui se desprende que este dispositivo no es estrictamente isotérmico, ya que el
fundamento del método de medida se basa en una diferencia de temperaturas. Sin embargo,
se puede comprobar que en el sistema microcalorimétrico desarrollado en este trabajo
dicha diferencia es menor de 50 puK y se considerara como un microcalorimetro
cuasi-isotérmico. En todo caso, como funcion de estado, el valor de la variacion de
entalpia sélo dependera del estado inicial y el estado final, estando éstos caracterizados por

los mismos valores de temperatura y presion en un calorimetro isotérmico de valoracion.

El éxito de esta metodologia esta basado en diversos hechos relevantes. En primer
lugar, asociado a cualquier proceso existe un fendmeno concomitante de transferencia de

calor (Wiseman et al., 1989). El calor puesto en juego transferido entre el sistema
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reaccionante y su entorno esta vinculado con las interacciones moleculares implicadas en
dicho proceso. Dicho calor se mide directamente y esta conectado de una forma explicita
con la entalpia y el avance de la reaccion. Otras técnicas, tales como diélisis en equilibrio,
ultrafiltracion o cromatografia de exclusion en gel, utilizadas frecuentemente en la
caracterizacion de procesos de equilibrio permiten evaluar la variacién de entalpia a partir
de la dependencia de la constante de asociacion, K, respecto de la temperatura. Sin
embargo, si el proceso en cuestion es complejo y presenta multiples estados, la ecuacién de
van’t Hoff no es véalida y se obtiene una variacion aparente de entalpia, que incluso
carecera de significado fisico. En este caso, solamente mediante técnicas calorimétricas es
posible determinar el verdadero cambio de entalpia en el proceso, ya que se miden
directamente variaciones de este potencial termodindmico. Un caso concreto, que sera
objetivo experimental de este trabajo de investigacién, donde podemos encontrar un
proceso que no es de dos estados de forma muy clara es la adsorcién de macromoléculas en
la interfase solido-liquido. En general, se observa que en dicho fendmeno la entalpia de
adsorcion depende del porcentaje de recubrimiento de la interfase (Arai et al., 1990;
Haynes et al., 1993; Norde et al., 1994b). De este modo, el proceso de adsorcién no esta
caracterizado por un valor Gnico de variacién de entalpia, sino que la magnitud de ésta
depende del avance de dicho proceso. En segundo lugar, el calor es una buena sefial para
observar y controlar cualquier proceso de forma no invasiva, debido a lo comentado
anteriormente: practicamente, todo fendmeno originado en un sistema va acompafiado de
un intercambio energético entre dicho sistema y sus alrededores (si el sistema reaccionante
no es aislado) o de un aumento de su temperatura (si el sistema reaccionante es aislado). El
primer caso corresponde a los denominados calorimetros de conduccion e isotérmico y el
segundo caso, a los denominados calorimetros isoperibol y adiabatico (Heminger et al.,
1984; lzatt et al., 1983; McGlashan, 1984; Rouquerol et al., 1986; Wadso, 1985c; Wadso,
1985d; Wadso, 1990;Wads06, 1997a; Zielenkiewicz, 1992; Grgnlund, 1991). EI empleo de
las otras técnicas analiticas alternativas no siempre es posible, ya que es indispensable que
el sistema bajo estudio posea alguna propiedad especifica que varie en el tiempo conforme
avance el proceso (ej. grupos fluor6foros para seguimiento mediante fluorescencia),
requerimiento que no siempre es posible de satisfacer. Ademas, algunos subprocesos que
no impliquen un cambio en dicha propiedad pueden ser enmascarados. Sin embargo, el

caracter de técnica no especifica y la incapacidad de separar e identificar procesos que



poseen los métodos calorimétricos, dado que el calor es un observable macroscopico
presente en cualquier fendmeno fisico-quimico, es una limitacion que hacen necesaria la
ayuda de técnicas analiticas adicionales. En ultimo lugar, existe una metodologia bien
establecida y una base tedrica rigurosa para el analisis y tratamiento de los datos
experimentales, incluso para sistemas relativamente complejos (Christensen et al., 1972;
Eatough et al., 1972a; Eatough et al., 1972b; Wiseman et al. 1989; Sari et al., 1989;
Arena et al., 1989; Wyman et al., 1990; Freire et al., 1990). Es momento de destacar que,
aunque existen diversos modelos fisico-matematicos utilizados para representar y describir
el funcionamiento de un calorimetro isotérmico de valoracion (Randzio et al., 1980;
Navarro et al., 1982; Zielenkiewicz, 1992; Tanaka, 1992; Tanaka, 1996; Garcia Fuentes,
1994), aun existen puntos discordantes, sobre todo aquél relacionado con la discrepancia, a
veces notable, entre la caracterizacion dinamica de un calorimetro obtenida mediante
experimentos eléctricos y la obtenida mediante experimentos quimicos, justificada
normalmente aduciendo que la respuesta del calorimetro depende de la localizacién de la
fuente de calor (Barthel, 1975; Dantzer et al., 1982; Tanaka, 1989a; Navarro et al., 1992;
Schachinger et al., 1983; Zielenkiewicz, 1992; Wads0, 1997b). En este sentido, otro de los
objetivos de este trabajo de investigacion es dar una respuesta satisfactoria a este problema.
No hay que perder de vista que la realizacion de una caracterizacion dindmica precisa, es
decir, la determinacidn rigurosa de la funcion de transferencia del calorimetro es esencial,
por diversos motivos. Aparte de la importancia que de por si tiene el hecho de poder
reproducir tedricamente el comportamiento del dispositivo, podemos destacar que la
posibilidad de llevar a cabo estudios sobre la cinética de determinados procesos depende

de la precisidn con que se conocen las constantes de tiempo instrumentales.

Cuando el proceso objeto de estudio corresponde a una interaccion sencilla, tal
como la unién no cooperativa de un ligando a una macromolécula que posee sitios de
union de idéntica afinidad, es posible obtener una caracterizacion termodindmica completa
del proceso mediante una valoracion calorimétrica. En este caso, es la Unica técnica que
proporciona simultaneamente pardmetros termodinamicos y estequiométricos (Sari et al.,
1989; Freire et al. 1990). Si el proceso estudiado no reuniese las caracteristicas necesarias

para aplicar las herramientas de la Termodinamica Clasica del Equilibrio (ej. el proceso es
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irreversible), la Gnica magnitud que se puede evaluar es la variacion de entalpia de proceso,
que se mide directamente. Sin embargo, con las demas técnicas analiticas (ej. isoterma de
adsorcion), ni siquiera es posible obtener dicha magnitud. En este caso, podria llevarse a
cabo un estudio cinético siguiendo la evolucion temporal de alguna propiedad proporcional
al avance de la reaccion, siendo el estudio termocinético de dicho proceso factible en
calorimetria isotérmica (Zahra et al., 1973; Gravelle, 1985; Grgnlund, 1991; Yamane et
al., 1991; Le Blond et al., 1996; Landau, 1996).

Una tendencia importante de desarrollo en calorimetria est4d conectada con la
cantidad de reactivo empleada en un experimento concreto (LOpez Mayorga et al., 1984;
El Harrous et al., 1994b; Sari et al., 1989; Wiseman et al., 1989; Freire et al., 1990). La
mayoria de los sistemas de interés biotecnolégico contienen componentes
considerablemente caros o, por razones de pureza, dificiles de conseguir. Ademas, si se
desea determinar constantes de equilibrio y entalpias de reaccion en sistemas que poseen
constantes de afinidad elevadas es necesario utilizar reactivos en condiciones de dilucion
extremas. Por tanto, para realizar este tipo de estudios es imprescindible un calorimetro de
alta sensibilidad que minimice la cantidad de sustancia requerida. Este dispositivo recibe
entonces el nombre de microcalorimetro. Aqui, aunque apareceran en el transcurso de este
trabajo, cabe mencionar los conceptos de sensibilidad y sensibilidad especifica del
instrumento. La primera esta relacionada con la cantidad minima de reactivo y la segunda
con la concentracion minima de reactivo requeridas para llevar a cabo un experimento. Son
dos indices de eficiencia del instrumento igual de importantes, ya que un microcalorimetro
puede poseer una sensibilidad elevada y una sensibilidad especifica pobre y podemos
encontrarnos con sistemas que muestran una estabilidad marginal fuertemente dependiente
de las condiciones del medio (ej. disoluciones de macromoléculas) donde no es posible

emplear concentraciones elevadas.

Otra linea de avance en instrumentacion esta dirigida a la reduccion del tiempo de
experimentacién. Este es un aspecto muy importante si se trabaja con sistemas que poseen
baja estabilidad en el tiempo, tales como suspensiones de material bioldgico u otros
sistemas coloidales. Esta disminucion del tiempo de experimento se consigue alterando las

constantes de tiempo intrinsecas o tiempos de relajacion térmica del instrumento. La forma



de conseguir esto es la inclusion en el sistema microcalorimétrico de un lazo de
retroalimentacion de potencia que modifique la funcion de transferencia del sistema
(fendbmeno que en Teoria de Sistemas recube el nombre de compensacion) y el empleo de
sistemas de control adecuados (Randzio, 1981; McKinnon et al., 1984; Zhong et al., 1988;
Wiseman et al., 1989; Freire et al., 1990; El Harrous et al., 1994a; El Harrous et al.,
1994b; Garcia Fuentes, 1994; Velazquez Campoy et al., 1998a; Velazquez Campoy et al.,
1998b). Este efecto esta muy relacionado con la sensibilidad, ya que en realidad lo que se
busca es que la respuesta del dispositivo sea mas rapida, eliminando la inercia térmica de
éste, siendo el tiempo de respuesta un factor determinante de la sensibilidad dindmica
(Hansen et al. 1983; Margas et al., 1993a; Margas et al., 1993b). De sobra es conocido
que la respuesta de un dispositivo es una version distorsionada en el tiempo del estimulo a
que fue sometido. Asi, el termograma, que es la potencia térmica registrada en funcion del
tiempo, no coincide con la termogénesis, que es la verdadera potencia térmica generada en
la reaccion en funcion del tiempo (Heminger et al., 1984; Hohne, 1978; Randzio et al.,
1980). Aln cuando se ha prestado mucha atencion al desarrollo de diversos métodos de
deconvolucion o correcion dinamica para obtener la segunda a partir de la primera (Dubes
etal., 1977; Hohne, 1978; Tanaka, 1978; Tanaka, 1989b; Nakanishi et al., 1981; Cesari et
al., 1982a; Cesari et al., 1982b; Macqueron et al., 1983; Hatt et al., 1983; Rodriguez et al.
1983; Rey et al. 1983; Ortin et al., 1983; Ortin et al. 1984; Marco et al., 1985; Marco et
al., 1986a; Fujieda et al., 1985; Fujieda et al., 1987; Fujieda et al., 1988; Muller et al.,
1987; Tachoire et al., 1987; Yu et al., 1988; Yun et al., 1988; Rodriguez de Rivera et al.,
1989; Gaillard, 1985; Yamane et al., 1991; Grgnlund, 1991) es muy ventajoso y
aconsejable poder reducir en tiempo real las constantes de tiempo mediante el método de
compensacion. También es posible realizar la correccion dindmica analégicamente o
numéricamente en tiempo real, pero se presentan problemas de disefio y operacién de los
circuitos analégicos empleados y de procesamiento de datos numéricos (ej. operacion de
derivacion numeérica, tratamiento de datos muestreados). Se ha comprobado que el método
de compensacion por retroalimentacion es mas eficaz y posee menos inconvenientes que la
correccion dindmica anal6gica o numérica (Randzio, 1981). Con constantes de tiempo
menores, la transferencia del calor generado en la reaccion se realiza mas deprisa y no se
requiere un tiempo de medida demasiado grande. De este modo, se obtiene mayor

sensibilidad dindmica en cuanto a potencia calorifica y se minimizan los errores debidos a
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una deriva de la linea base.

Todas estas ideas se pueden resumir en que se demanda un microcalorimetro de alta

sensibilidad, con maxima eficiencia en tiempo y minimo gasto de material.

Hoy dia hay varios tipos de microcalorimetros isotérmicos de valoracion
disponibles incluso comercialmente (Wadsd, 1985a; Oscarson et al., 1986; Wiseman et al.,
1989; Freire et al., 1990; Anderson, 1993; El Harrous et al., 1994a), pero pocos son los
que presentan una sensibilidad suficientemente elevada apropiada para abordar estudios
sobre adsorcion y, ademas, poseen un alto coste. Asimismo, con los instrumentos
comerciales, dispositivos que no estan disefiados para un proposito concreto, pueden surgir
problemas especificos de disefio u operacion inesperados, teniendo que ser resueltos por
los investigadores. Debido a estas razones, se ha disefiado y construido un
microcalorimetro isotérmico diferencial de valoracion con control digital y sistema de
compensacion Peltier. El disefio, bastante sencillo y muy simplificado respecto a otros
instrumentos similares, estd basado en el principio twin. Para modificar la funcion de
transferencia del sistema y reducir las constantes de tiempo instrumentales se ha incluido
un sistema de compensacion de potencia mediante un lazo de retroalimentacion. El control
digital, ejecutado mediante un ordenador personal incluido en la trayectoria de
retroalimentacion, permite la implementacion de diferentes algoritmos de control,
reflejando la flexibilidad, facilidad de implementacion, simplicidad, calidad y
reproducibilidad de los resultados, robustez y fiabilidad del control digital comparado con
el control analogico (Ambrosetti et al., 1983; Lopez Mayorga et al., 1984; Karlsen et al.,
1984; Klaasen et al., 1986; Leigh, 1992; Kuo, 1992; Cortijo et al., 1995; Landau, 1996).
Ademas, el sistema manifiesta una enorme facilidad de operacion y de ajuste de control,
permitiendo un completo conocimiento de su funcionamiento. Si a todo esto se une el
hecho de disponer de un modelo fisico-matematico completamente detallado que
reproduce con enorme fidelidad el comportamiento del instrumento, se puede concluir que,
como dispositivo de medida, este microcalorimetro dista mucho de ser una caja negra para
el usuario. Como se mostrara en este trabajo de investigacion, gracias a todas estas
posibilidades ha sido posible desarrollar un nuevo método de medida basado en un control

proporcional-integral aplicable a este dispositivo y que presenta numerosas e importantes

11



ventajas comparado con el tradicional control proporcional (Velazquez Campoy et al.,
1998a).

Una cuestion que merece la pena que sea comentada es la utilizacion de elementos
Peltier como actuadores en el lazo potencia de retroalimentacion. Aunque se ha
generalizado el uso de elementos Peltier como detectores de temperatura o de flujo de
calor, la compensacion Peltier se dejé de aplicar hace ya bastantes afios (Calvet et al.,
1963) y actualmente se emplean elementos resistivos puros para dicha tarea. Nuestra
decision de emplear elementos Peltier se basa en cuatro importantes razones que

detallamos a continuacion:

a) En primer lugar, las termopilas o elementos Peltier son componentes que acttian
como bombas de calor bidireccionales, ya que pueden generar flujos de calor en sentidos
contrarios. Sin embargo, una resistencia solamente puede generar flujo de calor en un

unico sentido, lo que hace necesaria la aplicacion de una potencia constante de referencia.

b) Existe un alto grado de miniaturizacion en este tipo de elementos, lo que los hace
especialmente idoneos como sensores de temperatura o de flujo de calor en dispositivos
donde los problemas de espacio pueden llegar a ser determinantes. En este sentido, se debe
mencionar que la sensibilidad depende en gran medida de la densidad superficial de
uniones semiconductoras en cada elemento Peltier y del nimero de elementos utilizados.

c) En tercer lugar, el enorme desarrollo alcanzado gracias a la investigacion en
semiconductores permite tener acceso a materiales que poseen unas caracteristicas
apropiadas: conductividad eléctrica y coeficiente Seebeck elevados y baja conductividad
térmica. Asi se consigue minimizar las pérdidas de calor y obtener un buen rendimiento en

la conversion o transduccidn de una diferencia de temperatura en una fuerza electromotriz.

d) En ultimo lugar, pero no por ello el argumento menos decisivo, hay que
mencionar que empleando elementos Peltier, gracias a las caracteristicas anteriormente
comentadas, se logra implementar un control lineal practicamente puro, ya que la potencia
Peltier es varios ordenes de magnitud mayor que la potencia Joule, en condiciones no

extremas de operacion. Utilizando elementos resistivos el control es intrinsecamente

12
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cuadrético ya que se basa en la potencia Joule generada por dichos componentes. No hay
que perder de vista que si queremos que el sistema de medida en su conjunto se comporte
linealmente (en realidad, este no es un requerimiento fundamental e indispensable para un
sistema de medida, pero simplifica enormemente su modo de operacién), el sistema de

control inmerso en él debe conservar dicha linealidad.
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2. DESCRIPCION DEL SISTEMA MICROCALORIMETRICO
ISOTERMICO DE VALORACION.

Tal como ha sido establecido anteriormente, el microcalorimetro de reaccion
desarrollado es del tipo de conduccién de calor (Heminger et al., 1984). Por consiguiente,
la evaluacion del calor de reaccion se basa en la deteccion de una diferencia neta de
temperaturas que se extingue en el tiempo una vez alcanzado el equilibrio quimico. Esta
diferencia de temperaturas origina un flujo de calor a través de una determinada trayectoria
cuyo objetivo es equilibrar térmicamente el sistema. La resistencia térmica ofrecida por
este camino al flujo de calor no debe ser excesivamente elevada, lo que se traduciria en un
flujo de calor aproximadamente nulo (calorimetro isoperibol y adiabatico), ni
excesivamente pequefia (calorimetro estrictamente isotérmico), lo que provocaria que las
diferencias de temperatura apenas fuesen apreciables, ya que el tiempo de equilibracién

térmica seria muy reducido.

Un modelo simple de este microcalorimetro consiste en considerar cuatro
elementos: contenido de célula, célula, sensor de temperatura y foco calorifico (véase la
Figura 2.1). Entre estos 4 elementos se establecen contactos diatérmanos, lo que dara lugar
a una interaccion térmica cuyo resultado final serd la consecucién de un estado de
equilibrio térmico mutuo. La magnitud que se mide es el flujo de calor o potencia térmica
transferida entre la célula de medida y el foco calorifico cuando se produce un efecto
térmico en el interior de la célula. Si no hubiera pérdidas, el calor generado como resultado
de una reaccion se transferiria integramente al foco; no obstante, en un sistema real
inevitablemente habra pérdidas, pero éstas se pueden considerar uniformes uniformes, es
decir, representan siempre un porcentaje mas o menos constante del calor desarrollado, y

quedan englobadas en la constante de calibracion (Calvet et al., 1963).
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Figura 2.1. Modelo simplificado del microcalorimetro.

Un conjunto de termopilas de semiconductor, interpuestas entre la pared de la
célula y el foco, convierte la diferencia instantanea de temperatura entre célula y foco,
responsable del intercambio energético entre ambos, en una fuerza electromotriz (efecto
Seebeck). De esta forma, se genera trabajo eléctrico aprovechando la tendencia de
evolucion del sistema hacia el equilibrio térmico. El principal camino seguido por el flujo
de calor entre cada célula y el foco calorifico es a través del conjunto de termopilas que
actla como transductor. Aunque hay pérdidas de calor por radiacién y conveccién, éstas
son muy pequefias, ya que las diferencias de temperatura creadas son mucho menores que
50 uK (véase el Capitulo 7). Como se deduce de lo anterior, no se mide directamente el
flujo de calor desarrollado, sino el voltaje generado por las termopilas que funcionan como
sensores de temperatura o flujo de calor. El foco calorifico debe ser, como su nombre
indica, un sistema que posee una capacidad calorifica extremadamente elevada, de modo
que mantenga constante su temperatura cuando se encuentra involucrado en un proceso de

transferencia de calor.

El método de medida es diferencial (Barthel, 1975; Della Gatta, 1985; Freire et
al., 1990), disponiendo de dos células idénticas, muestra y referencia, en las cuales se
procura que tengan lugar los mismos sucesos, excepto la reaccion de interés, que solo se
produce en la célula de muestra. Un modo de conseguir aproximadamente esto es colocar
solamente uno de los reactivos en la célula de muestra o inyectando el reactivo valorante
unicamente en la célula de muestra. La sefial de medida debera ser la diferencia de las

respectivas sefiales generadas en las células.
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Cuando se produce un efecto térmico en una célula y se rompe el equilibrio térmico
previamente establecido, cada termopila produce un voltaje eléctrico proporcional a la
diferencia de temperatura entre sus caras (efecto Seebeck). EIl conjunto de termopilas de
cada célula genera un voltaje global que es la suma de los voltajes generados en cada
termopila. El foco calorifico actia como un termostato cuya temperatura constante sirve de
temperatura de referencia a ambas células simultdneamente. Teniendo en cuenta que los
dos conjuntos independientes de termopilas de cada célula estdn conectados en oposicion
eléctricamente, la verdadera sefial de medida es la diferencia entre el voltaje generado por
ambos transductores. Esta sefial, AV(t), sera a su vez proporcional a la diferencia de
temperatura, AT(t), entre la célula de muestra y la de referencia, si se considera un sistema

de células gemelas (principio twin) (Barthel, 1975):
AV (t) = eAT (1) (2.1)

Ademas, si se supone que el sistema funciona en un régimen en que es valida la ley
de enfriamiento de Newton (diferencias pequefias de temperatura y conductividad térmica
constante), la diferencia de temperatura entre la célula de muestra y la de referencia sera
proporcional a la diferencia de flujos calorificos que atraviesan las termopilas que forman

parte de los sensores en cada célula, medida y referencia, Q, (t)y Qg (t):

Q(t) = Qs (t) — Qg (1) = 2 AT(t) (2.2)

En un sistema twin ideal los efectos térmicos accidentales comunes a las dos
células (agitacion del contenido de las células, fluctuaciones de temperatura del foco,
mezcla de reactivos segun el tipo de experimento llevado a cabo, etc) se cancelan y la
diferencia de flujo calorifico refleja Unicamente los fendmenos que tienen lugar de forma
exclusiva en la célula de medida (en este caso, la reaccion sometida a estudio). Sin
embargo, es necesario realizar experimentos blanco para corregir los efectos térmicos
asociados a procesos tales como la dilucion de algun reactivo y que en un Unico
experimento real es imposible compensar pues el estado final en ambas células es

diferente.
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El calor total puesto en juego durante la reaccion se calcula integrando el voltaje
registrado (termograma) durante el régimen transitorio entre los instantes inicial y final del
efecto térmico. Si el dispositivo se comporta linealmente, se verifican las relaciones de
proporcionalidad anteriormente establecidas y, consecuentemente, existira una
correspondencia entre area del termograma y calor o entre diferencia de voltaje y potencia
térmica. La constante de proporcionalidad entre estas magnitudes se denomina constante
de calibracion, Kca, Y esta directamente relacionada con la ganancia estatica o ganancia

en estado estacionario de la funcion de transferencia del sistema, Ko:

AV(t) = *Q(t) = 7Q(t)

KCAL
j AVt =£0=—1 Q (2.3)
a Keat
1 L«
K= > =2
CAL KO c

Normalmente, las reacciones estudiadas se realizan en condiciones de presion
constante (presion atmosférica). Por este motivo, el calor de reaccién evaluado, Qp,
coincide con la variacion de entalpia del proceso, AH. También se puede calcular la
constante de equilibrio, K, a partir de los datos experimentales. Incluso, en determinados
procesos, tales como la unién de ligandos (pequefias moléculas) a macromoléculas, es
posible determinar la estequiometria de la reaccion (Freire et al., 1990; Wiseman et al.,
1989). A partir de estos parametros, si se cumplen las condiciones para poder aplicar las
herramientas que nos proporciona la Termodinamica Clasica del Equilibrio, podemos
completar la caracterizacion energética de la reaccion estudiada y obtener los restantes

parametros termodinamicos del proceso utilizando algunas de las ecuaciones siguientes:

W e

T2 aT
p
AG = —RTInK AS = AHT_AG (2.4)
s, -(BH) e, 1(29)
a ), aT Js
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donde AG es la variacion de energia de Gibbs, AS es la variacion de entropia y ACp €s la
variacion de la capacidad calorifica a presion constante en el transcurso de la reaccion. Si
no estd permitido este tratamiento, por lo menos se tiene acceso al potencial

termodindmico entalpia, opcion que no esté al alcance con otras técnicas analiticas.

Todo dispositivo de medida introduce un retraso en la respuesta respecto a la sefial
de entrada (Hohne, 1978; Schoborn, 1983; Heminger et al., 1984). Esto significa que en un
microcalorimetro no registraremos la potencia real o termogénesis, W(t), desarrollada en la
célula, sino que surgira una distorsion temporal en la sefial (smearing) y registraremos una

potencia aparente o termograma, Q(t), mediante un voltaje, AV(t), tal y como se ilustra en

la Figura 2.2.

t (s)
Figura 2.2. Relacion temporal entre termograma, W(t), y termogénesis, Q(t) 0 AV(t).
Esto significa que la termogénesis, W(t), no coincide exactamente con el
termograma, Q(t), que es quivalente a AV(t). Por tanto, la relacion existente entre AV(t) y
W(t) no es tan sencilla como la proporcionalidad entre AV(t) y Q(t)indicada en la ec.

(2.3), sino que, en un sistema lineal invariante en el tiempo, se verifica la siguiente

ecuacion diferencial lineal con coeficientes constantes (Randzio et al., 1980):
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i=0 d I<CAL i=0 dt

siendo esta la ecuacion basica aplicada en los métodos de deconvolucion o correcion

dindmica (obtencidn de la termogénesis a partir del termograma) en el dominio del tiempo.

Este fenomeno de deformacion de la respuesta respecto a la sefial de entrada esta
regido por un conjunto de constantes de tiempo o tiempos de relajacién térmica
con el camino que recorre el f|UJO de calor desde la célula hasta el foco calorifico y las
fronteras y discontinuidades existentes en €l. En la ec. (2.5), las constantes N; y M; son

funciones de estos tiempos caracteristicos:
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Las constantes de tiempo instrumentales son enormemente importantes, ya que
definen totalmente, junto con la constante de calibracién, la funcién de transferencia del
sistema, G(s). Estan relacionados directamente con los polos, -pi, y ceros, -z, de dicha
funcion y gobiernan el comportamiento dindmico del instrumento. La funcion de
transferencia se obtiene a partir de la ec. (2.5) aplicando la técnica de la Transformada de

Laplace y considerando condiciones iniciales nulas:
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AV (s) = G(S)W(s)

ﬁ(s+ Z,) . ﬁ(1+ ri*s) 2.7)

G(s) = K'-= = =t n>m
[16s+p) Ko [[@+1s)
i=1 i=1

donde se supone que n es mayor que m para que el sistema sea causal y su respuesta
impulso unitario esté acotada. La funcion de transferencia constituye una representacion
matematica del sistema microcalorimétrico que contiene toda la informacion sobre su
comportamiento estatico y dinamico. La ec. (2.7) es la ecuacién basica para los métodos de

deconvolucion en el dominio de la frecuencia.

Normalmente, se considera un polinomio a lo sumo de grado tres en el
denominador de la ec. (2.7). Se debe a que solo es necesario especificar dos o tres de los
tiempos caracteristicos, ya que constituyen una sucesion fuertemente decreciente. EI mas
importante es el mayor, 11, denominado constante de tiempo principal, pudiendo ser

considerado como un indice comparativo de eficiencia entre microcalorimetros.

Una caracterizacion exhaustiva del microcalorimetro deberd consistir en una
determinacion precisa de su funcion de transferencia. En este punto es importante
establecer una distincion entre caracterizacion estética y dindmica (Margas et al., 1993).
La primera esta relacionada con la respuesta en estado estacionario y la sensibilidad
estatica (minima potencia térmica detectada) y comprende la determinacion de la constante
de calibracion y la relacion sefial-ruido, principalmente. La segunda esta vinculada con la
respuesta transitoria y la sensibilidad dindmica (minima cantidad de calor detectada) y esta
dirigida a la obtencion de las constantes de tiempo. Estos dos tipos de sensibilidades son,
en cierto modo, independientes, ya que puede presentarse el caso de un microcalorimetro
que posea una sensibilidad estatica excelente, pero una pobre sensibilidad dindmica debido
a que las constantes de tiempo son excesivamente grandes. Una vez conseguida una
caracterizacion fiable, podremos predecir la respuesta del sistema a cualquier estimulo
(sefial de potencia térmica de entrada) y mejorar nuestro conocimiento sobre su

comportamiento (ej. limites de estabilidad, limites de oscilacion).
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En microcalorimetria isotérmica de valoracion la medida que interesa es el calor de
reaccion evaluado a través de la respuesta transitoria del instrumento; por consiguiente, la

sensibilidad dinamica adquiere la mayor relevancia.

La presencia de constantes de tiempo elevadas representa una gran desventaja, ya
que son un factor determinante para la sensibilidad dinamica (Hansen et al. 1983; Margas
et al., 1993a; Margas et al., 1993b), el tiempo de experimento y la resolucion temporal en
un termograma (capacidad que posee el dispositivo de diferenciar en el tiempo dos
sucesos). Con el propdsito de reducir el retraso temporal en la respuesta debido a dichas
constantes se incluye un sistema de compensacion de potencia en el disefio del
microcalorimetro. El objetivo de dicho sistema es evacuar de forma mas eficaz el calor
liberado en la reaccion si ésta es exotérmica o, por el contrario, suministrar calor si la
reaccioén es endotérmica. Se genera asi un flujo extra de calor con el que se intenta
restablecer mas rapidamente el equilibrio térmico (linea base). Entonces, podemos
distinguir dos modos de transferencia de calor simultaneos: transferencia pasiva a través de
los sensores de temperatura, es decir, a traves del sistema de medida, y transferencia
activa, por medio del sistema de compensacion de potencia. Este sistema modificara
adecuadamente la funcion de transferencia del sistema global (compensacion) (Leigh,
1992; Kuo, 1992; Kuo, 1996; Distefano et al., 1992); concretamente, alterara los valores
de las constantes de tiempo. Como se comprobara mas adelante, el sistema de
compensacion de potencia tiene una influencia decisiva sobre el comportamiento del
microcalorimetro, incrementando la sensibilidad, disminuyendo el tiempo de respuesta y
minimizando los errores de calculo en la evaluacion de areas (picos de sefial mas estrechos

y acentuados). En definitiva, mejora la eficiencia global del sistema microcalorimétrico.

Hasta aqui se ha hecho una exposicién breve sobre los aspectos mas relevantes
relativos a los fundamentos del método de medida en microcalorimetria isotérmica de
valoracion. En el resto del capitulo se va a abordar una descripcién detallada de cada uno
de los componentes principales del sistema microcalorimétrico. Habria que resaltar que,

excepto la unidad de inyeccion, todo el sistema ha sido disefiado y construido en su
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totalidad en los laboratorios del Departamento de Fisica Aplicada, en colaboracion con el
Departamento de Quimica Fisica, de la Universidad de Granada. Asimismo, el software
empleado en la gestion y control de experimentos también ha sido desarrollado

integramente. En la Figura 2.3 se representa un diagrama de bloques del dispositivo.

CE @
Csa)
S B
AF@ UMC — s1 -
] i
| RS 232
CT BT D/A
»A/D PC

Figura 2.3. Diagrama de bloques del sistema microcalorimétrico.

uMC unidad microcalorimétrica.

A etapas de amplificacion de la sefial.

PC ordenador personal.

SILS, B sistema de inyeccion y reactivos.

CT,BT control de temperatura y bafio termostatico.

CE fuente de corriente para experimentos de calibracion
eléctrica.

M, SA motor y sistema de agitacion.

2.1. Unidad microcalorimétrica.

El elemento principal del dispositivo es la unidad microcalorimétrica. Basicamente

consiste en: células de muestra y referencia, sensores de temperatura, foco calorifico y
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coraza externa. En la Figura 2.4 se muestra un esquema general del microcalorimetro:

O O 0 000 O

OO0 O oou|7

L e e e e == 4

O O O 0O OO0

O OO0 0@

Figura 2.4. Seccion transversal del microcalorimétro.

1 célula de oro de 24 quilates

2 termopila de semiconductor

3 foco calorifico (bloque de aluminio)

4 doble coraza externa (acero inoxidable)

5 serpentin (cobre)

6 soporte anular (baquelita)

7 guias para los tubos de conduccion de reactivos

Ya se ha mencionado que el disefio esta basado en el principio de células gemelas
(twin). Se han fabricado dos células idénticas con oro de 24 quilates. Es importante que las
células estén constituidas por un material inerte y de elevada conductividad térmica
(usualmente, oro o platino). Las razones son obvias: no deben existir reacciones colaterales

entre los reactivos y dicho material, no debe haber demasiadas limitaciones serias en
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cuanto a la utilizacion de agentes limpiadores y no se debe crear una barrera importante
respecto a la transferencia de calor. Asimismo, ante un efecto térmico originado en el
interior de la célula y la consiguiente variacion de temperatura, se debe establecer una
distribucion de temperaturas lo mas uniforme posible en la pared de cada célula. De todas
formas, aunque se produjese una distribucion de temperaturas no uniforme, se ha
demostrado que, si se mide la temperatura media en dicha pared, se puede aplicar el mismo
tratamiento y consideraciones que son validas en el caso ideal correspondiente a una
distribucion uniforme (Tanaka, 1987; Tanaka, 1992).

Las células tienen forma de disco (37 mm de diametro y 6 mm de grosor) con un
cuello cilindrico (6 mm de diametro y 21.7 mm de altura) (véase la Figura 2.5). La
distancia entre las caras es de 5 mm y el grosor de la pared es de 0.5 mm. De este modo,
tanto las dimensiones geométricas como la conductividad térmica del material empleado
(318 Wm™K™) son apropiadas para una rapida transferencia de calor desde el interior de la
célula hacia el foco calorifico. Sobre el cuello de la célula se coloca una pieza cilindrica de
Teflon™ y sobre ésta, una pieza cilindrica de acero inoxidable, que servird de guia para el
agitador. La finalidad de la primera es evitar el contacto térmico de la célula con la
segunda, ya que el cilindro de acero va a estar en contacto con el foco calorifico. Se
utilizan unas piezas cilindricas excentricas de aluminio para fijar la posicion y alinear el

tubo de acero.

El volumen efectivo de la célula es de 5 ml, considerablemente mayor que el
volumen de inyeccién, que sera del orden de 10-20 ul. En un experimento no sera
necesario realizar correcciones debidas a la variacion de las propiedades fisicas del interior
de la célula, ya que seran insignificantes. El agitador se introduce por el cuello y la
inyeccion de reactivo valorante se realiza mediante un capilar de oro (0.5 mm de diametro)
acoplado a la célula que se inserta en la parte inferior de la célula a través de un orificio en
la pared y formando un angulo de 30° respecto del eje vertical. Alrededor de la pared
lateral de la célula se encuentra enrollado un hilo de elevada resistencia eléctrica
(molecular wire) utilizado en los experimentos de calibracion eléctrica. La resistencia total
del hilo se ha medido cuidadosamente resultando ser de 161.95 Q. En estos experimentos

se hace pasar una intensidad de corriente definida a través de dicha resistencia. Para este
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propésito se empleara una fuente de corriente programable (KEITHLEY 220
PROGRAMMABLE CURRENT SOURCE).

1 célula de oro (24 quilates)

2 capilar de oro (24 quilates)

3 capilar de acero inoxidable

4 cilindro de Teflon™

5 cilindro de acero inoxidable

6 piezas cilindricas excéntricas

7 blogque de aluminio (foco calorifico)

Figura 2.5. Esquema del tipo de célula empleado.
Las células estan inmersas y dispuestas simétricamente en un bafio térmico o foco

calorifico. Consiste en un gran bloque cilindrico de aluminio (180 mmm de diametro y 150
mm de altura) con una masa de 10 Kg y capacidad calorifica de 9000 JK?,

aproximadamente (véase la Figura 2.6).
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M 1

Figura 2.6. Despiece del blogue de aluminio que constituye el foco calorifico.

II1

L1yl bloques de aluminio superior, intermedio e inferior

R, M localizacidon del conjunto sensor-célula de referencia y medida

Este bloque actuara como un termostato, ya que su temperatura, que sirve de
referencia para ambas células, apenas variard cuando participe en procesos de transferencia
de calores del orden de 1 mJ o menores. Dado que el sistema opera en modo diferencial,
aungue se produzca un cambio en dicha temperatura, éste quedara cancelado y no afectara
a la medida. El bloque de aluminio esté constituido por tres elementos cilindricos apilados

(50 mm de altura). Las piezas superior e inferior son iguales, salvo por tres orificios
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practicados en la primera, dos de ellos por donde se comunican con el exterior las dos
células y otro por donde emergen los cables que portan la sefial de medida, la sefial de
compensacion y la sefal eléctrica de calibracion. En la pieza intermedia, que a su vez esta
integrada por varios elementos ensamblados, se localizan las células. Cada célula esta
sujeta mediante las termopilas en los huecos de la pieza central en forma de H y su
desplazamiento lateral se impide con 4 piezas pequefias cilindricas de Teflon™
atornilladas al bloque de aluminio (véase la Figura 2.7). El tubo (capilar de acero
inoxidable) de conduccion del reactivo valorante hacia la célula realiza un recorrido por el
interior del foco calorifico para que este reactivo se termostatice (véase la Figura 2.17).
Todos los acoplamientos entre las piezas que integran el bloque de aluminio se realizan
mediante tornillos tipo Allen y el buen contacto térmico se garantiza con pasta de silicona

térmica.

Figura 2.7. Apoyos de Teflon™ para la colocacion de las células.
La trayectoria principal que recorre el flujo de calor entre célula y foco calorifico
atraviesa un conjunto de termopilas de semiconductor (elementos Peltier), existiendo 4 en
cada cara de célula (véase la Figura 2.8). Ya se menciond anteriormente que, aunque

puede haber pérdidas de calor (radiacion, conveccion, conduccion a través de los hilos que
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portan la sefal), si éstas son uniformes y suponen un porcentaje mas o menos constante del
total quedaran englobadas en la constante de calibracién del dispositivo. Con el disefio
adoptado aqui las pérdidas representan una porcion desdefiable, ya que los sensores cubren
una gran parte de la superficie de la célula y las diferencias de temperatura producidas son
muy pequefias (del orden de 10 K).

Figura 2.8. Disposicion de las termopilas de medida en cada cara de célula.

Cada termopila (MELCOR FC 0.45-66-05L) posee 66 uniones de semiconductor
(Bi>Tes) y se emplea como sensor de temperatura o de flujo de calor. Cuando existe una
diferencia de temperatura entre sus dos caras o es atravesada por un flujo calorifico genera
una fuerza electromotriz proporcional a dicha diferencia, en virtud del efecto Seebeck
(véase la Figura 2.9). La constante de proporcionalidad se denomina coeficiente Seebeck y
es caracteristica del material constituyente de la termopila. En principio, este coeficiente
depende de la temperatura, pero las variaciones de temperatura a las que seran sometidas
las termopilas son del orden de 10°K. Ademas, las termopilas empleadas como sensores
no introduciran un retraso apreciable en la respuesta, ya que el tiempo caracteristico del
fendmeno termoeléctrico es menor que el tiempo caracteristico relacionado con la
conduccidn de calor. Si se supone valida la ley de enfriamiento de Newton, este voltaje
generado sera también proporcional al flujo de calor que se transfiere. Las termopilas
correspondientes a una misma célula se disponen en serie eléctricamente y térmicamente
en paralelo, situadas entre la pared externa de la célula y el foco calorifico. Con el fin de
asegurar un perfecto contacto térmico de las caras de cada termopila con ambas paredes, se

ha empleado pasta de silicona térmica como sellante de contacto.
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Figura 2.9. Funcionamiento basico de una termopila.

Surge en este momento una cuestion relativa a la organizacion espacial de las
termopilas de medida sobre la pared de la célula. Se comprobard mas adelante que: A) es
aconsejable emplear un nimero de termopilas tan elevado como sea posible, sélo limitado
por el espacio utilizable, ya que decrecen las constantes de tiempo instrumentales y la
ganancia en estado estacionario del dispositivo permanece invariable. B) no es aconsejable
disponer las termopilas en serie térmicamente, porque la ganancia en estado estacionario
aumenta, pero las constantes de tiempo aumentan en un factor ain mayor. Asi, en el primer
caso la sensibilidad dindmica se ve mejorada, pero en el segundo caso empeora de forma

muy sefialada.

Debido a que las células son delgadas (espesor interno de 5 mm) y el grosor de las
termopilas empleadas es de 2.4 mm, el flujo de calor transferido desde éstas hacia el foco
calorifico se puede considerar como unidimiensional y bidireccional. Este disefio estd muy
préximo a la condicion de méaxima sensibilidad posible, en lo que concierne a las
propiedades geométricas y dimensiones del sistema, en un microcalorimetro

unidimensional con tres dominios (Tanaka, 1983):

sensibilidad oc L(L, — L)
L, L, (2.8)

méx{sensibilidad}oc ° < L=-2
L 4 2
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L
< >
Dominio Dominio Dom,inio
1 2 3%
Contenido Célulay ~_Foco
de Sensor de Caloyifico
Célula Temperatura /%
Generacion ] Transferencia Sumiderq
de Potencia] de Calor de Calor’
Térmica -
.

Figura 2.10. Diagrama de dominios en un microcalorimetro.

donde L es la suma de los espesores de la pared de la célula y del sensor de temperatura y

Lo es la suma de los espesores del sensor y de la célula (en este caso, de la mitad de la

célula, ya que la transferencia de calor se realiza en sentidos opuestos desde plano de

simetria de la célula), segln se indica en la Figura 2.10. En nuestro caso, L y L, poseen un

valor de 2.9 mm y 5.4 mm, respectivamente. Hay que tener en cuenta que es conveniente

que L y Lo-L no sean demasiado grandes para que haya una transferencia rapida de calor,

pero en Lo-L debe quedar espacio suficiente para incluir un agitador con el fin de

homogeneizar el contenido de la célula. Asimismo, L es fijo, ya que se sabe que no es

aconsejable acoplar en serie térmicamente las termopilas. Por tanto, hay que establecer un

compromiso entre estos intereses.
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Los dos conjuntos de termopilas de cada célula se conectan eléctricamente en
oposicién (vase la Figura 2.11). La sefial que se mide es la diferencia entre los voltajes
globales producidos por cada uno de forma independiente. En un sistema twin esta
diferencia de voltajes es proporcional a la diferencia de temperatura entra ambas células vy,
consecuentemente, a la diferencia de flujos calorificos que atraviesan las paredes de ambas
células. Los efectos térmicos secundarios (fluctuaciones de temperatura del foco,
mezclado, agitacion, etc) produciran contribuciones al voltaje que se cancelaran y la sefial
medida representara el flujo calorifico debido Unicamente a la reaccion desarrollada en la
célula de medida. En un dispositivo real no se consigue una cancelacion perfecta, pero
cuanto mas se aproxime a un sistema completamente simétrico, tanto menores seran las las

sefales artefactuales no deseadas.

CAV(D)S
+ +

Figura 2.11. Detalle de la disposicion de células y termopilas de medida.

Con la intencién de minimizar las posibles fluctuaciones del foco calorifico, todo el
conjunto descrito anteriormente se encuentra encerrado por una doble coraza cilindrica
externa de acero inoxidable. La mision de este elemento es la de crear un entorno cuasi-
adiabatico en el interior manteniendo esta pared a la misma temperatura que la unidad
microcalorimétrica. El bloque de aluminio que constituye el foco calorifico no se encuentra
en contacto directo con esta coraza, Sino que se apoya en una pieza anular de baquelita y

existe una separacion de algunos centimetros entre foco y coraza. Ademas, la coraza esta
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recubierta completamente por una capa de polimero expandido de unos 5 cm de espesor.
Los cables que portan las sefales, los tubos que conducen la muestra que se va a inyectar y
el eje del sistema de agitacion atraviesan la pared de la coraza por medio de pequefios
orificios. En el interior de coraza doble hay dos elementos que participan en la tarea de
conseguir una pared a temperatura constante: una cantidad notable de agua estancada (8
litros, mas 0 menos) y un serpentin de cobre por el que transita el agua bombeada por el

circulador del bafio termostatico.

2.2. Sistema de adquisicion de datos.

La sefial de medida, diferencia de voltajes producidos por los sensores de cada
célula, es siempre menor que 0.01 mV. Con una sefial tan pequefia las perturbaciones
originadas por campos electromagnéticos externos pueden ser substanciales. Por este
motivo, hay que tomar dos precauciones. En primer lugar, la sefial es amplificada en dos
etapas mediante dos amplificadores de elevadas prestaciones (BURR-BROWN INA 103),
con una ganancia global de 10°x10°, que se ubican en el interior del microcalorimetro (de
este modo, la misma coraza externa actla apantallando el interior, como una caja de
Faraday). En segundo lugar, los cables que portan la sefial desde la coraza hasta el
dispositivo de adquisicion de datos estdn cuidadosamente apantallados con una densa
malla metalica conectada a tierra (Weichert, 1983; Moore et al., 1983). La colocacién del
amplificador dentro de la coraza lo protege de variaciones de temperatura, minimizando las
derivas térmicas. Se debe tener la precaucién de establecer un buen terreado de todos los
elementos del dispositivo y de las sefiales para evitar sefiales artefactuales en el sistema
(Weichert, 1983; Moore et al., 1983).

La sefial de voltaje amplificada es digitalizada a través de un conversor analégico-
digital (ADC) de 16-bits de resolucion de una interfaz de propdsito general (DATA
TRANSLATION DT2805/5716) conectada a un ordenador personal (PC 80386). Este
ordenador personal controla todo el dispositivo experimental a través de un soporte de

software elaborado en C++. Los datos experimentales, junto con la informacion relativa a
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cada experimento, son almacenados en ficheros de datos tipo ASCII para su posterior

tratamiento.

El programa desarrollado realiza de forma automatica la de adquisicion de datos y
controla de forma interactiva todo el proceso de medida. En lo que se refiere a la
adquisicion de datos, mediante este programa se selecciona el canal de medida analégico y
la ganancia con que opera el conversor A/D, el intervalo de muestreo, el tiempo total de
medida, el offset de linea base, el nombre del fichero de almacenamiento y los datos

experimentales.

En la Figura 2.12 puede verse un esquema de la configuracion de este sistema de
adquisicion de datos. Aungue el conversor A/D posee 8 canales diferenciales bipolares,
unicamente se emplea uno para la adquisicion de datos. Ademas, la interfaz contiene dos
conversores digital-analégico (D/A) bipolares. Uno se utiliza en el sistema de
compensacion de potencia (véase la seccion 2.4) y el otro para eliminar el offset
(separacion) de linea base, de modo que ésta se sitle siempre cercana a un valor de cero. Si
bien este hecho en un calorimetro convencional no es importante, en un microcalorimetro
con compensacion de potencia si lo es. En dicho dispositivo opera un lazo de
retroalimentacion con una sefial actuante que es no nula siempre que haya una sefal
detectada. Si el offset de linea base es considerable, el sistema de compensacion siempre

estara sobreactuando.

® +15V

Alimentacion

I ® GND Amplificadores
1 e -15V
o— \
AV x 1000 CHNO Medida
*— ® CHNORET

Xy
- ® DAC1

1 |~ Offset

- —L DAC 1 GND Linea Base

Figura 2.12. Diagrama del circuito de adquisicion de datos.
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2.3. Control de temperatura.

Una buena estabilidad de la linea base es imprescindible para minimizar los errores
de célculo en la evaluacién de areas en un termograma (Sanahuja, 1985; Fujieda et al.,
1991; El Harrous et al. 1994a). Con la finalidad de asegurar dicha estabilidad se emplea

un sistema de control de temperatura.

El sistema de control de temperatura se ha establecido en dos niveles. El primero
consiste en el acondicionamiento como laboratorio de microcalorimetria de una habitacion
aislada y termostatizada (= 0.5°C) con la ayuda de un sistema de circulacion aire
programable. En un segundo nivel se halla implicado un bafio termostatico de agua
(HETOTHERM® DT CIRCULATOR y DT COOLING BATH). El agua bombeada a la
temperatura requerida circula por el interior de la coraza externa a través del serpentin de
cobre. Ademas, el agua estancada dentro de dicha coraza aumenta la inercia térmica del
conjunto. La estabilidad de la temperatura del bafio es del orden de + 0.005°C. Como se
comentd anteriormente, la funda de espuma expandida que recubre toda la coraza externa
contribuye a reducir los gradientes de pérdida de calor y aumenta aun mas la estabilidad.

En la Figura 2.13 se puede ver un esquema del sistema de control de temperatura.

= - |5
E /_,_._o O 0|0 OO
8 @) > (®) Q
o I o 1 célula N
2 bloque de aluminio (foco)
o d) ®) 3 anillo de baquelita
o o 4 coraza externa _
5 funda de espuma expandida
f Ol Mo 6 bafio termostatico
‘ 7 circulador de agua
/ 6 \ 4= 040 © © © © 8 conductos de circulacion

Figura 2.13. Diagrama del sistema de control de temperatura.
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Es importante recordar que no hay contacto directo entre el foco calorifico (bloque
de aluminio) y la coraza externa. Esto hace que las posibles fluctuaciones en la
temperatura de esta Gltima sean atenuadas Yy la estabilidad de la linea base se mejore en un
factor de 5000, como se mostrard mas tarde, respecto a la estabilidad de la temperatura del

bafo termostatico.

2.4. Sistema de compensacion de potencia.

El objetivo del sistema de compensacion de potencia es reducir las constantes de
tiempo, lo que se traducird en una mejora considerable de su eficacia global. En este
sentido, se puede considerar que es el elemento capital del sistema microcalorimétrico. Es
conocido que en un sistema de configuracién fija (las posiciones relativas y materiales
constituyentes de sus elementos son invariables) y, por tanto, con parametros de
funcionamiento fijos, éstos pueden ser alterados por medio de un elemento compensador.
Lo que se consigue a través de la compensacion es la modificacion de la funcién de
transferencia del dispositivo (Leigh, 1992; Kuo, 1992; Kuo, 1996; Distefano et al., 1992).

La compensacion se realiza mediante un sistema de control digital localizado en
una trayectoria de retroalimentacion, por lo que se denomina compensacion por
retroalimentacion. EI mismo ordenador que controla la adquisicion de datos y la inyeccion
de reactivos es el elemento controlador que proporciona la sefial de retroalimentacion
(sefial de compensacion) generada por un algoritmo de control digital implementado en el
programa general de medida y control del dispositivo. Esta sefial consiste en un voltaje,
AV¢(t), generado por uno de los dos conversores digital-analdgico (DAC) de 12 bits de
resolucion existentes en la interfaz de propdsito general acoplada al ordenador (véase la
Figura 2.14). Dicho voltaje es enviado a un conjunto de termopilas (una en cada cara de
célula, segun se indica en Figura 2.15), conectadas en serie y situadas junto con las
termopilas de medida, entre la pared externa de cada célula y el foco calorifico.

Constituyen los actuadores de compensacion, independientes de los sensores de
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temperatura. Estas termopilas son idénticas a las empleadas como sensores y originan un
flujo de calor extra, Wp(t), mediante efecto Peltier con el que se pretende restablecer mas

rapidamente el equilibrio térmico (linea base):

) o1y AVe )
(O =710 =75 29)

T=&T

donde R es la resistencia eléctrica del conjunto de termopilas de compensacion, | es la
intensidad de corriente que se les suministra, T es la temperatura absoluta y = es el
coeficiente Peltier, caracteristico del material constitutente de las termopilas. De este
modo, dependiendo de que el efecto térmico desarrollado en la célula sea endotérmico o

exotérmico, el sistema de compensacién suministra 0 evacua una cantidad definida de

calor.
Resistencia
Atenuacioén — — — 7
e }—e pacoour |
AVe | I
[ e DACOGND |
- — — _

Figura 2.14. Diagrama del circuito de compensacion.

\_\
— Ave

Figura 2.15. Colocacion de las termopilas de compensacion.
Las termopilas de compensacion no producen ningun efecto cuando el dispositivo

opera bajo un régimen sin compensacion, ya que se envia un voltaje de compensacion nulo

a dichas termopilas, forzando que la diferencia de temperatura entre sus caras sea
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practicamente nula y que, por tanto, no se produzca transferencia de calor a través de ellas.

La compensacion por retroalimentacion se lleva a cabo bilateralmente, segin se
observa en la Figura 2.16. Hay dos trayectorias simétricas de retroalimentacion que actlan
en cada celula, pero el efecto es de signo contrario en cada una, siendo la transferencia de
calor activa en sentidos opuestos. Asi, una vez generado el voltaje de retroalimentacion, se
envia con distinta polaridad a las termopilas de compensacion de cada célula. Este modo
de compensacion, aungue es formalmente idéntico al unilateral, presenta algunas ventajas
interesantes: 1) contribuye a una mayor simetria en el dispositivo experimental (se debe
recordar que todo el disefio estd basado en el principio twin y se requiere una total simetria
entre las secciones de medida y de referencia); 2) provoca un menor desequilibrio térmico
entre las dos células; 3) la produccion de potencia Joule por parte de las termopilas de
compensacion, aunque muy pequefia (varios ordenes de magnitud) comparada con la
potencia Peltier, se cancela al ser un efecto simultaneo en ambas células e independiente
del signo del voltaje; 4) garantiza una mayor igualdad de las constantes de calibracion para
efectos exotémicos y endotérmicos. De una forma resumida, se podria decir que el sistema

de compensacidn trabaja como una bomba térmica bidireccional.

VY
A

™
=

1
1

Figura 2.16. Detalle de la disposicion bilateral del sistema de compensacion.
El voltaje de retroalimentacion debe ser, por definicion, funcion del voltaje medido.

El tipo de control utilizado es el que determina qué tipo de dependencia existe entre estas

dos sefiales. Ademas, el tipo de control es el punto clave de funcionamiento del
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dispositivo, ya que es el que determina la modificacion de la funcién de transferencia de la
configuracién basica. Se puede hacer uso de diferentes controles, pero existen algunas
restricciones generales sobre ellos: deben mantener estabilizada la linea base y el area bajo
la curva de un termograma debe ser proporcional al calor implicado en el efecto térmico
registrado o la sefial de voltaje debe ser proporcional a la potencia térmica instantanea
desarrollada. Esta Gltima condicion no es ni mas ni menos que la propiedad de linealidad.
En principio, en un sistema de medida no es imprescindible que se verifique dicha
linealidad, pero si lo es si queremos que el tratamiento de los datos sea sencillo y el
desarrollo de un modelo acerca del dispositivo sea practicable. En nuestro caso, si
esperamos que las relaciones vélidas en el sistema sin compensacion (en cuanto a la
evaluacion del calor y relaciones de proporcionalidad entre voltaje, diferencia de
temperaturas y flujos de calor) se conserven en el sistema operando bajo compensacion,

debe mantenerse la linealidad en todos los componentes del sistema microcalorimétrico.

Bajo estas suposiciones, el control ideal es un control lineal que permite grandes
deflexiones de la linea base cuando se produce un efecto térmico (elevada ganancia
estatica de la funcion de transferencia y buena relacion sefial ruido) y hace posible un
retorno rapido hacia el equilibrio (constantes de tiempo pequefias). La relacion lineal mas
simple es la proporcionalidad, por lo que el control proporcional es el méas extendido. Sin
embargo, estas dos propiedades antes mencionadas entran en conflicto con este tipo de
control. En este trabajo de investigacion se ha desarrollado un nuevo método de medida
basado en el control proporcional-integral que constituye una mejor aproximacién al
control ideal, presentando numerosas ventajas frente al proporcional (Velazquez Campoy et
al., 1998a). También se mostrara que el control proporcional-derivativo apenas produce

una mejora substancial respecto al proporcional.

El sistema de compensacion actuara siempre que el sistema esté fuera del equilibrio
térmico, es decir, mientras haya una diferencia de temperatura no nula entra las dos células
y no se alcance la linea base. Sin embargo, la linea base no siempre estara localizada en el
cero y existird una cierta desviacién (offset). Esto se debe a que, aunque dicha diferencia
de temperaturas sea cero realmente, los sensores de temperatura no son totalmente

idénticos y puede haber una diferencia neta entre los voltajes generados por ellos. Para

39



evitar que el sistema de compensacion actle en este caso seria conveniente poder situar la
linea base siempre en cero. Una solucidn es incorporar en el algoritmo de control, es decir,
en la dependencia entre sefial de medida y sefial de compensacion, un término adicional
para tener en cuenta este hecho. Pero esto alteraria las temperaturas de ambas células, ya
que se estaria disipando una potencia térmica de compensacion correspondiente a dicho
término adicional y se estaria creando un desequilibrio entre ambas células para corregir
una situacion de equilibrio. Por ello, es mas adecuado y sencillo emplear el conversor D/A
restante de la interfaz para generar un voltaje contrario al offset de linea base y llevarla

hasta el nivel cero.

Los parametros de ajuste del sistema de control se pueden variar facilmente a través
de software en el programa general de operacién. Esta es una de las ventajas de emplear
control digital. Los beneficios derivados de la utilizacion de un sistema de control digital
comparados con el control analdégico ya fueron expuestos con anterioridad en la
Introduccion de esta Memoria. Mediante el programa general de operacion se seleccionan
los valores de los pardmetros de control, es decir, se define de forma explicita la relacion
entre sefial de medida y sefial de retroalimentacion. Esto permite un ajuste de control muy
sencillo, de forma que el usuario puede adquirir un conocomiento amplio rapidamente del
efecto de la compensacion y de los distintos controles posibles sobre el funcionamiento del

dispositivo.

Debido a que la sefial de medida se amplifica con un factor de ganancia de 10°, la
seflal de compensacion no puede ser enviada directamente a las termopilas de
compensacion y debe ser atenuada. Hay que tener en cuenta ademas que se utilizan 8
termopilas de medida y dos de compensacion en cada célula. Esta atenuacion no se puede
llevar a cabo mediante la inclusion de un factor en el algoritmo de control de
compensacion debido a la diferente resolucion que poseen el conversor A/D del sistema de
medida (16 bits) y el conversor D/A del sistema de compensacion (12 bits). Para resolver
el problema, se intercala una resistencia eléctrica (9 KQ) entre el conversor D/A y las
termopilas de compensacion (véase la Figura 2.14), de modo que la relacion entre el
voltaje entre los extremos de dichas termopilas y el voltaje entre los bornes del conversor

es de 0.02, teniendo el factor de atenuacion un valor de 500. En el desarrollo posterior del
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modelo microcalorimétrico este factor serd incluido en la funcién de transferencia de

retroalimentacion, englobado en los parametros de control.

Aparte de las ventajas, ya mencionadas en la Introduccién, que aporta la
compensacion Peltier cuando se compara con la compensacion Joule, surge otra diferencia
importante basada en la capacidad que posee un elemento Peltier de trabajar como bomba
de calor bidireccional. Una resistencia eléctrica unicamente puede liberar calor, pero puede
comunicar una potencia calorifica mayor o menor. En la compensacion Joule, es necesario
establecer una potencia constante de referencia para el sistema de control. De esta manera,
cuando se produzca el efecto térmico, el sistema de control ordenara que se disipe mas o
menos potencia en las resistencias de compensacion, en funcion de la separacion respecto

de la linea base. Esto tiene dos inconvenientes (Wadso, 1997a; Wiseman et al.,1989):

e La potencia de referencia se debe elegir antes del experimento basandose en una
estimacion del calor que se va a originar en la reaccion bajo estudio. Si la
estimacion es erronea por defecto, llegaria un momento, durante el transcurso de
una reaccion exotérmica en el cual la potencia se anula y no seria posible
compensar el calor de reaccion en exceso sobre el calor estimado. A partir de
este momento, el sistema de control deja de comportarse linealmente y el
dispositivo no operaria bajo un Unico régimen, sino que antes de dicho instante

operaba bajo compensacion y después, sin compensacion.

e La disipacion de un calor constante para establecer la potencia de referencia
adecuada puede elevar la temperatura de la unidad microcalorimétrica,
violandose asi el caracter estrictamente isotérmico del microcalorimetro, pues un
experimento de valoracion puede comenzar a una temperatura dada y finalizar a

una temperatura superior en algunos grados.

Todo esto se evita si se utilizan elementos Peltier, ya que éstos pueden liberar o

evacuar calor, y no hace falta suministrar una potencia constante de referencia.
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Por altimo, merece la pena destacar que en este dispositivo microcalorimétrico la
configuracion del sistema de compensacion es notablemente més simple que en otros
similares (Garcia Fuentes, 1994; El Harrous et al., 1994a; El Harrous et al., 1994b;
Zhong et al., 1988) y, debido al modo en que se realiza dicha compensacion, permite
desarrollar un modelo lineal muy realista de su funcionamiento y un método de ajuste de

control y calibracién extremadamente sencillo.

2.5. Sistema de inyeccion.

La inyeccidn del reactivo deberia hacerse bilateralmente, es decir, en ambas células
simultadneamente, si queremos cancelar el efecto de dilucion. Sin embargo, un dispositivo
real no es exactamente twin, por lo que no se produciria una cancelacién perfecta. Debido
a este hecho, y sobre todo si el calor de dilucion del reactivo valorante es notable, es uso
comun el inyectar dicho reactivo Gnicamente en la célula de medida. Esto conlleva que
haya que realizar un experimento blanco para determinar el calor de diluciéon de dicho
reactivo. En la célula de referencia habria que inyectar tampon para cancelar los posibles
efectos de friccion debidos al flujo entrante en cada célula, aumento de capacidad
calorifica, etc., es decir, para conservar en todo momento la simetria en el proceso de
medida e intentar que los efectos accidentales y secundarios respecto a la reaccion sean los

mismos en ambas células.

El reactivo valorante es introducido en la célula de un modo secuencial. Es
necesario disponer de un dispositivo inyector con una precision superior al ul, ya que los
volimenes de inyeccidn seran del orden de 10-20 ul. Se ha empleado un inyector doble
(HAMILTON MICROLAB® 900) con dos microjeringas independientes (HAMILTON
1710TLLX y 1725TLLX) de 100 y 250 ul. El sistema de inyeccion esta controlado y
automatizado totalmente por medio el ordenador personal a través de uno de los puertos
serie mediante el protocolo estdndar RS232C. La minima cantidad de reactivo que se

puede inyectar en la célula es 0.001 veces el volumen de la microjeringa empleada. De este
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modo, estd asegurada la reproducibilidad de los volimenes de inyeccion. Ademas,
teniendo en cuenta la proporcion existente entre los volimenes de célula y de inyeccion,
las correcciones debidas a las variaciones de las propiedades fisicas del contenido de célula
durante un experimento son desdefiables y el sistema puede considerarse como invariante

en el tiempo.

El reactivo valorante es enviado desde la jeringa hasta la célula mediante un tubo
de Teflon™ que penetra a través de la coraza externa. Estad conectado con un capilar de
acero inoxidable que describe una trayectoria circular por el bloque aluminio (foco
calorifico), para asegurar una buena termostatizacion del reactivo antes de la inyeccion
(véase la Figura 2.17). El capilar de acero esta conectado finalmente con un capilar de oro

que forma parte de la célulay por el que desemboca el reactivo en el interior de la célula.

I

Figura 2.17. Trayectoria seguida por el capilar de acero de conduccion de muestras por el

interior del blogue de aluminio.
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Mediante el programa de operacion general, se seleccionan los parametros de
inyeccion: volumen de inyeccion, nimero de inyecciones, tiempo entre inyecciones

sucesivas y velocidad de inyeccion.

2.6. Sistema de agitacion.

El contenido de la célula debe ser sometido a agitacion para garantizar una rapida
homogeneizacion del proceso de mezclado de reactivos y minimizar el gradiente de
concentracion. Esto tiene tres objetivos obvios: atenuar los efectos que una lenta difusion
del reactivo valorante introduciria en la respuesta del dispositivo, aumentar la velocidad de
transferencia de calor entre el contenido de la célula y ésta, y lograr, en la medida de lo
posible, una distribucién uniforme de temperatura en las paredes de las células. Sin
embargo, esta Ultima razon no es vital, ya que si la temperatura no es uniforme en la pared
de las células, midiendo la temperatura promedio sobre dicha pared obtenemos valores
correctos del flujo de calor a través de ella (Tanaka, 1992). Y esto es justamente lo que se

consigue distribuyendo termopilas por la pared de la célula.

Como interesa que el efecto debido a la agitacion sea el mismo en las dos células y
se cancele en el proceso de medida, se utiliza un sistema de agitacion doble, segin queda
reflejado en la Figura 2.18. Este consiste en un motor eléctrico situado sobre la tapa de la
coraza externa que mueve simultdneamente dos rotores cilindricos de bronce idénticos por
medio de una banda elastica de goma (véase Figura 2.19). La velocidad impuesta por el
motor se controla mediante la fuente de potencia que lo alimenta. La potencia del motor y
el momento de inercia de los rotores es suficiente para asegurar que la velocidad angular
del agitador sera practicamente constante. Acoplado a cada rotor hay un eje (capilar de
acero inoxidable) que se introduce en la unidad microcalorimétrica a través de una abertura
practicada en la coraza externa. Una guia cilindrica de bronce, a traves de la cual se
insertan los ejes de rotacion, evita posibles desviaciones de la verticalidad. Esta pieza esta

en contacto con la pieza cilindrica de acero situada por encima del cuello de la célula (el
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cilindro de acero esta en contacto con el foco calorifico, pero no con la célula, ya que hay
una pieza de Teflon™ interpuesta). De esta forma, cualquier efecto térmico debido a la
friccion del sistema de agitacion en este nivel es transferido al foco calorifico. En el
extremo de cada eje se sitUa el agitador propiamente dicho. Es un tubo de acero inoxidable
en el que se han realizado perforaciones rectangulares. Cuando se le dota de un
movimiento de rotacion trabaja como una fuente: el fluido penetra por los orificios
inferiores y es expulsado por los superiores. El sistema de agitacion esta acoplado a la tapa

de la coraza externa.

El sistema de agitacion actta desde el principio del experimento, por lo que no es
necesario hacer una evaluacion previa del efecto térmico originado por éste. Antes de
iniciar la secuencia de inyecciones habra que esperar un determinado tiempo hasta que se
establezca una buena linea base. Existen dispositivos donde si debe evaluarse dicho efecto
porgue la agitacion solo se realiza durante unos segundos posteriores a cada inyeccion

realizada (El Harrous et al., 1994a).

1 motor

2 rotor

3 tapa de la coraza externa
4 eje del agitador

5 agitador

6 célula

7 guia de bronce
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Figura 2.18. Sistema de agitacion doble.

Q)

a 1 motor
2 rotores
3 soporte

4 guia deslizante
5 banda elastica

©

Figura 2.19. Vista superior del sistema de agitacion.
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3. MODO DE OPERACION BASICO.

En el capitulo precedente se ha presentado una detallada descripcion del dispositivo
microcalorimétrico. Ahora vamos a comentar el modo basico de operacion sin realizar una
caracterizacion exhaustiva y basdndonos en un modelo sencillo. La caracterizacion se
abordara en un capitulo posterior, una vez desarrollado el modelo fisico-matematico

completo del microcalorimetro.

El control de compensacion por retroalimentacion es la clave para aumentar la
eficacia global (tiempo y material consumidos en el experimento) del dispositivo, ya que
permite mejorar la sensibilidad y reducir las constantes de tiempo. Aunque se utilizaran
distintos controles, el analisis realizado en este capitulo sera restringido casi
exclusivamente al control proporcional. La razdn es sencilla: utilizando un control
proporcional el significado fisico de las sefiales que intervienen en el proceso global se
comprende facilmente, incluso intuitivamente. Sin embargo, en un control proporcional-
integral, el significado fisico de cada sefial no se puede asignar tan facilmente sin la ayuda

de un modelo.

3.1. Conceptos previos.

En el dispositivo microcalorimétrico sin sistema de compensacion Unicamente
existe una sefial de voltaje, que denominamos sefial de medida. Esta directamente
relacionada con el flujo de calor que atraviesa las termopilas de los sensores de

temperatura, en virtud del efecto Seebeck. Esta transferencia de calor sera calificada como
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transferencia pasiva. Todo el tratamiento posterior de los datos se reduce a esta sefial. Sin
embargo, en un dispositivo que trabaja en un régimen bajo compensacion hay dos sefiales
basicas: sefial de medida y sefial de compensacion (o0 de retroalimentacion). También
reciben los nombres de sefial no compensada, AVnc, y sefial compensada, AVc,
respectivamente, que quizas sean mas representativos (Garcia Fuentes, 1994). La primera
posee el mismo significado que se indicd anteriormente y la segunda representa el flujo de
calor adicional que crean las termopilas de compensacion, mediante el efecto Peltier, y lo
consideraremos como una transferencia activa de calor. Esta idea queda plasmada en la

siguiente ecuacion que representa la conservacién de energia:
Q(t) =Quc (1) +Qc (1) 31)

donde indicamos que el flujo calorifico total debe ser la suma de los flujos calorificos,
potencia térmica no compensada y compensada, implicados en la conduccion activa y
pasiva. Integrando entre los instantes inicial y final del efecto térmico registrado se obtiene
una relacion equivalente entre el calor total desarrollado en el efecto térmico, Q, y los
calores evacuados por cada conjunto de termopilas, calor no compensado, Qnc, y calor

compensado, Qc:
Q(t) = Que (1) +Qc (1) 3.2)

Si ahora tenemos en cuenta la relacion explicita entre cada voltaje y su flujo

calorifico asociado (ecs. (2.3) y (2.9)), obtenemos la siguiente expresion:
QM) = AV () + - AV (1) (33)

Incluyendo la funcidn de control, que en este caso, como se indico mas arriba, sera
una relacién de proporcionalidad entre voltaje no compensado y voltaje compensado
(AVc=KpAV\c), se ve claramente que cualquiera de las dos sefiales son utiles para
determinar la potencia total y el calor total implicados en el efecto térmico, pudiendo

utilizar las dos simultdaneamente o s6lo una de ellas:
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Q) = (“ N KijvNc o

¢ R

a 1 T (34)
Q(t) = (eKP + RJAVC (t)

donde Kp es la constante de proporcionalidad entre voltajes. De esta manera podemos
definir 4 constantes de calibracion, dependiendo de qué sefiales queremos utilizar y que

potencias o calores queremos evaluar:

QL) = Koy, [} AVye (el
Q) = K&y [} AV, (t)dt
Que(t) = Ky [ AV, (B)ct
Qo (1) = Ke [[ AV, (D

Q(t) = Kea AV, (1)
Q(t) = K AV, (1)
Que (1) = KAV (1)
Qc (1) = KAV, (1)

=

=
(3.5)

=

=

no siendo independientes entre si estas constantes asi definidas y verificando las siguientes

relaciones:

K c _ KCAL
CAL

= <.
Kye = Kea Kp =0 (3.6)
K. = Kea = Kye

c K,

Todas las ecuaciones que estamos introduciendo son expresiones generales que
seran validas y aplicables directamente cuando méas adelante desarrollemos el modelo
sobre el dispositivo. Consideradas las ecs. (3.5) y una vez obtenidos los valores de las
constantes mediante los oportunos experimentos de calibracion, en un termograma
podremos evaluar el porcentaje de calor compensado y no compensado, respecto al calor
total. Esto da pie para definir lo que denominamos fraccion de potencia o de calor

compensada, ne, y fraccion de potencia o de calor no compensada, nnc (Garcia Fuentes,
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1994) Estos parametros, que no son independientes, constituyen un indice de eficiencia del

sistema de compensacion:

— Que _ Que _ Kie

Q Q KCAL
—%_%_ KC _ KCKP — KCAL_K

= = N =11

M=o =g =
Q Q Ké:AL KCAL KCAL

TIne
(3.7)

de forma que cuando ¢ vale la unidad la potencia térmica no compensada es nula y toda
la potencia desarrollada por el efecto térmico es evacuada a través de las termopilas del
sistema de compensacion, teniendo dicho sistema un 100% de eficacia. Cuando nc es nulo,
toda la potencia térmica es transferida a traves de las termopilas de medida y la eficacia
también es nula. En un dispositivo real funcionando mediante control proporcional no
podremos nunca llegar a un régimen de operacion en que nc sea la unidad, debido a dos
razones fundamentales. En primer lugar, el sistema de compensacion proporcional actla
cuando existe una sefial de medida no nula, es decir, cuando se aparta de la linea base. Por
tanto, su funcionamiento implica la existencia de tal desviacion, hecho que lleva asociados
una potencia y un calor no compensados, rebajando asi el valor de nc respecto de la
unidad. En segundo lugar, al ser un dispositivo retroalimentado mediante control digital,
existira una relacién entre el periodo de muestreo (que actlia como tiempo de retraso en la
trayectoria de retroalimentacion) y la constante de proporcionalidad del control que
determina las regiones de comportamiento inestable y comportamiento oscilatorio (Leigh,
1992; Kuo, 1992). Para un tiempo de muestreo dado existe un valor maximo permitido de
dicha constante de proporcionalidad para que el sistema no presente inestabilidades ni
oscilaciones. Esto provoca que en nuestro caso no sea posible alcanzar valores de mc
mayores de 0.95. Ademas, hay que tener en cuenta que rc tiene un valor de 1 cuando Kp

tiende a infinito (en la practica, para valores de Kp muy grandes).

3.2. Efecto de la compensacion de potencia.
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Detengdmonos a analizar el efecto del sistema de compensacion sobre la respuesta
del microcalorimetro; especialmente como mejora la sensibilidad y su eficacia global. En
esta seccion vamos a utilizar para ello los valores de las constantes de calibracion, aunque
aun no han sido obtenidos, cosa que se hard en un capitulo posterior. Lo interesante es
observar cual es el comportamiento del dispositivo bajo distintos regimenes de trabajo.
Para ello se han registrado los termogramas correspondientes a pulsos de calor de anchura
finita generados eléctricamente. Como ahora utilizamos solamente control proporcional,

segun lo discutido anteriormente no hace falta distinguir entre sefial compensada y no

compensada.
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Figura 3.1. Respuesta (voltaje) del microcalorimetro frente a un pulso de 20 uW de
potencia y 10 segundos de duracion.

(A) con compensacion, Ke=10", (B) sin compensacién, Kp=0.
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Figura 3.2. Respuesta en términos de potencia del microcalorimetro frente a un pulso de
20 uW de potencia y 10 segundos de duracion.

(A) con compensacion, Kp=10, (B) sin compensacion, Kp=0.

En la Figura 3.1 se muestra la respuesta en voltaje (medida directa del dispositivo)
frente a un pulso de calor de 200 ucal (durante 10 s) cuando actua el sistema de
compensacion ((A) con Kp=10") y cuando no actda dicho sistema ((B) con Kp=0). Se
observan claramente dos efectos principales: mediante la compensacion se consigue
reducir el tiempo de duracion de la respuesta y el area del termograma, que sera
proporcional al calor liberado, también decrece. Esto significa que las constantes de tiempo
se hacen mas pequefias, que es justamente lo que se intentaba conseguir mediante el
sistema de compensacion. Sin embargo, aparece un efecto, en principio, perjudicial:
disminuye la ganacia en estado estacionario (estatica) del microcalorimetro. Esta
consecuencia tiene una explicacion ldégica: el sistema de compensacion por
retoalimentacion intenta que las desviaciones respecto de la linea base sean lo mas
pequefias posible y sera mas eficaz en esta tarea cuanto mayor sea la ganancia de la
trayectoria de retroalimentacion. De esta manera, la relacion sefial-ruido decrece debido a
que el ruido préacticamente se mantiene invariable, pero la sefial proporciona una area

menor cuando se emplea la compensacion.
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Sin embargo, si convertimos la sefial de voltaje en la correspondiente sefial de
potencia térmica detectada, simplemente multiplicando por la constante de calibracion, la
situacion cambia completamente de aspecto (véase la Figura 3.2). Las areas
correspondientes a ambos termogramas deben ser iguales y el pico del termograma cuando
actla la compensacion es mucho mas agudo y estrecho. La relacién sefial-ruido no mejora,
pero aparecen ventajas importantes: cuando la retroalimentacion es suficientemente eficaz,
el tiempo empleado en un experimento puede llegar a reducirse en un factor mayor que 10
y los errores de calculo debidos a la deriva de la linea base son minimizados. Ademas, la
reduccion de las constantes de tiempo mejora la sensibilidad dindmica, ya que la cantidad
minima de calor detectable depende directamente de la constante de tiempo principal
(Hansen et al. 1983; Margas et al., 1993a; Margas et al., 1993b). De esta forma, pagando
un cierto precio (disminucion de la relacion sefal-ruido) se obtienen beneficios
considerablemente importantes. Como dato orientativo, diremos que la constante de
tiempo principal en (A) es de 26 segundos y en (B) es de 120 segundos (son constantes de
tiempo verdaderas y no tiempos de subida o de establecimiento, como veremos mas

adelante en el Capitulo dedicado a la caracterizacion).

El funcionamiento del sistema de compensacion se entiende mejor si las dos
sefiales que operan simultdneamente en el dispositivo, compensada y no compensada para
un mismo valor de Kp, se representan en una misma gréafica. El significado fisico de ambas

sefiales, tanto en forma de voltaje como de potencia térmica, ya se ha establecido.
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Figura 3.3. Sefales de voltaje compensado y no compensado en la respuesta del
microcalorimetro frente a un pulso de calor operando en un régimen con compensacion,

siendo Kp=10".
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Figura 3.4. Sefiales de potencia compensada y no compensada en la respuesta del
microcalorimetro frente a un pulso de calor operando en un régimen con compensacion,

siendo Kp=10".

56



Modo de operacién basico. 57

En la Figura 3.3 se representa el voltaje compensado y no compensado en un
mismo termograma, es decir, bajo un mismo régimen de compensacién (Kp=10"). Se
observa como el primero es cuatro ordenes de magnitud mayor que el segundo. Sin
embargo, ésta no es buena comparacion, ya que el valor concreto de estos voltajes depende
del factor de ganancia de los amplificadores (10°) en el sistema de medida, de la resistencia
de atenuacién y de la constante Kp en el sistema de compensacion. Por ello, lo adecuado es
convertir estas sefiales en potencia térmica mediante la correspondiente constante de
calibracién y obtener la potencia compensada y no compensada en un mismo termograma
(veéase la Figura 3.4). En este caso si se pueden comparar las dos sefiales y se ve
claramente como mediante el sistema de compensacion se evacua casi todo el calor
generado, constituyendo el calor no compensado una fraccion muy pequefia del total. Si
evaluamos el calor total y sus componentes compensada y no compensada, con ayuda de
los valores de las constantes de calibracion adecuadas, en el ejemplo ilustrado en las
Figuras 3.3 y 3.4 se obtiene un valor de 0.88 para la fraccion compensada, con lo cual la

eficiencia del sistema de compensacion seria de un 88%.

3.3. Estabilidad de linea base.

Una de las primeras caracteristicas que deben ser analizadas es la estabilidad de la
linea base, ya que es un requisito indispensable para eliminar en la medida de lo posible
los errores que se puedan cometer en la determinacion de los calores de reaccion a través
del area del termograma. Esta estabilidad depende del buen funcionamiento y eficacia de
elementos tales como coraza externa (envoltura adiabatica externa), foco calorifico
(termostato) y sistema de control de temperatura. En la Figura 3.5 se muestra el registro de
la sefial de voltaje durante 6 minutos bajo tres modos de funcionamiento: (1) sin
compensacion (Ke=0), (2) con compensacion (Kp=10") y (3) con compensacion y
agitacion (Kp=10"). Se observa que utilizando el sistema de compensacién el ruido
disminuye un poco, reduciendo ligeramente la desviacion estdndar desde 7.7 hasta 6.9 y

atenuando las oscilaciones de baja frecuencia. Ademas, la agitacion del contenido de la

57



célula practicamente no afiade ruido en la linea base, elevando la desviacion estandar hasta
7.2, de modo que apenas provoca ningun efecto adicional. Hay que tener en cuenta que las
oscilaciones de baja frecuencia son las que podemos atribuir a perturbaciones en la
temperatura de referencia del termostato o la de cada célula. Sin embargo, las de alta
frecuencia seran debidas al ruido que introduzcan los componentes electronicos
(amplificadores, conversores, etc.) (Owens, 1982; Leigh, 1992). Esta asignacion se realiza
considerando la diferencia de orden de magnitud en los tiempos de relajacion asociados

con cada tipo de fendémeno (conduccion de calor y conduccion de carga eléctrica).

(] o] =]

50 mV

-

Figura 3.5. Estimacién del ruido mediante registros (6 minutos) de la sefial de voltaje.
1 sin compensacion y sin agitacion
2 con compensacion y sin agitacion

3 con compensacion y con agitacion

Anticipando ahora una relacion, que demostraremos mas tarde (ec. (4.16)),
existente entre la sefial de voltaje no compensada, AVnc(t), y la diferencia de temperatura

entre las dos células, AT(t):

AV, (t) = AeAT () (3.8)

donde A es el factor de ganancia en la etapa de amplificacion, con un valor de 10°, y € es el
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coeficiente Seebeck de los sensores de temperatura. Para estimar ¢ podemos recurrir a la
bibliografia, recogiéndose un valor de 400 uV/K (20°C) para una union semiconductora
Bi,Tes (Adkins, 1977), que es el material constituyente de las termopilas. Para dejar claro
que se puede utilizar con total garantia dicho valor, indicamos éste se puede calcular
mediante el modelo desarrollado sobre el microcalorimetro y los experimentos de
calibracién que se detallaran en un capitulos posteriores, obteniéndose un valor de 400+10
uV/K (25°C). Este hecho es bastante sorprendente y no deja lugar a dudas sobre la
adecuacion excelente del modelo al sistema real y de la practica inexistencia de pérdidas
de calor en dispositivo. Si calculamos la desviacion estandar de la diferencia de
temperatura entre células, resulta un valor de 0.35 uK. Asimismo, el valor de la distancia
pico-pico en el ruido equivale a una diferencia de temperatura de 1 uK. De todos modos,
habria que matizar esta afirmacion: este resultado es una estimacion, ya que en el ruido
observado no hay uUnicamente contribuciones térmicas. Aun asi, aparece un factor de
mejora en la estabilidad de la temperatura del orden de 5000 respecto a la estabilidad del

bafio termostatico.

3.4. Linealidad.

Esta propiedad, que no es otra cosa que la verificacion del Principio de
Superposicion, es crucial en el dispositivo microcalorimétrico. No tanto por el hecho de
gue un sistema de medida debe ser lineal, que no es condicidn estrictamente necesaria, sino
porgue si se quiere aplicar un modelo, practicable y resoluble, al sistema de medida, la
tarea es mas sencilla si dicho sistema se comporta linealmente. De sobra son conocidas las
dificultades que se plantean en el tratamiento de sistemas no lineales. Aqui seria
conveniente recordar una de las razones que hacen aconsejable la utilizacion de elementos
Peltier como efectores del sistema de compensacion, en lugar de elementos resistivos: la
relacion lineal entre potencia Peltier y voltaje (en realidad, intensidad de corriente) y la
relacion cuadratica entre potencia Joule y voltaje (o intensidad de corriente). Aunque en un

elemento Peltier también se origina potencia Joule, para valores pequefios de voltaje este
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es totalmente despreciable. Para realizar una estimacion utilizamos un valor de 120 mV
para el coeficiente Peltier de una unién semiconductora Bi,Tes (obtenido a través de la
bibliografia (Adkins, 1977) y también mediante el modelo y el proceso de calibracion) y de
8.9 Q para la resistencia eléctrica, R, de un elemento Peltier (Melcor, 1985). Si tenemos en
cuenta que el voltaje de compensacion, AVc, no excederd nunca de 0.5 mV, la potencia
Joule representa menos del 0.005% de la potencia total generada. Sin embargo, con un

elemento resistivo esta claro que constituye el 100%.

El error relativo de la constante de calibracidn, obtenida mediante regresion lineal,
refleja la linealidad del sistema (Heminger et al., 1984). Un experimento sencillo consiste
en aplicar sucesivas entradas de potencia constante, W, de larga duracion (funciones paso)
generadas eléctricamente (véase la Figura 3.6) y realizar un ajuste lineal entre potencia
aplicada y valor de voltaje en estado estacionario, AVncee (véase la Figura 3.7). Este
método es totalmente equivalente a la aplicacion de pulsos de calor de anchura finita y
establecer una correspondencia entre calor desarrollado y area bajo el termograma
registrado (véase el Capitulo 5). Sin embargo, el primer método es susceptible de menos
errores, ya que no hay que evaluar areas, sino valores de voltajenen estado estacionarios
mediante el promedioen un intervalo de tiempo considerado. Pero, por otra parte, hay que

tener cuidado con los errores debidos a la posible deriva de la linea base.
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Figura 3.6. Sucesivas respuestas del microcalorimetro con compensacion (Kp=10") frente

a entradas paso de potencia constante (167.2, 125.6, 83.7, 41.9 y 20.9 uW).
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Figura 3.7. Regresion lineal entre potencia aplicada y voltaje en estado estacionario,

correspondiente a la calibracion eléctrica mostrada en la Figura 3.6.
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El error relativo en la constante de calibracion obtenido para el dispositivo
operando bajo diferentes regimenes de compensacion, es decir, diferentes valores de la
constante Kp, es funcion decreciente de Kp y siempre menor del 1.7%. Este resultado es un
nuevo dato que confirma de la mejora en la eficiencia y comportamiento que introduce el

sistema de compensacion.

3.5. Precision.

El concepto de precision esta relacionado con la reproducibilidad de las medidas
realizadas en el microcalorimetro. Esta caracteristica también puede ser comprobada
mediante experimentos de calibracién. Con tal fin se realizé una serie de 10 pulsos de calor
de duracion finita y el area bajo cada pico del termograma fue evaluada, es decir, el calor
correspondiente, segun se ilustra en la Figura 3.8. El cociente entre la desviacion estandar
y el promedio de los valores medidos es 0.009, de lo que se puede concluir que la precisién

es mejor que el 1%.
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Figura 3.8. Secuencia de 10 respuestas del microcalorimetro con compensacion (Kp=10")

frente a pulsos de calor de 1415 pJ idénticos.
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3.6. Sensibilidad.

La nocion de sensibilidad debe entenderse en un sentido dinamico o estatico. Con
anterioridad se establecié y comento esta distincion y se adoptara la primera consideracion
segun las razones ya argumentadas. Es en este Gnico punto de este capitulo donde vamos a
comparar el funcionamiento del dispositivo trabajando bajo los controles proporcional y
proporcional-integral. En la Figura 3.9 se muestra la respuesta del microcalorimetro a un
pulso de calor de 20 pcal de 10 segundos de duracion. Queda claramente reflejada la
mejora introducida por el control proporcional-integral. Este es un ejemplo de un resultado
que se mostrard y justificard en capitulos posteriores: el control proporcional-integral

mejora el funcionamiento del microcalorimetro.
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Figura 3.9. Pulsos (20 ucal durante 10 segundos) registrados bajo controles proporcional y

proporcional-integral.

Se puede establecer que la sensibilidad dindmica absoluta es de 10-20 ucal y la
sensibilidad especifica (sensibilidad dindmica por unidad de volumen efectivo de célula) es
de 2-4 pcal/ml, dependiendo del control empleado, siendo éstos dos valores excelentes si

se tiene en cuenta que actualmente sélo dos laboratorios disponen de un dispositivo
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microcalorimétrico de valoracion cuya sensibilidad especifica es mejor que la del
microcalorimetro desarrollado en este trabajo de investigacion (0.2 ucal/ml Wiseman et al.,

1989; 1 ucal/ml; Freire et al., 1990).

3.7. Procedimiento de medida en un experimento quimico.

Hasta ahora solamente hemos visto respuestas del microcalorimetro frente a
entradas de potencia generadas eléctricamente. Esto ha sido asi porque el método eléctrico
de calibracion y caracterizacion presenta menos incertidumbre que el método quimico, ya
que esta afectado de menos fuentes de error (dilucion, mezclado y determinacion de
concentraciones de reactivos). Sin embargo, el método quimico es lo méas parecido a la
situacion y condiciones reales de medida. En cualquier experimento mediante el programa
general de operacion se seleccionan todos los prametros requeridos relativos al sistema de

adquisicion de datos, el sistema de compensacion y el sistema de inyeccién

Después de realizar una limpieza de las células, el sistema de inyeccion se carga
con el reactivo valorante. Luego, se coloca en la célula de medida el reactivo que va a ser
valorado, normalmente en una disolucién tamponada. En la célula de referencia se
colocard agua destilada o disolucion tamponada. De todos modos, podemos variar este
método, por ejemplo, inyectando sélo reactivo valorante en la célula de medida.
Dependiendo del procedimiento habra que disefiar el correspondiente experimento blanco.
El tiempo requerido para conseguir el equilibrio térmico es de unos 20 minutos. Una vez
alcanzado éste, se activa el sistema de agitacion y se debera esperar un tiempo de unos 20-
30 minutos hasta que se obtiene una linea base estable. A partir de dicho instante, el
microcalorimetro esta preparado para iniciar la secuencia de inyecciones programadas para

el experimento.
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3.8. Influencia de la velocidad de agitacién en la respuesta.

Para comprobar la influencia de la velocidad de agitacion del contenido de la
muestra en el interior de las células y obtener un valor ptimo se ha realizado una serie de
experimentos quimicos. Estos experimentos consisten en la neutralizacion de una
disolucion de concentracion muy bien determinada de CIH con NaOH en exceso. En cada
inyeccion (de 10 pl) se utilizé6 una velocidad de agitacion distinta y se observo la
influencia sobre la respuesta del dispositivo. En la Figura 3.10 se muestran dos de estos
experimentos correspondientes a una velocidad de agitacion nula (A) y a una velocidad de
300 r.p.m. (B), respectivamente. Este Ultimo caso representa la velocidad Optima de
agitacion y el valor del maximo del termograma es practicamente el doble. A velocidades
superiores a este valor se encontrd que no se mejoraba la altura del pico del termograma y
tanto en la linea base como en el perfil de la curva en el tramo de relajacion hacia el
equilibrio térmico se producian alteraciones notables. Posiblemente esto se deba a que el
flujo convectivo deje de ser laminar y se convierta en turbulento, dando lugar a una
transferencia de calor andmala e ineficaz (transfiriendo localmente calor desde la
disolucion hasta las paredes de la célula o en sentido contrario) y generando por si mismo

diferencias considerables de temperatura.
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Figura 3.10. Influencia de la velocidad de agitacion sobre la respuesta del

microcalorimetro.
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El papel que juega la agitacion es doble. En primer lugar, homogeneiza el
contenido acelerando el proceso de mezcla y evitando que la velocidad de reaccién esté
limitada por la difusion de los reactivos. En segundo lugar, acelerar también el proceso de
transferencia de calor creando un flujo convectivo de transporte y consiguiendo que dicha
transferencia no esté determinada por la difusividad térmica de la disolucion. Por estas
razones, la forma de las curvas mostradas en la Figura 3.10 son tan distintas, en cuanto a la
pendiente inicial, el perfil en la region del maximo, el valor del maximo, el instante en que
se alcanza el maximo y la relajacion hacia el equilibrio. En realidad, todos estos rasgos
estdn determinados por las constantes de tiempo, ya que con la agitacion lo que se
consigue es modificar las constantes de tiempo involucradas en el trayecto muestra —

célula.

3.9. Eleccién del periodo de muestreo.

Para finalizar, Unicamente queda indicar la eleccion del intervalo de muestreo
elegido en el proceso de adquisicion de datos. Como el dispositivo microcalorimétrico esta
controlado mediante ordenador y la trayectoria de retroalimentacion, como se vera mas
adelante, esta contenida en éste, el sistema global es discreto en el tiempo y utiliza sefiales
digitales y sefiales analdgicas. En un sistema no retroalimentado el valor asignado al
periodo de muestreo es practicamente irrelevante. La unica precaucion que hay que tomar
es que no sea demasiado grande como para que se pierda informacién. Sin embargo, en un
sistema retroalimentado, el valor del periodo de muestreo puede llegar a ser critico, ya que
tanto un valor excesivamente elevado como uno muy reducido pueden desestabilizar el
sistema (Leigh, 1992). Ademas, no es cierta la idea intuitiva de que si el periodo de
muestreo tiende a cero el sistema y su comportamiento se aproxima a la situacion
analogica continua en el tiempo (Kuo, 1992). Como criterio general se puede tomar

cualquiera de estas restricciones a la hora de elegir el periodo de muestreo:
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T<i
10

;
T < “SEL 3.9
10 (3.9)

w5 > 0,

donde T es el periodo de muestreo, t; es la constante de tiempo principal del sistema, tset
es el tiempo de establecimiento, ws es la frecuencia de muestreo y m, es la frecuencia
propia del sistema (Leigh, 1992; Kuo, 1992). En todas las medidas se ha empleado un
periodo de muestreo de 0.5 segundos. Se realizé previamente un estudio sobre la influencia
del valor de T utilizado sobre la distorsion del termograma y la pérdida de informacion,

comprobandose que dicho valor es muy apropiado.

Existe la posibilidad de que el sistema de compensacion de potencia no actie con
un periodo de muestreo igual al del sistema de adquisicion de datos. Se comprobd
nuevamente si esto mejoraba alguna de las caracteristicas del funcionamiento del
dispositivo, llegando a la conclusion de que no habia razon alguna para utilizar un periodo

de muestreo diferente en cada subsistema.
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4. MODELO FISICO-MATEMATICO DEL DISPOSITIVO.

Un problema tradicional en Microcalorimetria Isoterma de Valoracion, mencionado
en la Introduccion de esta Memoria, y al que se le ha dedicado mucha atencion, es el de la
realizacion de una caracterizacion precisa del dispositivo, es decir, la determinacion de la
funcién de transferencia instrumental (lo que en Teoria de Sistemas se denomina
identificacion del sistema). Esta determinacion se lleva a cabo mediante experimentos de
calibracién eléctrica (sefiales de potencia generada eléctricamente) o quimica (reacciones
estandar muy bien conocidas). Sin embargo, los parametros de la funcion de transferencia
obtenidos segin ambos métodos rara vez concuerdan, proporcionando el primero valores
menores de las constantes de tiempo. En la Figura 4.1 se muestran dos respuestas tipicas,
quimica (A) y eléctrica (B), del microcalorimetro. Corresponden a calores muy diferentes,
pero esto no es el hecho relevante. Se observa claramente una diferencia en la forma de
ambas curvas: la segunda es mas puntiaguda y decae mas abruptamente. Por tanto, si se
realiza un ajuste no lineal a la parte descendente de ambas, la respuesta eléctrica daria un
valor menor de la constante de tiempo principal. La reaccion quimica utilizada es la
neutralizacién de HCI con exceso de NaOH con CIH, que se caracteriza por una cinética de
reaccion muy rapida. Ademas, el tiempo de inyeccion en el experimento quimico fue de
0.3 sy la duracion del pulso de calor eléctrico es de 1.0 s. Aunque variando la velocidad
agitacion se puede conseguir que la respuesta quimica se parezca a la eléctrica, la
velocidad éptima de agitacion dependera principalmente de las dimensiones geométricas y
las caracteristicas fisicas de la célula y su contenido (es decir, de los Numeros de
Reynolds, Brinkman, Prandtl, Peclet, etc.), pero también de las caracteristicas fisico-
quimicas propias de la muestra (ej. si agitamos enérgicamente una disolucion de proteina
se puede provocar la desnaturalizacién de ésta). Esto significa que no hay una Unica
velocidad 6ptima de agitacion ni es siempre posible utilizarla. Ademas, en un experimento

quimico no se tiene un control tan completo del proceso de generacion de calor como en
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un experimento eléctrico, ya que aparecen efectos cinéticos de mezclado, lo que impide
una buena interpretacion del termograma (se volverd a insistir sobre este aspecto en el

Capitulo dedicado a la caracterizacion).

Figura 4.1. Respuesta tipica del microcalorimetro en un experimento quimico (A) y en un

experimento eléctrico (B).

Normalmente, la diferencia en la estimacién de las constantes de tiempo mediante
ambos métodos se justifica argumentando que la trayectoria seguida por el flujo de calor
desde el lugar de generacién del efecto térmico hasta el foco calorifico es distinto en cada
caso (debemos recordar que por razones préacticas, la resistencia calefactora empleada en la
calibracion eléctrica se coloca sobre la pared externa de la célula) (Navarro et al., 1982;
Tanaka, 1989a; Zielenkiewicz, 1992). Este hecho es cierto, pero, por otra parte, las
constantes de tiempo instrumentales deben ser independientes del tipo de experimento
(eléctrico o quimico), ya que vienen determinadas por la configuracién del dispositivo, es
decir, por sus materiales constituyentes y por la disposicién de sus elementos y las
relaciones entre ellos. Con el fin de conseguir tal independencia, se ha desarrollado un
modelo fisico-matematico realista, a juzgar por su buena adecuacion al sistema real, que

tiene en cuenta las diferentes trayectorias y las distintas fuentes de calor posibles.
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Una razén importante para intentar determinar la funcion de transferencia es que el
comportamiento del microcalorimetro esta representado por dicha funcién, de forma que si
la conocemos, tenemos toda la informacion posible sobre tal comportamiento y podemos
predecir su respuesta ante cualquier sefial de entrada. Otra razon de peso para abordar el
problema de una caracterizacion precisa, que se deriva de la anterior, es que la posibilidad
de llevar a cabo estudios cinéticos mediante calorimetria depende de la obtencion de
valores fiables de las constantes de tiempo del microcalorimtero, ya que solamente en
dicha situacion serd posible eliminar la influencia del dispositivo en el termograma
obtenido (deconvoluciéon o correcién dinamica). Con la realizacion de experimentos a
distintas temperaturas, los correspondientes termogramas corregidos (termogénesis)
permiten evaluar la constante intrinseca de velocidad y la energia de activacion del

proceso.

El modelo desarrollado a partir de este Capitulo servird para un microcalorimetro
cuyo disefio sea analogo al presentado en esta memoria, independientemente de que el
principio de medida sea con o sin compensacion de potencia. A partir de la version general
con compensacién, simplemente considerando nulos los parametros de control, se obtiene
el modelo sin compensacion. La conveniencia de incluir el sistema de compensacion de
potencia por retroalimentacion en el dispositivo experimental ya ha sido sobradamente
justificada en los capitulos anteriores. Ahora enumeraremos una serie de caracteristicas
generales de los sistemas retroalimentados y que tendremos oportunidad mas tarde de

comprobarlas de forma préctica:

e Mejora de la exactitud de la respuesta, reduciendo las constantes de error de
posicion (offset), velocidad y aceleracion del sistema sin retroalimentacion. La
reduccién del error de posicién es un hecho directamente relacionado con la

reduccion de la ganancia en estado estacionario del sistema.

e Aparicion de una tendencia a la oscilacion y de inestabilidades. La

retroalimentacion puede estabilizar un sistema inestable y desestabilizar un

71



sistema estable.

e Sensibilidad reducida (mayor robustez) frente a variaciones de los parametros
del sistema que se encuentran en la trayectoria directa. Sin embargo, no se ve
afectada la sensibilidad respecto de los parametros de la trayectoria de
retroalimentacion o una trayectoria que no forma parte de un lazo de

retroalimentacion.

e Efectos reducidos de perturbaciones externas o ruidos. Esto también depende del

origen y lugar de introduccion de éstos en el sistema.

e Aumento del ancho de banda. El sistema podra responder a estimulos cuya
frecuencia esta fuera del intervalo propio. La extensién del ancho de banda hacia

frecuencias mayores equivale a una reduccion de las constantes de tiempo.

Partiendo de que se verifica el Principio de Superposicion, consideraremos que el
dispositivo se puede representar mediante una funcién de transferencia que relaciona las
sefiales de entrada (termogénesis) y salida (termograma). Estrictamente hablando, no
existen los sistemas lineales: todos los sistemas fisicos son no lineales en algin grado. Sin
embargo, cuando la magnitud de las sefiales se limita a intervalos en que los componentes
exhiben un caracter lineal, el sistema es esencialmente lineal. Se pueden emplear controles
no lineales para mejorar el funcionamiento o lograr un control méas efectivo, pero tales
sistemas son dificiles de tratar. En nuestro caso, debido a que las diferencias de las
magnitudes son muy pequefias, supondremos que todos los elementos del dispositivo se

comportan linealmente.

En todo proceso de andlisis de un sistema real se necesita una representacion
idealizada y simplificada de tal sistema, es decir, un modelo. Este proporciona un vision
esquematica del sistema real. En la préctica, la representacion matematica exacta de un
sistema no siempre es posible, pero, si se parte de suposiciones correctas sobre
propiedades del sistema, se puede obtener informacion muy valiosa por medio de un

estudio aproximado. La comparacion entre el comportamiento real del sistema y el
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predicho mediante el modelo nos indicara la bondad de éste como imagen del primero. El
desarrollo de un modelo lleva implicitos dos aspectos diferentes y complementarios
(Rafnada, 1994): el conjunto de hipotesis y razonamientos que permiten formular de forma
precisa las ecuaciones dindmicas del sistema (modelo fisico) y las ecuaciones dinamicas
que hay que resolver (modelo matematico). En el modelo fisico habra que realizar
idealizaciones y en el modelo matematico puede ser necesario considerar aproximaciones.
Es casi imposible obtener una descripcion que no contenga idealizaciones y
aproximaciones. Y podemos decir que éstas estardn presentes en una relacion de
proporcionalidad inversa: cuantas menos idealizaciones, mas aproximaciones
necesitaremos para tratar el sistema. Por tanto, habrd que establecer un compromiso entre

ambas.

En el transcurso del proceso de modelado podemos distinguir tres pasos:

e Seleccion de los elementos relevantes para el comportamiento del

sistema.

e Simplificacion de éstos elementos.

e Aplicacién de leyes fisicas basicas a cada elemento, lo que nos permitira
obtener las ecuaciones dinamicas del sistema y su funcion de

transferencia.

Una vez hechas estas consideraciones, que nos permitiran justificar en gran medida
la decisiones que tomaremos, vamos a proceder a detallar el desarrollo del modelo del
microcalorimetro. Un modelo de elementos interaccionantes sin compensacion de potencia
(Randzio et al., 1980) y un modelo de elementos sin interaccion con compensacion de
potencia (Garcia Fuentes, 1994) son los antecedentes del modelo presentado en este
trabajo de investigacion.

Dado que nuestro sistema de control es digital, para una correcta descripcién
deberiamos desarrollar un modelo discreto. Si bien en un sistema no retroalimentado la

distincion entre modelo continuo y discreto carece de interés, cuando existe una trayectoria
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de retroalimentacion en un sistema digital aparecen efectos oscilatorios e inestabilidades.
Este tipo de fendmenos también pueden presentarse en un sistema continuo si se considera
la existencia de un tiempo de retraso en el sistema, pero, como se vera mas adelante,
apareceran dos tipos de regimenes de oscilacion muy diferenciados; uno de ellos podra ser
explicado a través del modelo continuo, pero el otro solamente se justificard mediante el

modelo discreto. Primero elaboraremos el modelo continuo del microcalorimetro.

4.1. Modelo continuo.

En la Figura 4.2 se ilustra un diagrama de blogues con los elementos y flujos de

sefiales representativos del sistema.

S R
WSC WRC
-Wy +Wy
SC <—>El<—> RC <—l
AVge AVic
K(s) K(s)
AV
AVc A AV,
Ge(S)[e »Gc(S)
AVyc
v

Figura 4.2. Diagrama continuo de bloques del sistema microcalorimétrico.

SR contenido de las celulas de muestra y referencia
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SC,RC

FC
A
K(s)

Ge(s)

Wsc, Wrc
Wk

AVsc, AVgrc
AV

AVnc, AV

elemento célula-sensor de las secciones de muestray
referencia

foco calorifico

etapa de amplificacion

funcion de transferencia de los actuadores de
compensacion de potencia térmica

funcion de transferencia del elemento controlador de la
trayectoria de retroalimentacion

potencia térmica transferida entre la célula y su contenido
potencia térmica de compensacion

voltajes generados por los sensores de cada célula
diferencia entre los voltajes generados por cada célula

voltaje de medida y voltaje de compensacién

Consideraremos un modelo de parametros agrupados o constantes localizadas, de

forma que cada elemento estara caracterizado por un unico valor de cada magnitud fisica.

Se han desarrollado modelos de microcalorimetros de parametros agrupados y de

parametros distribuidos y conducen a los mismos resultados finales (Navarro et al., 1992;

Tanaka, 1992; Tanaka et al., 1996). De esta manera, considerando en principio una Unica

célula, la unidad microcalorimétrica esta constituida por tres elementos: muestra, conjunto

célula-sensor y foco calorifico (véase la Figura 4.3).

Muestra [€——»

Conjunto
Célula-Sensor

Figura 4.3. Modelo de unidad microcalorimetrica de tres elementos.

Como la célula esta fabricada en oro, apenas introducird un retraso en la

transferencia de calor y su temperatura se hara uniforme rapidamente, por lo cual no hay

problema en asociarla con el sensor de temperatura en un unico elemento. Cada elemento

poseera propiedades térmicas bien definidas, siendo la capacidad calorifica, C, y el
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coeficiente de transferencia de calor, o, las mas relevantes, que se consideraran invariables
en el tiempo (la variacién que pueda implicar la inyeccion de reactivo es despreciable).
Esta hipGtesis significa que el sistema microcalorimétrico es un sistema dindmico
auténomo, es decir, un sistema cuyas propiedades y caracteristicas son invariantes en el
tiempo, y las ecuaciones dinamicas diferenciales o de diferencias, dependiendo de que se
trate como sistema continuo o discreto, corresponden al tipo denominado de coeficientes
constantes. Se han desarrollado modelos y métodos de identificacion y caracterizacion
para sistemas microcalorimétricos que no son invariantes en el tiempo, donde la capacidad
calorifica de la célula se considera como principal pardmetro variable que se modifica
conforme se realiza la inyeccion de reactivo valorante (Ortin et al., 1984; Ortin et al.,
1986; Rodriguez et al., 1984; Rey et al., 1984a; Rey et al., 1984b; Rey et al., 1985b;
Marco et al., 1986). Sin embargo, se ha demostrado que una variacién de dicha capacidad
calorifica no producirad apenas influencia alguna sobre el funcionamiento del dispositivo.
En particular, la constante de calibracién no se vera afectada por este hecho (Tanaka,
1987).

Estos tres elementos presentan interaccion mutua, hecho que se refleja en el
conjunto de ecuaciones que representa el balance energético individual. Para cada

elemento:

dH (1)
dt

= QP,INPUT - QP,OUT = QP (4.1)
donde H es la entalpia del elemento y Q, representa la potencia calorifica neta en dicho

elemento, ya que se trabajard a presidén constante (presion atmosférica). Si suponemos

vélida la ley de enfriamiento de Newton o de transferencia de calor entre dos cuerpos:

dT(t)
CT—CIAT('[) (4.2)

donde AT(t) es la diferencia entre la temperatura del elemento con su entorno, C es la

capacidad calorifica a presion constante del elemento y o es el coeficiente de transferencia
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de calor entre el elemento y sus entorno. El conjunto de ecuaciones diferenciales lineales

gue obtengamos sera resuelto mediante la técnica de la Transformada de Laplace:
FO=L[fO]=]"e*fmd o f@1)=L[F(@)] (4.3)

Existe una versién modificada de la definicién de la Transformada de Laplace que
es mas coherente con el hecho de considerar que en dicho formalismo todas las funciones y
sus derivadas de cualquier orden son nulas para tiempos no positivos (t<0’), pero pueden

ser no nulas para tiempos positivos (t>0") (Tanaka, 1989a).

Como se comentd al inicio, un aspecto muy importante que determinara el
comportamiento del instrumento es la existencia de diferentes fuentes de calor y, por tanto,
de diferentes trayectorias seguidas por el flujo de calor. El foco de generacion del efecto
térmico se puede localizar en la propia muestra (reaccion quimica, efecto viscoso, etc.), en
la resistencia calefactora sobre la pared externa de la célula (calibracion eléctrica) o en los
actuadores del sistema de compensacion. Utilizaremos los simbolos Ws(t), We(t) y Wk(t)
para representar el flujo de calor procedente de cada fuente (véase la Figura 4.4). Esta
distincién es esencial para una correcta identificacion de los pardmetros de la funcién de

transferencia.
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Wk (1)
— — — 7

Sistema de

|
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Compensacion |

I
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Figura 4.4. Localizacion de las fuentes de calor.

Ts(t), Tsc(t), To(t) temperaturas de la muestra, del conjunto sensor-célula
y del foco calorifico.

as, Osc coeficientes de transferencia de calor entre muestra y
conjunto sensor-célula y entre conjunto sensor-célula

y foco calorifico.

Ws(t), We(t), Wk(t) potencias calorificas generadas por la muestra, por la
resistencia calefactora (calibracion) del conjunto

sensor-célula y por los actuadores de compensacion.

En el sistema retroalimentado se pueden distinguir la trayectoria directa (véase la
Figura 4.5.A) y la trayectoria de retroalimentacion (véase la Figura 4.5.B). Cada una
contiene un grupo de elementos definido y determinados parametros asociados. Estan
representadas por la funcion de transferencia directa y la funcion de transferencia de
retroalimentacion, respectivamente. Conociendo éstas, podremos construir la funcién de

transferencia global o funcion de transferencia en lazo cerrado.
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S R
Wsc Wre
SC j«—» FC [«—» RC
AVgc AVige
AV

A
AV

v

Figura 4.5.A. Trayectoria directa.
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K(s) . K(s)
A A
AVc AV,

AVyc AV
Go(s)l¢ —»lG.(s)

v

Figura 4.5.B. Trayectoria de retroalimentacion.

4.1.1. Funcién de transferencia directa.

Considerando so6lo la célula de muestra (SC), supongamos que se produce un Gnico
efecto térmico procedente de la muestra, W(t)=Ws(t). La ecuacion de balance de potencia

conduce al sistema de ecuaciones siguiente:

Cs T, (1 =W(t) — as (Ts (t) - Tse (t))
d'?'t t) (4.4)
sc % =0Us (Ts (t) — Tse (t)) — Ugc (Tsc (t) - To)

donde Ts(t), Tsc(t) y To son las temperaturas de la muestra, del conjunto célula-sensor y del

foco calorifico; as y asc son los coeficientes de transferencia de calor entre muestra y
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conjunto célula-sensor y entre conjunto célula-sensor y foco calorifico; y Csy Csc son las
capacidades calorificas de la muestra y del conjunto célula-sensor. No se considera

ninguna ecuacion para el balance de potencia del foco calorifico, ya que es un termostato.

Los tiempos de relajacion térmica de los elementos aislados, muestra y conjunto
célula-sensor, se obtienen considerando cada elemento en contacto con un termostato y

vienen dados por:

Ty =—= Tee =— (4.5

Como Ty es una temperatura constante de referencia, realizamos la siguiente

transformacion:

AT, () =T, (1) T,

° ° ° (4.6)
ATge (t) = Tsc (t) - T
En el dominio de la Transformada de Laplace, la solucion de este sistema, con

condiciones iniciales nulas, es:

4.7)

1+(CSC +&+ Cs S+ CsCoc 52
Qe O5  Cg

] W(S) = 956 ()W (S)

AU

y teniendo en cuenta que los sensores miden ATsc(t), ésta se considerard como la sefial de
salida del subsistema de dos elementos, muestra y conjunto célula-sensor, y g.p(S) sera su

funcién de transferencia.
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Supongamos ahora que el efecto térmico se genera directamente sobre el conjunto
célula-sensor mediante una calibracion eléctrica, W(t)=Wg(t). El sistema de ecuaciones

diferenciales resultante es:

dT (1)
Cs (jt = (Tsc (t)-T, (t))
dT. (1) (4.8)
Csc Sdct :W(t)_as(Tsc (t)-T, (t))_asc(Tsc (t)_To)
y tiene como solucion:
1
a
AT, (s) = = W(s)
S 1+(CSC+CS+ CSJS+CSCS° s?
Ase Qs Oy A Ugc
1 c 4.9
(1+ Ssj
AT (5) = Tt % W(S) = Gy 4 (W(S)
- 1+[CSC+CS+ CSJS+CSCS° s? o
Ose Qs Oy As g

donde ahora la funcion de transferencia del subsistema es gop o(S). Se observa que el hecho
de considerar una diferente localizacion del efecto térmico conduce a una diferente funcion
de transferencia y, por tanto, comportamiento distinto. La primera posee dos polos y la
segunda, ademas de dos polos, contiene un cero. Este cero, -z;, posee siginificado fisico: es
el inverso del tiempo de relajacion térmica de la muestra considerada como elemento no
interactuante, ts. Ademas, un hecho muy significativo es que los polos de ambas funciones
son idénticos, ya que el polinomio caracteristico (denominador) es el mismo. Como estos
polos estan asociados con las constantes de tiempo, se concluye que, aunque la funcién de
transferencia sea distinta segun el origen del efecto térmico (es decir, el microcalorimetro
se comporta de distinta manera en una calibracién eléctrica y una quimica), las constantes
de tiempo instrumentales seran las mismas, independientemente del tipo de experimento.

Este es un resultado con importantes implicaciones practicas para la caracterizacion de un
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microcalorimetro. Otra cuestion sera como determinar de manera fiable tales parametros.

Como los elementos muestra y conjunto célula-sensor son interactuantes, las

constantes de tiempo del subsistema no coinciden con las de cada elemento aislado (ec.

(4.5)) y viene dadas por:
1 1
T, =— T, =— (4.10)
Py P,

donde -p;1 y -p2 son los polos, reales y distintos, de la funcién de transferencia, es decir, las
raices del polinomio caracteristico:

sz+((0:lsc+gs+(0;sjs+%:(s+ p)s+p,)=0 (4.11)
SC SC S

y se verifican las siguientes relaciones entre constantes de tiempo:
11T, = TsTsc

C
T, T, =Tg +Tg (l+ CSJ =7 (l+ aSJ +Tec (4.12)

sc Agc
T, >Tg,Tge >7, >0

que difieren de las expresiones indicadas en la bibliografia (Randzio et al., 1980).

La sefial que se mide es un voltaje (véase la Figura 4.1), ya que los sensores

transforman la diferencia de temperatura ATsc(t) en el voltaje AVsc(t):
AV (8) = £5c ATy (9) (4.13)
donde esc es el coeficiente Seebeck de los sensores. Si consideramos las ecs. (4.7) y (4.9),

este voltaje se puede expresar:
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AV (8) = &5 92 (S)W (S)

AV (S) = €5cUap 0 ()W (S) (4.14)

donde en cada ecuacion W(s) representa Ws(s) y We(s), segun el caso.

Como el disefio del microcalorimetro estd basado en el principio de células gemelas
(twin), el tratamiento para la célula de referencia (RC) es analogo al seguido hasta ahora
para la celula de muestra. Si tenemos en cuenta que los sensores de cada célula se conectan

en oposicion eléctricamente, las contribuciones de los efectos térmicos accidentales al

voltaje neto generado por dichos sensores, AV(t), se cancelan:
AV (5) = AVie (8) = AVie (9) = & Teg (8) = Tec (9)) (4.15)
donde hemos supuesto que: & = &rc = €

Este voltaje es amplificado con un factor de ganancia A, obteniéndose la sefial de

voltaje de medida, que tambien denominamos voltaje no compensado, AVnc(S):
AV (5) = AAV (5) = Ag(Tee () — T (5)) (4.16)

observandose que las fluctuaciones temporales en la temperatura del foco calorifico, To, Si
las hubiese, no afectarian: la medida Unicamente depende de la diferencia de temperatura
entre ambas células, causada principalmente por la reaccién quimica o la calibracion

eléctrica.
Para las dos posibles localizaciones de las fuentes de calor:

AV (8) = Ay (S)W(S) = G,p (S)W (S)

AV (S) = AeGyp o (S)W (S) = Gyp o (SIW(S) (4.17)

donde los factores Gap(s) y Gapo(S) son las correspondientes funciones de transferencia

84



Modelo fisico-matematico del dispositivo. 85

directa del sistema cuando el efecto téermico se genera en la muestra y en el conjunto

célula-sensor, respectivamente. La expresion final para ambas funciones directas es:

3 PP, 2 1
G,.(s)=A =A
” Asc (5 + pl)(s + pz) Asc (l+ Tls)(1+ Tzs) (4.18)
Gy (S) = A £ (s+2) _ A€ (1+745)

Csc (S + pl)(s + pz) Asc (1+ Tls)(l"' 2'25)

4.1.2. Funcién de transferencia de retroalimentacion.

La potencia térmica de compensacion generada por el actuador o transductor de
retroalimentacion (termopilas de compensacion), en el dominio del tiempo y en el dominio

transformado de Laplace, viene dada por:

Wi () = T AV )+ AVEQ)

) (4.19)
W, (s) = %Avc (5)+ o AVE(S)

donde AVc es el voltaje de compensacion (sefial de retroalimentacion) y = y R son el
coeficiente Peltier y la resistencia eléctrica de dicho transductor. ElI primer término
representa la potencia Peltier y el segundo es la potencia Joule. Tomando un valor de 120
mV para el coeficiente Peltier de una unién semiconductora y de 8.9 Q para la resistencia
de una termopila y teniendo en cuenta que AVc(t) no excedera de 0.5 mV, la potencia Joule
representa mucho menos del 0.005 por ciento de la potencia total producida. Por otra parte,
la compensacion estd configurada de modo bilateral, enviando voltajes opuestos a los
actuadores de las células. Asi, se genera una misma potencia Joule en ambas células,
cancelandose su efecto al ser independiente de la polaridad del voltaje. Por tanto, la

funcion de transferencia del transductor de retroalimentacion, K(s), es:
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Wi (5) = & AVe (5) = K(S)AVe () (4.20)

El sistema de compensacion esta controlado a través de un ordenador, que es el
mismo que act(ia como dispositivo de adquisicion de datos. Este opera como un control
digital de retroalimentacion y el tipo de control (funcién de control) se define mediante el
algoritmo implementado en el programa de operacion. Aunque estd claro que el
microcalorimetro es un sistema en que aparecen sefiales analdgicas y digitales, debiendose
tratar como un sistema digital, por ahora sélo consideraremos un modelo continuo. El
modelo discreto se desarrollard en un seccidon posterior. La funcién de transferencia

correspondiente al controlador, G¢(s), define la funcion de control o relacién entre AV¢(s)

Y AVnc(S):

AV (5) = G (5)AV,c (5) (4.21)

y consideramos que el factor de atenuacidon que introduce la resistencia eléctrica de la
trayectoria de retroalimentacion esta incluido en dicha funcién. Finalmente, como los
elementos de la trayectoria de retroalimentacion no presentan interaccion mutua, la funcion
de transferencia de retroalimentacion, Ggg(s), es igual al producto de las funciones de

transferencia individuales del transductor y del controlador (véase la Figura 4.5.B):

W, (5) = Geg (S)AVc (5) (4.22)
GFB (S) = K(S)Gc (S)
existiendo, para cada tipo de control que se emplee, una funcion Ggg(s) diferente.
Impondremos la condicion de que G¢(s) corresponda a un elemento lineal, basandonos en
las consideraciones expuestas anteriormente.

4.1.3. Funcién de transferencia en lazo cerrado.
Ahora hay que considerar las dos trayectorias, directa y de retroalimentacion,
conjuntamente. Teniendo en cuenta que la sefial de retroalimentacién es una potencia

térmica generada por las termopilas de compensacion, se genera sobre el conjunto célula-
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sensor. Por tanto, para este efecto térmico utilizaremos la funcién de transferencia directa
que contiene dos polos y un cero, Gopo(S). Por otra parte, la potencia térmica Peltier tendra

distinto signo en cada célula, ya que la compensacion se realiza simétricamente.

Primero obtendremos la funcion de transferencia en lazo cerrado para un efecto
térmico procedente de la muestra, W(s)=Ws(s). La sefial resultante del balance de potencia

global del sistema es:

AVNc (S) = Gzp (S)W (S) - GZP,O(S)WK (5) + Gzp,o(s)(_ WK (5))

(4.23)
AVNC (5) = Gzp (S)W (5) - ZGZP,O (S)WK (5)

y si utilizamos la ec. (4.21) y reordenamos los términos llegamos a la expresion buscada:

_ Gzp(s) _
Miel) =156 0O TS WO (4.2

donde Gs(s) es la funcion de transferencia de lazo cerrado para un efecto térmico generado
en la muestra. El factor 2 aparece por ser bilateral la compensacion. Para un sistema con

compensacion unilateral el factor correspondiente seria la unidad.

Planteando el mismo razonamiento se obtendra la funcién de transferencia en lazo

cerrado para un efecto térmico producido en el conjunto célula-sensor, Gg(s):

Gzp,o(s)

e () = 26,0450 5)

W(s) = Ge (S)W (s) (4.25)

La funcion 2Gzp o(S)Grs(s) recibe el nombre de funcion de transferencia en lazo
abierto. Es una funcién muy importante porque a partir de sus propiedades se pueden

establecer conclusiones sobre la funcién de transferencia en lazo cerrado.

Expresando las dos funciones de transferencia en lazo cerrado en funcion de los

polos, -p1 Y -p2, Y el cero, -2;:
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& P. P,

G.(s)=A
; Usc (S + pl)(s + p2)+ b(S + Zl)Gc (s)
£ (s+z) (4.26)
G.(s)=A 1
O A e ps+ )bl 2169
o0 en funcién de las constantes de tiempo:
£ 1
Gs(s)=A
) = A W esfis r,9)+ all+ 7,5)5 (5) aom
Ge(s) = A g (1+ TSS)

age (L+7,8)1+17,8)+a(l+ 7,5)G, (5)

donde a (que es una constante adimensional) y b son dos pararametros caracteristicos del

microcalorimetro:

a=20°%" b=a%sc

(4.28)
s R Csc

Ya solo queda especificar la funcion de transferencia del controlador, G¢(s), para
determinar completamente la funcién de transferencia de lazo cerrado. Si tomamos
Gc(s)=0, la ec. (4.26) correspondera al microcalorimetro sin compensacion, es decir, la

funcion de transferencia global se reduce a la funcion de transferencia directa.

Las constantes de tiempo del sistema retroalimentado son los polos de la funcion de

transferencia en lazo cerrado, es decir, las raices del polinomio caracteristico:
(s+p s+ p,)+b(s+2)G.(s) =0 (4.29)

Por tanto, las nuevas constantes de tiempo del sistema con compensacién
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dependeran de la funcion de transferencia del controlador empleado. Claramente se
comprueba que si no hay compensacion, las constantes de tiempo son las del sistema sin
retroalimentacion.

Nuevamente se observa que las dos funciones de transferencia obtenidas, que
representan el comportamiento del microcalorimetro frente a un calor generado
quimicamente y eléctricamente (ecs. (4.26) y (4.27)), aunque son distintas, poseen los
mismos polos. De esta manera, la respuesta del instrumento sera distinta, pero las
constantes de tiempo instrumentales serdn las mismas, independientemente del

experimento considerado.

Para estudiar la dependencia de las constantes de tiempo del sistema
retroalimentado respecto de la funcion de control se pueden emplear dos métodos basicos:
la resolucion directa de la ecuacion caracteristica y la técnica de analisis del Lugar de las
Raices. Este ultimo es un método general para analizar el comportamiento de las raices de
un polinomio en funcion de uno o varios parametros de dicho polinomio. En nuestro caso,

tales parametros seran los parametros del control empleado.

Con el fin de investigar la estabilidad del sistema podremos aplicar los Criterios de

Routh y Hurwitz, aunque también el Lugar de las Raices proporciona tal informacion.

Si conocemos la funcion de transferencia del microcalorimetro, podremos predecir
la repuesta (termograma) ante cualquier sefial de potencia térmica de entrada
(termogénesis). Esto sera utilizado posteriormente en el capitulo dedicado a la
caracterizacion del dispositivo. Si G(s) es una de las dos funciones de transferencia y W(s)

es la sefial de potencia térmica de entrada, la respuesta del microcalorimetro sera:

AV (s) = G(s)W (s)

AVye () = L [GEW ()] = [ gt -t )t (4.30)

en el dominio de la frecuencia y del tiempo, respectivamente. La funcion g(t) es la
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transformada inversa de la funcion de transferencia y recibe el nombre de propagador del

sistema.

4.2. Modelo discreto.

Antes de todo debemos justificar el interés de elaborar un modelo discreto del
microcalorimetro. Si queremos describir de una forma mas precisa el dispositivo
microcalorimétrico, debemos desarrollar un modelo discreto del sistema, ya que, al
coexistir sefiales analdgicas y digitales, el sistema en su conjunto es estrictamente digital.
De esta forma, apareceran rasgos y caracteristicas de comportamiento tipicos de los
sistemas digitales que no surgen en los sistemas continuos (ej. relacion entre periodo de

muestreo y parametros de control, region de estabilidad mas restringida).
Habré que considerar que algunos elementos son continuos y otros discretos. Todos
los elementos discretos del sistema estan contenidos en el ordenador que controla todo el

dispositivo (véase la Figura 4.6) y que realizara tres tareas fundamentalmente:

e Obtiene informacion mediante el sistema de adquisicion de datos (muestreador y

conversor A/D).

e Decide qué accion correctiva hay que realizar (algoritmo de control).

e Ejecuta la accion correctiva (muestreador y conversor D/A).
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S R
WSC WRC
-Wg +Wy
SC j«—»| FC j[&—» RC <—l
AVgc AVgc
K(s) K(s)
A AV A
AV, A AV¢
AV c
T \T -
ZOH |- —G(2) Ge(2)f—"- zoH
AV*. AV*.
AV*c
PC v
Figura 4.6. Diagrama mixto de bloques del sistema microcalorimétrico.
AV*\e, AV*e voltajes de medida y de compensacién muestreados
GC(2) funcion de transferencia discreta del elemento controlador de
la trayectoria de retroalimentacién (algoritmo de control)
ZOH elemento de sostenimiento de orden cero (conversor D/A)
T elementos muestreadores (conversor A/D y conversor D/A)
sincronizados
PC ordenador personal que contiene los conversores A/D y D/A,

los muestreadores y el algoritmo de control

Cuando tenemos en un sistema una combinacion de elementos continuos y

discretos, es decir, es un sistema mixto discreto-continuo, debemos discretizar el sistema.

Este procedimiento consiste en sustituir funciones de transferencia y sefiales continuas por
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sus versiones discretas homologas. Hay que tener en cuenta que es mas facil discretizar
una sefial continua que hacer continua una sefial discreta. Existen varios métodos de
discretizacion: transformacion bilineal, solucion de la ecuacion diferencial continua en
cada intervalo de muestreo, utilizacion de la serie Inz/T, correspondencia de polos y ceros,
ecuacion de diferencias analoga a la ecuacion diferencial continua (Leigh, 1992). Sin
embargo, el mas potente de todos como herramienta matematica es el basado en la
Transformada Z, existiendo todo un desarrollo tedrico basado en este operador, andlogo al

de la Transformada de Laplace:
F(z)=Z[f(k)]= i fk)yz* o k) =2 F(@)] (4.31)

Un muestreador ideal, de periodo T, es un elemento que convierte funcion continua

en el tiempo f(t) en una funcion discreta en el tiempo *(t):
k=00
f )= > ft)o(t—kT) (4.32)
k=—c0
y se define la Transformada Z de f(t) como la transformada de Laplace de la funcion f*(t):
F(2)=F'(s) = | e (t)dt (4.33)

pudiéndose comprobar facilmente que esta definicion es equivalente a la ec. (4.) si se

considera que z=exp(sT).
Segun el método de discretizacion basado en la Transformada Z, si F(s) es la
funcién de transferencia de un elemento continuo, la funcion de transferencia discreta de

dicho elemento, F(z), vendra dada por (Distefano et al., 1992; Leigh, 1992; Kuo, 1992;
Kuo, 1996):

F@) =z|L'[Fe)] , | (4.34)
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Este método se basa en considerar que se muestrea uniformemente la funcion f(t) y
a la secuencia resultante f(kT) se la aplica la Transformada Z. En él se supone
implicitamente que se puede realizar una reconstruccion ideal de una sefial continua a
partir de la sefial muestreada. Este modo de discretizacion se denomina metodo de
respuesta impulso invariante, porque considera que la respuesta impulso unitario debe ser
la misma en ambos elementos, el continuo y el discreto. Por tanto, conserva las

caracteristicas del funcionamiento en el dominio del tiempo.

Existe otro método similar, denominado método de respuesta paso invariante, que
supone que la respuesta paso unitario en ambos elementos, continuo y discreto, debe ser la
misma (Distefano et al., 1992; Leigh, 1992; Kuo, 1992; Kuo, 1996). En este caso:

S

F(z) =(1- z-l)z[r{':(s)}

} (4.35)

y equivale a considerar que no se puede reconstruir una sefial continua a partir de la sefial
muestreada, por lo que introduce un elemento reconstructor o de sostenimiento de orden

cero, cuya funcion de transferencia es Gzon(S):

1 _ e—ST
S (4.36)

Gyon (8) =
Gon(z) =1

Este elemento de sostenimiento actla de la siguiente forma: recibe una sefal
muestreada y su respuesta es una sefial escalonada que coincide en cada instante de
muestreo con la sefial discreta y es constante en cada intervalo de muestreo. EIl conversor
D/A del sistema de compensacion contiene un elemento de sostenimiento de orden cero.

Teniendo en cuenta la ec. (4.36), podemos escribir la ec. (4.35) de la siguiente forma:

F(@) = Z|L[F$)G0n )], ] (4.37)
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Aunque ambos métodos conservan caracteristicas del funcionamiento en el dominio
del tiempo y los resultados obtenidos con ellos son similares, difieren de forma
significativa en un aspecto importante. Seria lgico pensar que si el periodo de muestreo,
T, tiende a cero, entonces la funcion F(z) tiende a F(s). Sin embargo, esto sélo se verifica

en el seqgundo método (Kuo, 1992):

lim_o[z|LAF @], [#Fes)

i o[Z[L 2[00 OF 9], |- F5) (4.38)

A la hora de discretizar un sistema mixto con funciones de transferencia continuas
y discretas, debemos tener en cuenta dos reglas basicas de discretizacion (Kuo, 1992; Kuo,
1996):

e Cuando dos funciones continuas estan conectadas en serie sin muestradores
intermedios, deben considerarse como una sola entidad respecto a la

Transformada Z.

Y
—— Hes) o)
T T

Y(s) =G(s)H(s)
Y(2) =Y'(s) = (G(S)H(s)) = G (s)H"(s) = G(2)H(2)

(4.39)

e Si existe un muestreador intercalado, deben ser tratadas independientemente

respecto a la Transformada Z.

Y
— e | a0
T T T

Y(s) = G(s)H"(s)

. (4.40)
Y(2) =Y (s) = (G(s)H"(5)] =G’ (5)H"(5) = G(2)H (2)
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4.2.1. Respuesta directa.

En la trayectoria abierta s6lo se encuentran elementos continuos cuya sefial de
salida final es muestreada (ver Figura 4.6). El procedimiento que hay que seguir es:
evaluacion de la sefial de medida o sefial no compensada, AVnc(S), y muestreo posterior de

dicha sefial. Consideraremos primero un efecto térmico generado en la muestra:

AVNc (3) = Gzp (S)W (S)

441
AV "xe () = (Gop (W () -

y finalmente:
AVy(2) = [Gzpw](z) = (1_ Z_l)z|:|‘_l|:GZP(SS)VV(S):| :I (4.42)

pero no se puede factorizar, ya que la sefial de potencia térmica de entrada no esta
muestreada previamente. Por lo tanto no se puede definir una funcion de transferencia
discreta mediante la que podamos obtener la respuesta a cualquier sefial de entrada por
medio de un producto. Cada vez que queramos calcular una respuesta habra que realizar
una convolucién con la sefial de entrada. De ahi que esta seccion no se denomine funcion
de transferencia directa, sino respuesta directa. Si ahora consideramos un efecto térmico

generado en el conjunto célula-sensor, se obtiene:

Gyp o ()W (5)}

S

AV (2) = [Ge W](2) = (- z-l)z{rl{ } (4.43)
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4.2.2. Respuesta en lazo cerrado.

Ahora tenemos una mezcla de sefiales continuas y discretas. No serd posible
evaluar las respuestas directa y de retroalimentacion, para después calcular la respuesta en
lazo cerrado. Esto se debe a que hay que tener en cuenta como estdn asociados los
elementos continuos y discretos entre si (ecs. (4.39) y (4.40)). En la trayectoria de
retroalimentacion, el voltaje no compensado, AVnc(S), es muestreado y mediante el
algoritmo digital de control se evalua el voltaje muestreado de compensacion.
Posteriormente, el conversor D/A (que es un elemento de sostenimiento de orden cero)
construye el voltaje de compensacion AV¢(s) continuo (a trozos), que es el que utilizan las

termopilas de retroalimentacion para generar la potencia Peltier de compensacion:

AV( (S) = GL(S)AV ¢ (S) (4.44)
AV (8) = Gy (S)AV (5) (4.45)
W, (5) = K(S)AV, () = K (5)G0n (S)GE (S)AV,c (5) (4.46)

Utilizando la ec. (4.23), obtenemos la respuesta en lazo cerrado:

AV (8) = G,p ()W (S) — 2G,; 1 (S)K(S)G oy (S)AVZ () (4.47)

muestreando esta expresion e incluyendo la funcion de control (algoritmo digital de

control), G¢c*(s), segun la ec. (4.44) se llega finalmente a la siguiente expresion:

i@ = GO
1+ (26, 4(5)K (5)Gy04 (5)) G2 (5) (4.48)
AV (2) = [GZPW](Z)

1+ [ZGZP,O KG, o ](Z)Gc (2)

En este desarrollo se ha considerado un efecto térmico procedente de la muestra. Si
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ahora consideramos un efecto térmico generado en el conjunto célula sensor, obtendremos:

[GZP,OW J(Z)

AV (2) = 142G, \KG o [(2)Gc (2)

(4.49)

Se demuestra de esta forma que, como consecuencia de la existencia de
muestreadores en la trayectoria de retroalimentacion, la funcién de transferencia discreta
no es un resultado inmediato. De forma intuitiva se podria pensar que, tanto en el sistema
sin compensacion como en el sistema con compensacién, la relacion que conduciria a la

obtencion de la funcién de transferencia discreta seria la siguiente:

AVN(: (Z) =G zp(z)W (Z)

B G,, (4.50)
AV (2) = L+ 26, ,KGyoy G }(Z)W(Z)
AVNC (Z) =G 2P,0(Z)W (Z)
(4.51)

G
AV (2) = 2P.0 )W (z
ne (2) |:1+2G2P,OKGZOH G }( W (z2)

en el caso de un efecto térmico generado en la muestra y generado en elemento sensor-
célula, respectivamente. Es decir, la funcién de transferencia global del sistema
retroalimentado seria la transformada Z de la funcion de transferencia global del sistema
continuo retroalimentado. Pero, se observa claramente que estas expresiones no son

validas.

La funcion 2(Gap oKGzon)(2)Gc(z) juega el papel de una funcion de transferencia en
lazo abierto para el sistema discreto y a partir de sus caracteristicas podremos inferir
consecuencias sobre la respuesta en lazo cerrado.

Los numeradores de las ecuaciones que proporcionan la respuesta (ec. (4.48) y

(4.49)) dependen de la sefial de entrada. Pero, aunque no es posible obtener una funcion de

97



transferencia en lazo cerrado, la respuesta impulso unitario (ec. (A1.35)) podra servir para
estudiar la estabilidad y la evolucion de las constantes de tiempo en funcion de los
parametros de control. Si calculamos la respuesta impulso discreta para un efecto térmico

procedente de la muestra (ec. 4.49) obtenemos:

1_ p2 Z__lT + pl Z__lT
¢ p,-p z-e™ p,—pz-e™

1+bl 2 — 1 1 el 1 2 - G.(2)
[plpz pl(pz - p)1 z—e ™ pz(pz - p)l Z—-¢€ pZTJ :

(4.52)

AVyc(2) = A

Y si consideramos un efecto térmico generado en el conjunto célula-sensor (ec.
(4.50)):

Z _ Z,— P z-1 Z,-p, 71
AVyc(2) = A ¢ PP, PP —p)z—e™  p(p,—p)z-e ™

Csc [ z 7,-p z-1 Z,—p z-1 ]
1+b o 1 1 - + 1 2 - G (Z)
pp, Plp-phz-e™  py(p,-pz-e™ ) °

(4.53)

donde el denominador, que es el mismo en los dos casos, puede ser considerado como el
polinomio caracteristico, cuyas raices seran los polos del sistema discreto. Se observa que
la localizacién de éstos en el plano z dependera del tipo de control digital y de los
pardmetros de este control. Para estudiar la evolucion de tales polos utilizaremos el

Criterio de Jury y la técnica de andlisis del Lugar de las Raices.

Solo resta especificar la funcion de transferencia discreta del control digital, G¢(2),
para que quede determinada completamente la respuesta en lazo cerrado. Y esta claro que
si tomamos G¢(2)=0, se reduce a la respuesta directa. Todas las funciones de transferencia
discretas que aparecen en las ecs. (4.49) y (4.50) se calculan mediante las ecs. (4.35) o
(4.37), o la ec. (4.34), es decir, aplicando el método de respuesta paso invariante o el

método de respuesta impulso invariante. En general, los resultados segun uno u otro
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método son completamente equivalentes. Sin embargo, si en una convolucion de funciones
una de ellas es la funcion de transferencia de un elemento de sostenimiento de orden cero,

solamente aplicaremos el método de respuesta impulso invariante.

La funcién de transferencia del control digital G¢(z) se obtiene a partir del
algoritmo implementado en el sistema de control digital (en nuestro caso, el ordenador). En
dicho algoritmo se establece la dependencia de la sefial de compensacién AVc(KT)

muestreada y la sefial no compensada AV¢(kT) muestreada:
AV (KT) = f(AVC(JT), AV (jT); j <k) (4.54)

que es una ecuacion en diferencias finitas. Si el proposito es utilizar un control lineal, esta
ecuacion debe ser lineal, pudiéndose aplicar la Transformada Z para obtener una expresion

en el dominio de la frecuencia:
AV, (Z) = G.(2)AV\(2) (4.55)

Conviene insistir en que existe una diferencia significativa entre un sistema
continuo y uno discreto: en el discreto no siempre es posible obtener una funcion de
transferencia. Esto es debido a que algunas veces, como en nuestro caso, la sefial de
entrada no se muestrea y no se puede factorizar la respuesta. Para calcular una respuesta a
una determinada entrada habré que convolucionar con la sefial de entrada correspondiente.
Una vez conocida la respuesta en el dominio z, se calculara la respuesta en el dominio

temporal discreto mediante:

AV (KT) = Z7H AV, (2)] (4.52)

En el Capitulo 5 y los Apéndices A.1 y A.2 se presentan los conceptos Yy
herramientas matematicas que nos permitiran investigar el comportamiento del sistema

microcalorimétrico, considerado como sistema continuo o discreto.

99



Analisis de la respuesta del microcalorimetro. 101

5. ANALISIS DE LA RESPUESTA DEL MICROCALORIMETRO.

Conviene detenerse un poco a estudiar las respuestas estandar que se emplean para
investigar el comportamiento de un sistema y como se particularizan y aplican al
dispositivo microcalorimétrico. Primero plantearemos todo para un sistema genérico,
concretando luego en el caso de un microcalorimetro. Consideraremos un modelo continuo
y uno discreto, desarrollando un conjunto de herramientas con el que abordaremos con

éxito el analisis del sistema microcalorimétrico.

Se va a hacer uso del formalismo de la Transformada de Laplace y de la
Transformada Z, métodos aplicables a sistemas lineales invariantes en el tiempo. Pero no
se va ha realizar una exposicion completa de dicho formalismo, sino que se van a utilizar
las propiedades mas relevantes con el fin de elaborar un esquema de analisis aplicable al
modelo desarrollado sobre el dispositivo y que permita un estudio exhaustivo de su

comportamiento.

5.1. Sistema continuo.

5.1.1. Principios generales.

Supongamos que G(s) es la funcién de transferencia de un sistema, X(s) es la sefial
de entrada o estimulo e Y(s) es la sefial de salida o respuesta, todas ellas definidas en el
dominio de la frecuencia. Si el sistema es lineal, causal (realizable fisicamente) e

invariante temporal (autbnomo), entre estas funciones se verifican las relaciones siguientes
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en el dominio del tiempo y de la frecuencia:

y(®) = [, ot -t)xw)dr
Y (s)=G(s)X(s)

(5.1)

donde las funciones en mayuscula son las Transformadas de Laplace de las funciones
temporales, en mindscula. La funcion g(t) recibe el nombre de propagador o funcién
ponderatriz del sistema y relaciona la respuesta del sistema en un instante t con la entrada
en instantes t”anteriores. Si se conoce la funcién de transferencia y la entrada del sistema,
la respuesta en el dominio de la frecuencia compleja se determina mediante el producto de
las primeras. La posterior aplicacion de la Transformada Inversa de Laplace permite
obtener la respuesta en el dominio del tiempo. De este modo, un sistema fisico se puede
interpretar de forma abstracta como una aplicacion que establece una correspondencia
entre la funcién entrada y la funcion respuesta. Impondremos la condicion de que cualquier

sefial considerada sera nula para tiempos negativos.

Hay tres funciones estandar empleadas como sefiales de entrada en el andlisis de un
sistema: impulso unitario, paso unitario y pulso unitario de anchura finita. Su expresion

respectiva es:

X(t) = 5(t) X(s) =1
x(t) = (1 X(s) = i (5.2)
X(t) = 2()— 7(t-4) X(5) = 1‘:_5

donde 5(t) es la funcidn Delta de Dirac, y(t) es la funcion de Heaviside y A es la duracion
en el tiempo del pulso. Para simplificar, las llamaremos entrada impulso, paso y pulso,

respectivamente. Tendran asociadas una respuesta impulso, paso y pulso:
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v, = gt -t)3t)dt' = g(t) Y, (s) = G(s)

Y, =[ g(t-1)7(t)dt Y,(6) =6 (5:3)

V0 = [0t —t)(z(0) - 2t -t Y,(9)=G(5)

existiendo entre dichas respuestas las relaciones siguientes:

Y.(5)=Y, (s)i

1-e*
S

Y, (5) =Y, (5)L—e ) = Y,(s)
(5.4)
Y, = [y, @)dr

Ya0) =y, -y, t-8) = [y, )

de donde se deduce que la respuesta impulso en el dominio de la frecuencia es exactamente
la funcién de transferencia del sistema y en el dominio del tiempo coincide con el
propagador del sistema. En este resultado se basa un método de caracterizacion del
dispositivo (caracterizar el sistema significa determinar su funciéon de transferencia):
obtencion de la respuesta impulso y aplicacion de la Transformada de Laplace para
conseguir la funcion de transferencia. Pero esto tiene un serio inconveniente, puesto que la
entrada impulso no es fisicamente realizable. El procedimiento seguido para subsanar este
problema es registrar la respuesta paso y derivar en el dominio del tiempo para llegar a la
respuesta impulso, ya que segun las ecs. (5.3), la respuesta paso es la funcion integral de la
respuesta impulso. También se puede aplicar directamente la Transformada de Laplace
directamente sobre la respuesta paso y obtener G(s)/s. Otro procedimiento consiste en
emplear sefiales de entrada senoidales y determinar directamente la funcion de
transferencia en el plano s a través de la respuesta en frecuencia (Randzio et al., 1980;
Lopez Mayorga et al., 1984). Aunque estas alternativas ya no plantean problemas de
irrealizabilidad, si presentan algunos inconvenientes. Teniendo en cuenta que la sefal
registrada es en definitiva una sefial muestreada o secuencia temporal de datos, afectada de

cierto nivel de ruido, surgen problemas de caracter numérico a la hora de evaluar la
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derivada y de trabajar con sefiales muestreadas en el dominio de la Transformada de
Laplace. Por otra parte, la determinacion de la respuesta en frecuencia es un metodo que
consume mucho tiempo. EI método de caracterizacion empleado en esta Memoria es
mucho mas simple que los mencionados y no posee ninguna de sus desventajas, ya que
trabaja siempre en el dominio del tiempo y no conlleva ningun tratamiento de datos

numérico, siendo ademas un procedimiento muy rapido.

Definimos las funciones:

Area(t; ) = j; y, (t)dt’
Area(t; A) = jot y, (t)dt’
(5.5)

Area(s;0) = Yg(s)i =Y, (s)

1-e* 1-e*
= Y()‘ (S) 2

Area(s;A) =Y, (S)i =Y,(s) S s

demostrandose que la funcion Area(s;d) coincide con la respuesta paso. Esto es l6gico ya
gue sabemos que esta Ultima es la integral de la respuesta impulso. También definimos los
valores limite de las funciones area y de la respuesta paso mediante:

Area(s) = lim_, _ [Area(t; )]

Area(A) = lim,_,_ [Area(t; A)] (5.6)

Yo z) = lim, [y, (0]

y haciendo uso del Teorema del Valor Final de la Transformada de Laplace:

lim,_,...[f (©)] = lim_o[sF(s)] (5.7)

obtenemos los siguientes resultados:
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Area(5) =Y, (0) = G(0)
Area(A) = Y, (0)A = G(0)A (5.8)
y(+o0; ) = Y5(0) = G(0)

siendo G(0) una constante que representa la ganancia en estado estacionario 0 ganancia
estatica del sistema, representandola a lo largo de toda esta Memoria con el simbolo Ko.
Esta ganancia se puede considerar como el valor de la funcién de transferencia en s=0 o
como la integral extendida a todo el tiempo de la respuesta impulso, ya que segun la

definicion de la Transformada de Laplace de una funcion continua (ec. (4.3)):

lim, ,[F(s)] = j0+°° f (t)dt (5.9)

5.1.2. Aplicacién a la microcalorimetria.

La utilidad practica de estos resultados se comprende cuando tenemos en cuenta
que en microcalorimetria se eval(a el calor de reaccion calculando el area del termograma
correspondiente a la respuesta de un microcalorimetro. Entonces, traduzcamos todo lo que
se ha visto hasta ahora al lenguaje “microcalorimétrico”. De este modo, la funcién de
transferencia del microcalorimetro es G(s), la sefial de entrada es la potencia W(s) y la
respuesta es el termograma registrado AVnc(s). La sefiales estandar en microcalorimetria
son: impulso de calor Q, paso de potencia Wy y pulso de potencia Wy y anchura A.

Teniendo en cuenta las ecs. (5.2):

W (t;0) =Qo(t) = AV, (t;0)
Wt 2) =Wox (1) = AV (tiz) (5.10)
W(t;A) :WO(Z(t)_Z(t_A)) = AV (t;4)

Area. (t:0) = [ AV, (1 8)dt

t (5.11)
Area, (t;A) = [ AV, (t;A)dt
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de modo que se obtienen los siguientes resultados:

Area. (0)=G(0)Q = KoQ
Area,. (A) = G(O)W,A = K,W,A (5.12)
AV (+90; x) = G(O)W, = K W,

Los métodos de calibracion empleados en la practica en microcalorimetria (Tanaka,
1983; Della Gatta, 1985; Grgnlund, 1991) se basan en las ecs. (5.12):

¢ Registro de una serie de respuestas paso y ajuste lineal entre potencia generada,

Wp, y valor en estado estacionario del voltaje medido, AVnc(+0;y).

e Registro de una serie de respuestas pulso y ajuste lineal entre calor generado,

Q=WoA, y area bajo cada pulso, Areanc(A).

La constante de proporcionalidad en los dos casos es la misma, Ko, la ganancia en
estado estacionario del sistema. Realmente no existe un método basado en la respuesta
impulso, ya que hemos comentado que la sefial de potencia impulso no es realizable
fisicamente y es una mera herramienta de analisis tedrico de sistemas. La constante de

calibracion, Kcai, se define a través de la ganancia en estado estacionario como:

11 1
Ky lim,_o[G(s)] [t

Kea = (5.13)

y lo hacemos de esta forma para que tenga unidades de WV™. Si la sefial de voltaje,
AVnc(t), es multiplicada por dicha constante, se obtiene directamente el termograma de
potencia. La convergencia de la integral impropia esta garantizada si el sistema es estable

(véase Apéndice Al).

Para terminar, aungque no lo hemos visto en el caso genérico, vamos a considerar
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una sefial de potencia de entrada no estandar indeterminada, W(t), que tendra asociada una
respuesta, AVyc(t). Estan relacionadas a través de la funcion de transferencia o propagador

del sistema microcalorimétrico (ec. (5.1)):

AV, (1) = [ g(t—t)W (t')dt

(5.14)
AV (8) = G(s)W (s)
Definimos una funcién area genérica:
t t ot

Area, . (t) = jo AV (t)dt’ = jo jo gt —t")w (t")dt"dt’

. . (5.15)
Areayc () = AV (s) = =G(s)W(s) -

S S
Area,. =lim_ [Area. (t)]= IO AV, (t")dt’ (5.16)

Areay = lim, o[sAreaye (s)] = lim, ,[AVc ()] = lim, _o[G(s)W (s)]

y estas ecuaciones nos proporcionan dos procedimientos operativos para evaluar areas:
integrar directamente la respuesta en el dominio del tiempo o evaluar la respuesta en s=0
en el dominio de la frecuencia. Si ahora tenemos en cuenta la ec. (5.9) y que W(s) es una

potencia térmica, la ec. (5.16) quedara:

+oo ’ ! 1
Area,. = jo AV, (t)dt' = K,Q = 0 (5.17)

CAL

siendo Q el calor total desarrollado durante el efecto térmico descrito por la sefial de

potencia térmica W(t). Se comprueba que la constante de calibracién determinada mediante

cualquiera de los dos métodos indicados es la misma que aparece en la ecuacion (5.17).
Todo lo que se ha desarrollado aqui es valido tanto para la sefial compensada y

como para la sefial no compensada. Para esta Gltima hay que tener en cuenta que:

107



AV (1) = [ e (t—1) AV, (1)dl
AVc (S) = Gc (S)AVNC (S)

(5.18)

donde gc(t) es la respuesta impulso o propagador del sistema de control y G¢(s) su funcion

de transferencia.

5.2. Sistema discreto.

5.2.1. Principios generales.

Aunque no se puede obtener una funcion de transferencia discreta del
microcalorimetro porque la expresion de la respuesta no factoriza adecuadamente, vamos a
considerar inicialmente un sistema discreto en que esto si es posible. Una solucién posible
para este hecho consiste en imaginar un muestrador ficticio para la sefial de entrada
(Distefano et al., 1992; Leigh, 1992; Kuo, 1992; Kuo, 1996) y asi factoriza dicha
expresion. Mas tarde se vera que si no hay factorizacién, bajo ciertas aproximaciones se
puede considerar que si la hay. De todos modos, la imposibilidad de factorizar la respuesta
discreta no constituye un problema; Unicamente impone la necesidad de convolucionar con
cada entrada cada vez que se quiera determinar la respuesta a dicha entrada. Supongamos
gue G(2) es la funcidn de transferencia de un sistema, X(z) es la sefial de entrada o estimulo
e Y(z) es la sefial de salida o respuesta, definidas en el dominio de la frecuencia. Si el
sistema es lineal, causal e invariante temporal (autbnomo), entre estas funciones se

verifican las relaciones siguientes en el dominio del tiempo (discreto) y de la frecuencia:

k

y(kT)=2"g((k - j)T)x(jT)

(5.19)
Y(2) =G(2)X(2)

donde las funciones en mayuscula son las Transformadas Z de las funciones en minuscula,
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k y j son contadores discretos y T es el periodo de muestreo de las sefiales. La funcion
g(KT) recibe el nombre de propagador del sistema discreto, conectando la respuesta en un
instante de muestreo KT con la entrada en instantes de muestreo jT anteriores. Si se conoce
la funcion de transferencia y la entrada del sistema, la respuesta en el dominio de la
frecuencia se determina mediante el producto de las primeras. La posterior aplicacion de la
Transformada Z Inversa permite obtener la respuesta en el dominio del tiempo.
Impondremos también la condicion de que cualquier sefial considerada serd nula para

instantes de muestreo negativos.

Igual que en el caso continuo, hay tres funciones estandar empleadas como sefiales
de entrada en el andlisis de un sistema discreto: impulso unitario, paso unitario y pulso

unitario de anchura finita. Las correspondientes expresiones son:

X(kT) =4, X(z)=1
1

X(KT) = T25JO X(z) = T(l—l) (5.20)
X(kT)=Z§LO X(2) = %—5)

donde &; es la funcion Delta de Kronecker y N es la duracion del pulso en instantes de
muestreo. Para simplificar, las [lamaremos entrada impulso, paso y pulso, respectivamente.
Aunque parece un poco extrafia la definicion de la funcion paso, es conveniente que adopte
esta forma segun se vera mas adelante. Tendran asociadas una respuesta impulso, paso y

pulso, respectivamente:

ya‘(kT):Zg(( —j)T)é‘j'O :g(kT) Y5(2) =G(2)
y,(kT)=T> g(( k—j)'r)iﬁll Yl(z):TG(z)ﬁ (5.21)
yu(kT)=> gk - T2, Yy (s) = G(z)%#z_%

existiendo entre dichas respuestas las relaciones siguientes:
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Yz (Z) = TY5 (Z)(l_l?)

(5.22)

k

yl(kT):szﬁ(jT)

j=0

(v, kT)-y,(k-N)T))= ;k‘,yg

j N

1
YN (kT):?

de donde se deduce que la respuesta impulso en el dominio de la frecuencia no es otra cosa
que la funcién de transferencia del sistema y en el dominio del tiempo coincide con el

propagador.

De forma anéloga al caso continuo, definimos las funciones area:

Area(kT;5) :Tzk:ya(jT)

j=0

Area(kT;N):Tin(jT)

i=0

(5.23)

Area(z;0) = TY(;(z)(l_%) =Y,(2)

Area(z;N) = TY, (5) -2 Y, (2 -z
ﬁ O ) 7Dy
La razon de multiplicar por el periodo de muestreo, T, es que interesa que las ecs.
(5.23) sean homogéneas dimensionalmente cuando las apliguemos en microcalorimetria.
Se observa que la funcién Area(z;3) coincide con la respuesta paso. La definicién de la
entrada paso en ec. (5.20) tiene como objetivo que esta propiedad se conserve en sistemas

discretos. También definimos los valores limite:
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Area(s) = lim,_,_ [Area(kT;5)]
Area(N) =lim,_, [Area(kT;N)] (5.24)
y(rooi ) =lim,_,,, [y, (KT)]

y haciendo uso del Teorema del Valor Final de la Transformada Z:
lim,_,_..[f (kD)) =1im,_,[(L- 2 )F (2)] (5.25)
obtenemos los siguientes resultados:

Area(o) =TY,;(1) =TG(2)
Area(N) =TY;()UN =TGN (5.26)
y(+o0; ) =TY, (1) = TG()

siendo G(1) una constante que representa la ganancia en estado estacionario 0 ganancia
estatica del sistema discreto, representandola a lo largo de toda esta Memoria con el
simbolo K,. Esta ganancia se puede considerar como el valor de la funcion de transferencia
en z=1 o como la suma extendida a todos los instantes de muestreo de la respuesta
impulso, ya que segun la definicion de la Transformada Z de una secuencia de valores

muestreados (ec. (4.31)):

lim, ,[F@)]=3 f(T) (5.27)

5.2.2. Aplicacidn a la microcalorimetria.

Nuevamente, la utilidad de estos resultados se entiende cuando tenemos en cuenta
que en microcalorimetria se evalta el calor de reaccion calculando el area del termograma
correspondiente a la respuesta del microcalorimetro. Los datos de que dispondremos seran
discretos en el tiempo, por lo que para obtener areas tendremos que sumar datos,

basicamente. Existen numerosos algoritmos de integracion (trapezoidal, regla de Simpson,
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etc.), pero el procedimiento que se obtiene de forma natural con este tratamiento es el de

una suma simple de datos.

Supongamos que la funcién de transferencia del microcalorimetro es G(z), la sefial
de entrada es la potencia W(z) y la respuesta es AVnc(z). La sefiales estandar en
microcalorimetria son: impulso de potencia Wy, paso de potencia Wy y pulso de potencia
W, y anchura N. En el sistema continuo, debido a las caracteristicas especiales de la
funcién Delta de Dirac, dicha funcion representa un calor total instantdneo concentrado en
t=0. Ahora, todas las funciones discretas poseen las mismas caracteristicas y estan
constituidas por uno o mas impulsos de potencia. Teniendo en cuenta las ecuaciones
anteriores (desde (5.20) en adelante):

W (KT;38) =W,3, , = AV, (KT;5)
W(kT;Z)=W0T25LO = AV, (KT; 2) (5.28)

j=0

N
WKT;N)=W,T> 5,, = AV, (kT;N)

j=0

k
Area,. (KT;5) = TZAVNC( jiT:o)
j=0

) (5.29)
Area,. (KT;N) :TZAVNC(jT; N)

j=0
de modo que se obtienen los siguientes resultados:

Area,. () = GW,T = KW,T
Area,. (N) = GW NT = KW, NT (5.30)
AV (+90; x) = GW, = KW,

Los métodos empleados en la calibracion de un microcalorimetro se basan en las

ecs. (5.30), que constituyen la version discreta de las ecs. (5.12):

e Registro de una serie de respuestas paso y ajuste lineal entre potencia generada,
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W, y valor en estado estacionario del voltaje medido, AVyc(+o0;y).

e Registro de una serie de respuestas pulso y ajuste lineal entre calor generado,

Q=W,NT, y area bajo cada pulso de anchura N, Areanc(N).

La constante de proporcionalidad en los dos casos es la misma, Ky, que es la
ganancia en estado estacionario del sistema. La constante de calibracion, KcaL, se define

nuevamente:

1 1

Kfo ) lim, ,[G(2)] B ig(kT)

(5.31)

KCAL =

estando garantizada la convergencia de la suma infinita si el sistema es estable (véase
Apendice Al).

Finalmente, vamos a considerar una sefial de potencia de entrada no estandar
indeterminada, W(KT), que tendra asociada una respuesta, AVnc(KT). Estan relacionadas a
través de la funcion de transferencia o propagador del sistema microcalorimétrico (ec.
(5.19)):

AVye (KT) Zg k=T W (jT)

(5.32)
AV, (2) = W)
Definimos una funcion area generica:
k k
AreaNc(k):TZAVNC(jT):TZZg _I)T)‘N IT)
=0 120 1=0 (5.33)

Area, () =TAV . (2) (1_%) =TG(z)W (2) (1_7)

113



0

Area,. =lim_,  [Area,. (kT)]=T Z AV, (KT)

j=0

Areay, =lim,_[[L- 27 )Areay, (2)]=lim, ,[T AV (2)] = lim,_,[TG(2)W (2)]

-1

(5.34)

proporcionando estas ecuaciones dos procedimientos operativos para evaluar areas: sumar
en el dominio del tiempo discreto la respuesta o evaluar en z=1 la respuesta en el dominio
de la frecuencia, multiplicando luego por el periodo de muestreo, T. Si ahora tenemos en

cuenta la ec. (5.27) y que W(z) es una potencia térmica, la ec. (5.34) quedara:

Area, = TiAVNC (kT)=K,Q = LQ (5.35)
k=0

CAL

siendo Q el calor total desarrollado durante el efecto térmico descrito por la sefial de
potencia térmica W(KT). Se comprueba que la constante de calibracion determinada

mediante cualquiera de los dos métodos indicados es la misma que aparece en la ec. (5.30).

Si la respuesta discreta no factoriza adecuadamente, no se puede obtener una
funcién de transferencia discreta. Hay dos posibles soluciones a este problema. Una ya se
comento anteriormente: introducir un muestreador ficticio para la sefial de entrada. La otra
posibilidad se basa en considerar que tanto x(t) como g(t) son constantes en cada intervalo

de muestreo:

Y@ =zl o), =zt eex )], |-

- z[ [Ttk —t’)x(t’)dt’} ~ z{

=G(2)X(2)

(k- jmxun} 5.3

k
j=0

Por tanto, con esta aproximacién, valida si T es suficientemente pequefio, todas las
ecuaciones anteriores son validas también en un sistema que no factoriza
convenientemente y la respuesta impulso es una buena representacion de la posible funcién

de transferencia discreta del sistema. Esta funcion de transferencia discreta global es la
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Transformada Z de la funcion de transferencia continua global del sistema. Sin embargo,
no calcularemos asi la respuesta del sistema, ya que el modo correcto se indicé en las ecs.
(4.50) y (4.51).

Por ahora hemos supuesto que el muestreo y la reconstruccion de sefiales son
ideales, ya que el método de discretizacion empleado ha sido el de respuesta impulso
invariante. Ahora vamos a emplear muestreo y reconstruccion no ideales, introduciendo un

elemento de sostenimiento de orden cero. Es decir, aplicaremos el método de

=(-z7)z L‘l[YZ(s)X(s)]‘tsz]:
-2 [Ty, (T —t')x(t’)dt’} - (5.37)

L-2%)z iyl (k=g X(JT)}

(-2 1)Yl(z)X(z) ~TG(2)X (2)

discretizacion de respuesta paso invariante:

S

Y@ = 2L Goon (Y (9)]] |, ]= (- Zl)z{u[e(sms)}

donde no ha hecho falta hacer ninguna aproximacién, ya que el elemento de sostenimiento
de orden cero asegura que entre los instantes de muestreo las funciones son constantes.
Ademas, se observa que en el resultado final de ec. (5.37) aparece el periodo de muestreo
(esta implicitamente en la sefial Y(z)) y en la ec. (5.36) no aparece (por tanto, no esta
incluido en Y(z)). Esto significa que cuando haya que evaluarar &reas, ya sea en el dominio

temporal discreto o en el de la frecuencia, tendremos en cuenta que:
¢ Si se ha utilizado el método de respuesta impulso invariante o no aparece ningun
elemento de sostenimiento de orden cero entre las funciones que han sido

convolucionadas, hay que multiplicar por el periodo de muestreo T.

e Si se ha utilizado el método de respuesta paso invariante o aparece algun

elemento de sostenimiento de orden cero entre las funciones que han sido

115



convolucionadas, no hay que multiplicar por el periodo de muestreo T.

Si en el primer caso no se quiere afiadir el factor T, se puede considerar que la sefial
de entrada no esta constituida por una secuencia de impulsos de potencia térmica, W(kT),

sino una secuencia de impulsos de calor, Q(KT)=W(KT)T.

Esto se comprende facilmente si atendemos al efecto del elemento de sostenimiento
de orden cero. En la Figura 5.1 se ilustra como, a partir de una sefial continua (A), se
obtiene una sefial muestreada idealmente (B). Esta representacion de la sefial es suficiente
para el primer método, ya que supone que la reconstruccion es también ideal. Sin embargo,
en el segundo método aparece un sostenimiento de orden cero que reconstruye la sefial
creando una sefial constante a trozos (C). Para calcular &reas en (B) hay que multiplicar el
valor de la sefial en cada instante de muestreo por el periodo de muestreo y sumar,

mientras que en (C), se puede integrar (en la version discretizada, simplemente sumar).

Figura 5.1. Muestreo ideal (B) de una sefial continua (A) y reconstruccion con elemento de

sostenimiento de orden cero (C).

Las ecs. (5.14) y (5.32) constituyen las ecuaciones bésicas del método de
deconvolucion o correcion dindmica (obtencion de la termogénesis, W, a partir del
termograma, KcalAVnec) en el dominio del tiempo y de la frecuencia, para sistemas
continuos y discretos, respectivamente. Para realizar la deconvolucion en el dominio
temporal se puede utilizar una version discretizada de la ecuacién diferencial que relaciona

la termogénesis con el termograma (ec. (2.5)) o la ec. (5.32), que podria interpretarse como
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la version discretizada de la ec. (5.14):

AV, (k)= S (k= T W (iT)
W)= Jzog(O)
V. (5.38)
AV (k+2T)=> gk - j+1T W(jT)
W (kT) = J=0

empleando una u otra forma dependiendo de que la respuesta impulso tenga un valor nulo

en el instante inicial.

Es evidente el acusado paralelismo y la total equivalencia entre los tratamientos
continuo y discreto. Sin embargo, habria que hacer pequefia matizacion: la ganancia en
estado estacionario (o la constante de calibracion) deberia ser la misma en el sistema
tratado como continuo y como discreto. Debido a los efectos caracteristicos de

discretizacion, que no surgen en un sistema continuo, en general se verificara que:

Ko,oiscrero = Ko conminuo f(T1{Ti'Ti* })
(5.39)

Iimkrg[f (T.fr. o)) =1

donde los parametros t; y ti* son las constantes de tiempo del dispositivo, asociadas con
los polos y los ceros de la funcién de transferencia, y f es una funcién que representa la

influencia de la discretizacion..

En el sistema discreto también podemos aplicar todos estos resultados para analizar
la sefial compensada AVc(KT) sin méas que tener en cuenta que ambas son sefiales
muestreadas y que estan relacionadas en el dominio del tiempo a través del propagador o
respuesta impulso discreta del control digital implementado y en el dominio de la

frecuencia mediante la funcion de transferencia discreta de dicho control. Aqui si se puede
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hablar de funcién de transferencia porque todos los elementos que estan ahora

involucrados son discretos (digitales).

ch _J)T AVNC(JT)

A c( ):GC(Z)AVNC( )

(5.40)

Conviene aclarar que, si bien hemos utilizado la version forward para definir la

funcién area, también se puede emplear la férmula backward:

k-1
Area. (K) =T > AV, (jT)

j=0

Z—l
Area,.(z) = TAV,. (z)m

(5.41)

o la férmula trapezoidal:

k

Area, (k) = Y (&Vye (iT)+ AV,e (1-1T)

=0 (5.42)
T +Z
Area,.(z) = 2 — AV (z )%—Zg

obteniéndose los mismos resultados.

5.3. Error en estado estacionario.

Un criterio de evaluacion de la efectividad de la retroalimentacion en un sistema
consiste en analizar el comportamiento de la sefial de error, e(t) o E(s) (Distefano et al.,
1992; Leigh, 1992; Kuo, 1992; Kuo, 1996). Esta sefial de error se define como la

diferencia entre la sefial de entrada y la sefial de retroalimentacion. En nuestro caso, al
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aplicar este concepto al dispositivo microcalorimétrico tratado como sistema continuo, la
sefial de error en el dominio de la frecuencia se expresa:

E(s) =W (s) — 2K(s)AV,(s) (5.43)

y utilizando las ecs. (4.24) y (4.25) se obtienen las expresiones de la sefial de error en el

caso de un efecto térmico generado en la muestra (S) y en el conjunto célula-sensor (E):

E. (3)2[1_ 2K (5)G (5)G,p (5) }N ©
1+2G,p o (s)K(5)Gc (5)

E (S)= _ ZK(S)GC(S)Gzp,o(S) (S)
- 142G, 4 (S)K ()G () )

(5.44)

Claramente se observa que, dado un régimen de operacion del dispositivo (es decir,
fijada la funcién de transferencia) la sefial de error depende Unicamente de la sefial de

entrada, ya que la sefial de retroalimentacion depende directamente de dicha entrada. Se

define el error en estado estacionario:

e(+o0) = lim,_, _ [e(t)] = lim,_,[SE(s)] (5.45)

En el proceso de andlisis de un sistema se emplean tres sefiales de error estandar:
error de posicion, error de velocidad y error de aceleracion. Corresponden a la sefial de

error cuando la sefial de entrada es una funcion paso, una funcion rampa y una funcion

parabolica:
W(s) = i = E,(s) = ey(+x)
W(s) = Slz = E, () = e, (+x) (5.46)
W(s) = ia = E,(5) = e (+x)
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y nos informan de la capacidad que posee el sistema para compensar en estado estacionario
perturbaciones constantes, crecientes linealmente y crecientes cuadraticamente en el
tiempo. Por ejemplo, si el error de posicion en estado estacionario es nulo, significa que
transcurrido un intervalo de tiempo suficientemente grande desde la aplicacion de una
entrada constante la respuesta del sistema se anula, eliminandose tal perturbacion.

Asociada a cada error estacionario se define una constante de error del siguiente modo:

e (+OO) = ;
1+ K
e, (+00) = (5.47)
Kev
1
e,(+o) = —
’ Kea

y se denominan constantes de error de posicion, de velocidad y de aceleracion,

respectivamente.

El interés del comportamiento de la sefial de error descansa en que el voltaje de
medida en el microcalorimetro debe ser proporcional a la potencia térmica disipada
instantaneamente, de modo que, si se aplica una potencia constante, dicho voltaje debe
alcanzar un valor estacionario constante no nulo (ecs. (5.12) y (5.30)). Es decir, la sefial de
voltaje de medida debe exhibir un error de posicion en estado estacionario no nulo y
proporcional a la potencia constante de entrada. Como veremos mas tarde en el siguiente
Capitulo, este sera un criterio a la hora de decidir qué sefiales son Utiles como sefiales de

medida en el dispositivo microcalorimétrico.

El valor de los errores de posicion, velocidad y aceleracion en estado estacionario
estd directamente relacionado con el hecho de que la funcion de transferencia en lazo
abierto contenga polos en el origen. EI niUmero de polos en s=0 sirve como criterio de
clasificacion de sistemas continuos. Si la funcion de transferencia en lazo abierto se puede

escribir como:
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26,1 (8K ()G (5) = K1) Kp(s)s™ (5.48)
' s'R,(s)

es decir, posee | polos en el origen, se dice que el sistema es de tipo I. Y se puede
demostrar facilmente que se verifican los resultados expresados en la Tabla 5.1 (Distefano

etal., 1992; Leigh, 1992; Kuo, 1992; Kuo, 1996).

Tabla 5.1. Errores en estado estacionario y constantes de error para un sistema continuo de

tipo I.
I ep(+o0) Kep ep(+o0) Kev ep(+o0) Kea
0| U/(1+Kep) | KP(0) | oo 0 o0 0
1 0 00 1/Kev | KP(0) © 0
2 0 0o 0 00 1/Kea | KP(0)

De forma analoga, en un sistema discreto tambien podemos considerar la sefial de
error, e(kT) o E(z), definida como la diferencia entre la sefial de entrada y la sefial de

retroalimentacion. En el dominio de la frecuencia esta sefial de error se expresa:

E(S) =W (S) — 2K (5)Gy00 (S)AV (5) (5.49)

donde el asterisco indica que se trata de una sefial muestreada. Utilizando las ecs. (4.48) y

(4.49) se obtienen las expresiones de la sefial de error en el caso de un efecto térmico

generado en la muestra (S) y en el conjunto célula-sensor (E):

E.(z) =W, (2) - 2[KGZOH ](Z) G.(2) [GszS ](Z)

S ) 1+ Z[GZP,OKGZOH ](Z) G (2)
[KGZOH ](Z) G.(2) [Gzp,OWE ](Z)
1+ Z[GZP,OKGZOH ](Z) Gc(2)

, (5.50)
Ec(2) =We(2) -

Nuevamente se observa que, dado un régimen de operacion del dispositivo (es
decir, fijadas las funciones de transferencia de los elementos integrantes del sistema) la
sefial de error depende Unicamente de la sefial de entrada, ya que la sefial de

retroalimentacién depende directamente de dicha entrada. Se define el error en estado
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estacionario:
e(+0) = lim,_,..,[e(kT)] = lim,_, [1 -2 JE(2)] (5.51)

En el proceso de analisis de un sistema discreto se emplean tres sefiales de error
estandar: error de posicion, error de velocidad y error de aceleracion. Corresponden a la
sefial de error cuando la sefial de entrada es una funcion paso, una funcion rampa y una

funcion parabdlica:

W(z):ZZ_1 = Es(2) = ey (+x)
W(z)=(zz)2 S E(D) = e () (5.52)
W= ey o e ()

(z-1)°

y también nos informan de la capacidad que posee el sistema para compensar en estado
estacionario  perturbaciones constantes, crecientes linealmente 'y crecientes
cuadraticamente en el tiempo. Asociada a cada error estacionario se define una constante

de error del siguiente modo:

€p (+o0) = m
e, (+0) = (5.53)
KEV
1
e, (+0) = KiEA

y se denominan constantes de error de posicion, de velocidad y de aceleracion,
respectivamente. Las mismas consideraciones que se discutieron anteriormente para un

sistema continuo son validas ahora para el sistema discreto.

El valor de los errores de posicion, velocidad y aceleracion en estado estacionario
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estd directamente relacionado con el hecho de que la funcion de transferencia en lazo
abierto contenga polos iguales a la unidad. EI nimero de polos en z=1 sirve como criterio
de clasificacion de sistemas discretos. Si la funcion de transferencia en lazo abierto se

puede escribir como:

_w! Pl(z) _ _ 1\
2o KGaon ) Ge0) =K' D= KP@(-1) (5.54)

es decir, posee | polos en z=1, se dice que el sistema es de tipo |. Se pueden demostrar
facilmente los resultados indicados en la Tabla 5.2 (Distefano et al., 1992; Leigh, 1992;

Kuo, 1992; Kuo, 1996).

Tabla 5.2. Errores en estado estacionario y constantes de error para un sistema discreto de

tipo I.
| ep(+00) KEF’ eP(+OO) KEV eP(+OO) KEA
0 1/(1+ KEP) K P(l) 00 0 00 0
1 0 o0 1/Kev | KP(1) o0 0
2 0 0 0 o | UKen | KPQD)

5.4. Controlabilidad y observabilidad.

Dos conceptos fundamentales en Teoria de Sistemas de Control son los de
controlabilidad y observabilidad (Distefano et al., 1992; Leigh, 1992; Kuo, 1992; Kuo,
1996). Supongamos que describimos un sistema lineal autbnomo mediante el formalismo

de las variables de estado y las ecuaciones dinamicas:

X(t) = Ax(t) + Bu(t) y(t) = Cx(t) + Du(t)

(5.55)
x((k +)T) = Ax(KT) + Bu(kT) y(KT) = Cx(KT) + Du(kT)

donde y(t) es el vector de variables de salida (susceptibles de ser medidas) y x(t) es el
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vector de estado, es decir, el conjunto minimo de variables x;(t) tales que conocidas en un
tiempo tp; y conocida la entrada u(t) que se aplica, podemos determinar el estado del

sistema en cualquier instante posterior t>t.

Surgen dos cuestiones muy importantes acerca del comportamiento del sistema:

e (Es posible fisicamente encontrar una entrada u(t) tal que aplicada durante
un tiempo finito provoque que el sistema evolucione hacia un estado final x
cualquiera? En otras palabras, ¢podemos hacer que el sistema se comporte

de cualquier forma preestablecida?

e (Es posible determinar todas las componentes de x mediante la medida de y
durante un tiempo finito? Es decir, ¢podemos conocer completamente el

estado del sistema?

Una respuesta afirmativa a estas dos preguntas es crucial en cuanto a los propdsitos
generales de un sistema controlado. Si se responde negativamente a la primera pregunta,
no podremos guiarlo para que opere de forma adecuada a las especificaciones de disefio. Y
si es respecto a la segunda, no podremos adquirir suficiente informacion para establecer

una accion de control apropiada para conseguir un determinado comportamiento.

Para establecer de una forma mas precisa estas dos ideas se definen:

Controlabilidad

El estado x(tp) es controlable si existe una entrada continua a trozos u(t) que
conduce el estado hasta cualquier estado final x(t;) en un tiempo finito t¢-to=0.
Si cada estado x(to) es controlable en tiempo finito, el sistema es completamente

controlable o, simplemente, controlable.

Observabilidad

El estado x(to) es observable si dada cualquier entrada u(t) existe un tiempo finito t;-

to>0 tal que el conocimiento de u(t) y de las ecuaciones dindmicas para to<t<t; es
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suficiente para determinar X(to).
Si cada estado x(tp) es observable en tiempo finito, el sistema completamente

observable o, simplemente observable.

Se puede demostrar que si la funcion de transferencia de un sistema lineal presenta
cancelacion de polos y ceros, dicho sistema serd no controlable o no observable,
dependiendo de como se definan las variables de estado. Por el contrario, si no presenta
cancelacién de polos y ceros, siempre se puede representar mediante ecuaciones dindmicas

como un sistema totalmente controlable y observable.
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6. TIPOS DE CONTROL PARA LA IMPLEMENTACION DEL
PRINCIPIO DE MEDIDA POR COMPENSACION DEL EFECTO
TERMICO.

A partir de los modelos desarrollados en el Capitulo 4 y empleando los métodos y
herramientas descritos en el Capitulo 5 y en los Apéendices (Criterio de Routh-Hurwitz,
Criterio de Jury y Lugar de las Raices), vamos a estudiar el comportamiento del
microcalorimetro bajo distintos tipos de control para la compensacion del efecto térmico.
Aunque el dispositivo no controlado (sin compensacién) es un caso particular en el cual los
parametros de control son todos nulos, conviene analizar dicho caso para identificar las

modificaciones y ventajas introducidas a través de los distintos controles.

6.1. Sistemas de control continuos.

En cada caso se va a considerar en primer lugar que el efecto térmico es generado
por la muestra. Luego, sera interesante estudiar la situacion correspondiente a un efecto

producido en el conjunto sensor-célula, para contrastar las diferencias que puedan surgir.

Todo el desarrollo se planteara basandose en la sefial de voltaje no compensado,
AVnc(S), que es la sefial que se mide. Sin embargo, se puede hacer uso de la sefal

compensada, AV¢(S), sin mas que tener en cuenta la relacion siguiente:

AV (8) = B¢ (8)AV) (5) (6.1)

6.1.1. Control nulo.
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6.1.1.a. Efecto térmico generado por la muestra bajo control nulo.

En este primer tipo, que corresponde a un sistema no controlado o no
retroalimentado, la funcion de transferencia del elemento controlador, G¢(s), es nula y se

verifican las siguientes relaciones:

AV (t) =0
AV, (s) =0
(6.2)
Oc t)=0
G.(s)=0

La funcion de transferencia en lazo cerrado coincide con la funcion de transferencia
directa, ya que un sistema de control nulo equivale a eliminar la trayectoria de
retroalimentacion. Al ser un sistema cuya funcion de transferencia en lazo abierto es nula,
se puede considerar como un sistema de tipo 0. La funcién de transferencia del

microcalorimetro es (ec. (4.18)):

_ A € PP,
Gsl8) = Aasc (S + pl)(s + pz) ©3

A partir de la ec. (6.3) calculamos las respuestas impulso, paso y pulso del
microcalorimetro no controlado, en el dominio de la frecuencia y el dominio del tiempo,

respectivamente:

Av5 (S):A & plp2
" Usc (S+ pl)(s+ pz)

avi =A% q 1 (e%l —e%zj

A 7177,

(6.4)
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& PP,
AVE(S) = A W
" Asc (S + p1)(s + pz) ’

t t (6.5)
AV (t) = Agw{l— noglny T e%zj
Asc n-0 2P
—SA
AV = A S PPy 1€
Asc (S + p1)(s + pz) S
_t _t
AV, (t) = Agwo[(l—rl e’y T %Zj (6.6)
Asc o7 L0
_(t-a) _(t-4)
—(1—T1 e 42 ¢ %ZJ;((t—A)J
B 7

que son las respuestas basicas. Si queremos hallar la respuesta a cualquier otra entrada, el
procedimiento que hay que seguir es el explicado en el Capitulo 5: evaluar la
Transformada

inversa de Laplace del producto de la funcion de transferencia y la entrada en el dominio

de la frecuencia.

La ecuacién caracteristica del sistema es el denominador de la funcion de

transferencia:

(S+ pl)(5+ pz): 0 (6.7)
siendo los polos, -p; y -p2, reales y negativos, por lo que estan localizados en el semiplano
izquierdo del plano s (ec. (4.11)). Por tanto, el sistema es estable (véase el Apéndice Al).
Como no hay ningin parametro arbitrario en la ecuacion caracteristica no se aplicarén los

métodos de analisis de estabilidad presentados en los Apéndices.

Si se calculan los errores en estado estacionario del sistema (ecs. (5.44) y (5.46)),

se obtiene el siguiente resultado:
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ep (+0) =1
e, (+o0) =+ (6.8)
e, (+00) =+

lo que confirma que el dispositivo microcalorimétrico es un sistema de tipo 0 y presenta un
error estacionario finito y constante cuando la entrada es una sefial de potencia constante.
Justamente este hecho es el que permite asignar a cada valor de voltaje no compensado,
medido desde la linea base, un valor de potencia térmica correspondiente. Esta es una de
las formas de realizar una calibracion: sefial de potencia de entrada constante (paso no
unitario) y medida de la deflexion en estado estacionario de la linea base (respuesta paso

no unitario).

Evaluando el area correspondiente a las respuestas impulso y pulso, asi como el
valor limite de la respuesta paso, se obtiene la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracion del microcalorimetro (ecs. (5.8) y (5.13)):

1 1
KCAL =7, = P (6-9)
Ko A
Asc

Como en el microcalorimetro con control nulo Unicamente se utiliza la sefial no
compensada, ya que la sefial compensada es idénticamente nula, no deben considerarse las
restantes constantes de calibracion definidas mediante las ecs. (3.5). De igual modo, es

obvio que la fraccidn de potencia no compensada es la unidad.

6.1.1.b. Efecto térmico producido sobre el conjunto célula-sensor bajo control nulo.

Si ahora consideramos que el efecto térmico se genera en el conjunto célula-sensor

las respuestas impulso, paso y pulso resultan ser:
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_ _t —_ _t
sc 1770 121 75
_ _t _ i
AV (t) = A’Sw{l—f1 e/ il g 4] (6.11)
Asc n-n L=

— _t _ _t
AV (t) = Agwo[(l—rl Ts g /a 1270 %Zj

A n-un n—n

_ _(t-a) _ _(t-a)
_[1_ not S BT /zjl(t_A)J

BEZ: Ry

(6.12)

Estas ecuaciones son analogas a las ecs. (6.4)-(6.6), apareciendo la constante de
tiempo ts en los coeficientes de los términos exponenciales. Aunque formalmente la
diferencia es pequefia, representa un cambio muy importante en las caracteristicas
dindmicas del sistema (respuesta transitoria). Teniendo en cuenta la relacion existente entre
las constantes de tiempo (ec. (4.12)), se comprueba que la respuesta impulso consiste en
una diferencia de exponenciales decrecientes en el tiempo cuando el efecto térmico
procede de la muestra y en una suma de exponenciales decrecientes cuando el efecto

térmico se genera en el conjunto sensor-célula (véase la Figura 6.1.A).
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Figura 6.1. Respuestas del microcalorimetro frente a efectos térmicos generados en la

muestra (A) y en el elemento sensor-célula (B).

(1) respuesta paso, (2) respuesta pulso, (3) respuesta impulso

Esto provoca que el segundo caso se asemeje a la respuesta impulso de un sistema
de primer orden, que es una unica exponencial decreciente. Como consecuencia directa,
aunque las constantes de tiempo son las mismas en los dos casos, para el efecto generado
en la muestra y en el conjunto sensor-célula, el decaimiento hacia la linea base es méas
rapido en esta Ultima situacion. La presencia del cero en la funcion de transferencia
modifica sensiblemente la dinamica del sistema. Asi, aun siendo un sistema de segundo
orden, se comporta de forma muy parecida a un sistema de primer orden. De un detallado

analisis de las respuestas del sistema (ecs. (6.4)-(6.6) y (6.10)-(6.12)) se observa que:

e Cuando el efecto térmico se genera en la muestra la respuesta impulso presenta
un valor nulo en el instante inicial, un valor maximo en un tiempo intermedio y
un punto de inflexion. La respuesta paso posee pendiente inicial nula y existe

punto de inflexion. Es el comportamiento tipico de un sistema de 2° orden o

132



Tipos de control de compensacion por retroalimentacién. 133

superior.

e Cuando el efecto térmico se genera en el elemento sensor-célula la respuesta
impulso presenta un valor no nulo en el instante inicial, un valor maximo en el
instante inicial y no aparece punto de inflexion. La respuesta paso posee
pendiente inicial no nula y no existe punto de inflexién, por lo que asciende méas
rapidamente hacia el valor limite estacionario. Es el comportamiento tipico de

un sistema de primer orden.

Por otra parte, las caracteristicas estaticas (ganancia en estado estacionario,
constantes de calibracion, errores en estado estacionario) son iguales en ambas situaciones.
De este modo, se demuestra por qué las constantes de tiempo son independientes del tipo
de experimento, eléctrico o quimico, pero el comportamiento transitorio del

microcalorimetro es distinto segun el tipo de experimento.

6.1.2. Control proporcional.

6.1.2.a. Efecto térmico generado por la muestra bajo control proporcional.

La funcion de transferencia del elemento controlador, G¢(s), es una constante, Kp,

que es la constante de proporcionalidad del control proporcional:

AV, (t) = Ko AV (1)
AV (8) = KpAV (s)
(6.13)
9c t) = Kpé‘(t)
G (s) = Ko

y esta claro que Kp es un parametro de control ajustable cuyo valor determinara la eficacia

del sistema de compensacion. Si Kp=0, coincide con el control nulo.

133



La funcidn de transferencia en lazo cerrado del sistema bajo este tipo de control es
(ec. (4.24)):

PP 3 p.p
G.(s)=A % 1P2 — A L (6.14)
° Qe (S+ pl)(s+ p2)+bKP(S+ 21) Usc (S+ pf)(S+ p+)

donde -p+ y -p- son los polos de la funcion de transferencia del sistema retroalimentado y

se pueden expresar en funcion de los polos del sistema no retroalimentado:

- (p, + p, +bK, ) y/(p, + |022+bl<p)2 ~4(p,p, +bK,z,) 6.15)

observandose claramente en esta ecuacion la dependencia de los polos del sistema
retroalimentado respecto del pardmetro de control Kp, es decir, se podra conocer como el
control proporcional modifica las constantes de tiempo del microcalorimetro. Las nuevas

constantes de tiempo del sistema retroalimentado se definen como sigue:

T.=— T :i (6.16)

La funcidon de transferencia en lazo abierto, 2K(s)G¢(s)Gzp o(S) posee un cero, -z3, y
dos polos, -p1 y -p2. No posee polos en s=0, por lo que el sistema es de tipo 0. En este
punto, el sistema bajo control proporcional coincide con el sistema no controlado, aunque
veremos que, si bien el error en estado estacionario es no nulo en ambos casos, en el

sistema controlado serd menor.

A partir de la ec. (6.14) calculamos las respuestas impulso, paso y pulso del

microcalorimetro bajo control proporcional:
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AV5 S :A & plpZ
e (9) ae (s+p_)s+p.)
> . 1 t t (6.17)
AV () =A° Q (e% —e%j
o l+akK, 7_-7,
& P1P, 1
AVEL(s)=A W, -
Tsc (S+ p_ )(5+ p+) S (6.18)
_t _t '
wrm=Af Iowlio T ey Tk
ag 1+akK, T_—-T, T_—7T,
1_e75A
AV (s)= A Z PPy
" s (s+p)s+p) " s
_t _t
AV () = A5 L W, [1-—= e fop T g (6.19)
as 1+aK, T —7T, [
(t-a) _(t-2)
—[1— e Sy g /jg( —A)J
T_—T, T_—7,

y son formalmente idénticas a las respuestas del sistema no controlado (ecs. (6.4)-(6.6)).
Tan s6lo hay cambios debidos a la aparicion de las nuevas constantes de tiempo y de un
factor en la ganancia en estado estacionario, (1+aKp)?, que depende del parametro de

control.

La ecuacion caracteristica del sistema es:

(s+ pl)(s+ p2)+bKP(s+zl) = (s+ pf)(s+ p+) =0 (6.20)

y como hay un parametro arbitrario, Kp, se hara uso de los métodos de analisis de
estabilidad de sistemas continuos. Aplicando el Criterio de Routh-Hurwitz, aparecen las

siguientes condiciones de estabilidad:
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KP >_1{1+TSC+0{S]=_1 1_}.2-5(:[14_(:5]
a Ty O a Tg Csc (6.21)

siendo la segunda desigualdad la condicion determinante, ya que es la mas restrictiva. Se
demuestra que el sistema es estable para Kp>0. Ademas, el microcalorimetro admite
retroalimentacion positiva (Kp<0), es decir, que, por ejemplo, el sistema de compensacion
aporte calor si el efecto térmico generado es exotérmico, siempre que no se violen las
condiciones dadas por las ecs. (6.21). La segunda desigualdad incluida en la ec. (6.21)

indica que la ganancia en estado estacionario debe tener un valor finito y positivo.

Aplicando la técnica de analisis del Lugar de las Raices a la ecuacién caracteristica
(ec. 6.20) podemos estudiar la influencia del pardmetro de control Kp sobre el
comportamiento del microcalorimetro; en concreto, este método nos informa acerca de la
evolucidn de la localizacion de los polos en el plano s conforme Kp varia continuamente, lo
que determina la estabilidad y el comportamiento transitorio del sistema. Aunque esto se
puede llevar a cabo a través de la resolucion directa de la ecuacion caracteristica (ec.
(6.15)), es mucho mas sencillo y metodico hacerlo segun esta técnica. En la Figura 6.2 se
ilustra el diagrama del Lugar de las Raices del microcalorimetro bajo control proporcional,

cuando Kp varia de forma continua entre 0 y +oo:

jo
-P1 -Zy P2
—4—X—O—e—X —
P+ -p- (o}

Figura 6.2. Diagrama del Lugar de las Raices (Kp=0) con control proporcional.

donde la localizacién de los polos y los ceros se representa mediante los simbolos x y O,
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respectivamente. Como se observa, cuando Kp=0 los polos del sistema retroalimentado
coinciden con los polos de la funcion de transferencia en lazo abierto (-p; y -p2) y cuando
Kp=+ los polos del sistema retroalimentado son los ceros de la funcion de transferencia

en lazo abierto (-z1 y -o). De este diagrama se obtienen los siguientes resultados:

Im[pi]zo Re[pi]>0
O<psp <z <p,sp=>n27 >15>1,27, >0

Kp=0 = 7P {T‘:q (6.22)
P, =P, I, =10
z
Ky > 4+0 = {p_—) N {T’_)TS
p, —> x© 7, >0

que tienen una facil interpretacion:

e Los polos, -p. y -p+, son siempre reales, negativos y distintos, por lo que el
sistema siempre es estable para Kp=0 (esto ya se encontr6 mediante el Criterio
de Hurwitz) y no presenta en ningin momento comportamiento oscilatorio. En
la practica el microcalorimetro exhibe un comportamiento oscilatorio y después
inestable para valores positivos grandes de Kp. Todo esto sélo se podra justificar

a partir del modelo discreto del dispositivo.

e Las constantes de tiempo, t. y 1+, son funciones decrecientes del parametro de

control Kp, siendo siempre menores o iguales que t; y 12, respectivamente.

e Para un valor suficientemente grande de Kp, el polo -p+ es despreciable y s6lo es
preciso tener en cuenta el polo -p., comportandose el sistema como si tuviera una
Unica constante de tiempo précticamente igual a ts. De este modo, con una
elevada eficiencia de compensacion es posible eliminar la inercia térmica del

conjunto sensor-célula.

En la Figura 6.3 se representa el diagrama del Lugar de las Raices Complementario

del microcalorimetro bajo control proporcional, cuando el parametro de control Kp varia de
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forma continua entre 0 y -co:

A

jo

Kp=-1/a
P2 -7 P2 //‘

P+ Pl ©

Figura 6.3. Diagrama del Lugar de las Raices Complementario (Kp<0) del

microcalorimetro bajo control proporcional.

deduciéndose los resultados que se resumen de la siguiente forma:

|m[pi]=0
O<p.<p, <z <p,sp,=>r.27,>14>7,27,>0

KPZO . {p—:pl
p+:p2

1 {p_—)O {T_—)+oo
= =

Ke =>——
a p, >, T, DT,

T_=1
- { (6.23)

T, =1,

no teniendo sentido continuar hacia valores de Kp menores que -1/a, ya que el sistema se

vuelve inestable. Estos resultados se interpretan del siguiente modo:

e Los polos, -p. y -p+, son siempre reales, negativos y distintos mientras Kp tiene
valores entre 0 y -1/a, por lo que el sistema es estable (esto ya se encontrd
mediante el Criterio de Hurwitz) y no presenta en ningun momento

comportamiento oscilatorio.

e Las constantes de tiempo, t- y T+, son funciones crecientes del pardmetro de

control Kp, siendo siempre mayores o iguales que t1 Yy T2, respectivamente. En
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este caso, el sistema de compensacion afiade inercia térmica al dispositivo

microcalorimétrico.

e Para Kp=-1/a (limite de estabilidad), la constante t. es igual a ts y la constante

7. se hace infinita.

Los errores en estado estacionario del sistema son (ecs. (5.44) y (5.46)):

e (+0) = ————

1+akK,
e, (+o0) = +o0 (6.24)
e, (+0) = +oo

lo que confirma que el dispositivo microcalorimétrico es un sistema de tipo 0 y presenta un
error estacionario finito y constante cuando la entrada es una sefial de potencia constante.
Como el error de posicion es finito, se puede asignar a cada valor de voltaje no
compensado, medido desde la linea base, un valor de potencia térmica correspondiente.
Esta es una de las formas de realizar una calibracion: sefial de potencia de entrada
constante (paso no unitario) y medida de la deflexion en estado estacionario de la sefial
calorimétrica respecto a la linea base (respuesta paso no unitario). Sin embargo, el error de
posicion estd modulado por el parametro de control, de forma que para valores
suficientemente grandes de Kp dicho error es muy pequefio. De aqui se deduce que no
interesa utilizar valores demasiado grandes de la constante Kp, porque bajo esas
condiciones el microcalorimetro produciria una sefial muy pobre (la sefial de voltaje
presenta deflexiones muy pequefias respecto de la linea base) y una relacion sefial-ruido

baja.
Evaluando el area correspondiente a las respuestas impulso y pulso, asi como el

valor limite de la respuesta paso, se obtiene la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracién del microcalorimetro (ecs. (5.8) y (5.13)):
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(6.25)

donde se observa que la constante de calibracion depende linealmente del parametro de
control Kp. Si Kp=0, la constante de calibracién coincide con la del sistema no controlado.
Como la ganancia en estado estacionario es decreciente y la constante de calibracion es
creciente respecto de Kp, se confirma el resultado obtenido con los errores en estado
estacionario: conforme Kp aumenta, la sefial es menor, por lo que no es adecuado emplear
valores de Kp muy elevados. En la Figura 6.4 se muestra el efecto de Kp sobre la respuesta
del microcalorimetro frente a una entrada pulso (A) y una entrada de potencia constante
(B): constantes de tiempo menores (pulsos mas estrechos) y ganancia en estado
estacionario menor (areas de pulsos mas pequefias y valores en estado estacionario

menores), conforme Kp aumenta.
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o

0 200 t(s) 400 600

Figura 6.4. Respuestas pulso (A) y respuestas paso (B) del microcalorimetro bajo control
proporcional.
Si tenemos en cuenta la ec. caracteristica (ec. (6.20)) y la expresion de Kca. (ec.

(6.25)) es facil demostrar que:
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7.7, Kea =147, KCAL‘KP=0 =T75Tsc Ky = Cte (6.26)

donde se expresa que el producto de las constantes de tiempo y la constante de calibracion
para la sefial no compensada, para un régimen de compensacién dado, mantiene un valor
constante e independiente del valor de Kp. Asi, las constantes de tiempo y la constante de

calibracion estan relacionadas a través de una proporcionalidad inversa.

De todo esto se concluye que el control proporcional modifica la funcion de
transferencia global del sistema reduciendo las constantes de tiempo, mejorando el
funcionamiento del microcalorimetro. Sin embargo, aparece un efecto no deseado: si Kp
aumenta, se reduce la ganancia en estado estacionario y, consecuentemente, los valores
limite de las respuestas paso y las areas de pulsos en el termograma disminuyen (véase la
Figura 6.4). Por tanto, hay que llegar a un compromiso entre esos dos efectos para

establecer empiricamente un valor de Kp 6ptimo.

En el microcalorimetro con control proporcional también interviene la sefal
compensada, por lo que podemos calcular las diferentes constantes de calibracion definidas
en el Capitulo 3 (ec. (3.5) y (3.6)):

c 1 1+akK,
Kea = P T
A P
Asc
1
Kiye = P (6.27)
A2
Asc
KC = ZE

de donde se obtienen las siguientes conclusiones: Kyc es en realidad la constante de
calibracion del sistema no controlado, Kc es constante y K°ca. no crece linealmente, sino
que es decreciente hasta alcanzar un valor limite, igual a K¢, conforme Kp aumenta. Se

observa que el parametro adimensional a es igual al cociente Kc/Kne entre constantes de
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calibracién. Asimismo, se pueden evaluar las fracciones de potencia compensada y no

compensada:

(6.28)

siendo la primera decreciente y la segunda creciente. Se observa que nnc coincide con el

error de posicion en estado estacionario.

La interpretacion de estos resultados es la siguiente: si suponemos un determinado
efecto térmico acompafiado de la generacion de un calor total Q, la efectividad de la
compensacion aumenta paralelamente al valor de Kp, disminuyendo la sefial no
compensada (potencia no compensada) y la fraccién no compensada, al contrario que la
sefial compensada (potencia compensada) y la fraccion compensada. Por esta razén, Kcap
debe ser creciente y K°ca_ debe ser decreciente. Para un valor muy elevado de Kp
(Kp—+0), practicamente toda la potencia es evacuada por el sistema de compensacion,
siendo nula la potencia no compensada. Es en este momento cuando K ca. toma su valor

limite minimo.

6.1.2.b. Efecto térmico producido sobre el conjunto célula-sensor bajo control
proporcional.

Si ahora consideramos que el efecto térmico se genera en el conjunto celula-sensor,
todos los resultados son basicamente los mismos. Nuevamente, aparece una ligera
variacion en las respuestas impulso, paso y pulso, debida a la presencia de un cero en la
funcion de transferencia:

‘ _ _t _ _t
AV (1) = A L Q 1 [T‘ Ts g fe LT TSeAJ (6.29)

o 1l+aK, 7. -7
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_ _t _ _t
AVI\?C (t) — AL#WO 1_&6 %— +ﬁe %+ (630)
ag 1+akK, _

1 — _t — _t
AVEM) =AS W, (1—T- P AJ

a.. 1+aK T -7, T -7,
¥ " -~ - (6.31)
— _(t-A _ _(t-aA
—(l—r‘ T BT %JZ( ~A)
T -7, T -7,

y la discusion realizada anteriormente sobre el comportamiento transitorio del sistema no
controlado en funcion de la localizacion de la fuente del efecto térmico se puede aplicar
integramente ahora, ya que las ecuaciones son formalmente idénticas. El significado fisico
del cero es el mismo que en el sistema no controlado: esta asociado con la constante de

tiempo ts.

6.1.2.c. Influencia de la posicion de los actuadores de compensacion sobre el

comportamiento del microcalorimetro.

Seria muy interesante analizar las consecuencias derivadas del hecho de que la
potencia térmica de compensacion actle directamente en la muestra (interior de la célula)
y no sobre el conjunto sensor-célula, que es como realmente lo hace. En dicho supuesto, en
el denominador de la funcién de transferencia en lazo cerrado, tanto para un efecto térmico
generado en la muestra como generado en el conjunto sensor-célula (ecs. (4.24) y (4.25)),
no aparecerd la funcion de transferencia Gupo(S), Sino Gop(s). Entonces, la funcion de
transferencia en lazo abierto no tendra ningun cero finito y no tendra polos en s=0, por lo
que el sistema seguird siendo de tipo 0. La ecuacion caracteristica para la nueva

configuracion del sistema es:

(s+p)s+p,)+aKopp, =(s+p.)s+p,)=0 (6.32)
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donde ahora los polos del sistema retroalimentado vienen dados por:

Pt +/(p, + p,) —4aK, p,p, (6.3
B 2

y la funcion de transferencia en lazo abierto no posee ceros y contiene dos polos, -p. y -p+.
Si aplicamos el Criterio de Routh-Hurwitz obtenemos las siguientes condiciones de
estabilidad:

p+p,>0 pp, >0

6.34
< L1 (6.34)
a

que nuevamente nos informan de que el sistema es estable para todo valor positivo de Kp y
el limite de estabilidad (Kp=-1/a) es el mismo que antes. Las dos primeras condiciones se

satisfacen automaticamente, ya que el sistema no retroalimentado es estable.

Para investigar la evolucion de los polos sobre el plano s se aplica la técnica del
Lugar de las Raices. En la Figura 6.5 se muestra el diagrama del Lugar de las Raices
(Kp=0) para el microcalorimetro cuando la potencia de compensacion se libera en la

muestra:

jo
A
-P1 P2
—X———e—X— >
P+ -p. (o

Figura 6.5. Diagrama del Lugar de las Raices (Kp=0) del microcalorimetro bajo control

proporcional, cuando la potencia de compensacion se libera en la muestra directamente.
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y a partir de este diagrama se deducen los siguientes resultados:

2
K, <Pl g

4ap, p,
2
Kp >M = Im[p,]#0
4ap, p,
0 <Re[p,]<Re[p_]<Re[p,]<Re[p,|= 7,27 >7, 27, >0 (6.35)
Ko=0 = {p_:pl = {T_:Tl
P, =D, T, =17
. = 27,7,
K, 40 = Re[pi]:% - x/4 > T1+T2( )2
Im[p, ] o=+ aRp7,7, —\5, -7,
2,7,

que se resumen en los siguientes puntos:

e Los polos, -p- y -p+, poseen siempre parte real negativa, por lo que el sistema es
estable (esto ya se encontr6 mediante el Criterio de Hurwitz). Debido a que a
partir de un valor de Kp los polos son complejos conjugados teniendo parte
imaginaria no nula, el sistema presenta comportamiento oscilatorio con
frecuencia caracteristica w.

e La constante de tiempo 1. es decreciente respecto del pardmetro de control Kp,
pero t. es funcién creciente, siendo siempre mayores o iguales que t; y 1o,
respectivamente. En este caso, el sistema de compensacién afiade inercia térmica

al dispositivo microcalorimétrico.

Por tanto, en el caso de que la potencia de compensacion actle directamente sobre
la muestra, aparecera un comportamiento oscilatorio para valores de Kp no demasiado
elevados. Por otra parte, no habra un reducciéon efectiva de las constantes de tiempo. Esto
demuestra que el hecho de que la potencia de compensacion se genere en el conjunto
sensor-célula, lejos de ser una limitacion de disefio, es una estrategia de disefio muy

apropiada y recomendable. N6tese ademas que todo esto no depende de la localizacion del
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efecto termico que se quiere cuantificar (calibracion eléctrica o reaccidn quimica), sino que
unicamente depende de la localizacion de los actuadores de compensacion. La
interpretacion de este resultado es que se debe realizar la compensacion en el mismo lugar
(elemento del sistema) que aquél en que se realiza la medida de la potencia generada por el
efecto térmico. Si no, no habra un buen control debido al hecho de que el efecto de la
compensacion no se detectaria instantaneamente, sino que existiria un tiempo de retraso
adicional (tiempo que tarda en detectarse dico efecto mediante el sistema de medida). Este

tiempo de retraso es el responsable del comportamiento oscilatorio.

Para finalizar, en la Figura 6.6 se muestra el diagrama del Lugar de las Raices
Complementario (Kp<0) cuando la potencia de compensacion se libera directamente en la

muestra:

jo

Ky=-1/a
-P1 P2 //‘ P

—g—X X—>
P+ -p. o

Figura 6.6. Diagrama del Lugar de las Raices Complementario (Kp<0) del
microcalorimetro bajo control proporcional, cuando la potencia de compensacion se libera

en la muestra directamente.

obteniéndose los siguientes resultados:

146



Tipos de control de compensacion por retroalimentacion. 147

=7, (6.36)

. T_ —> 400
Kp »>—— = { h = N 07,
T1+Tz

donde tampoco tiene sentido disminuir el valor de Kp més alla del limite de estabilidad.

6.1.3. Control proporcional-derivativo.

El control proporcional es el tipo de control lineal mas simple que se puede
emplear, pero, como hemos demostrado, la sefial en estado estacionario decrece conforme
aumenta la eficacia del controlador provocando una reduccion de la relacion sefial-ruido.
Para suplir estas deficiencias se incluye a veces un término derivativo en la funcion de
control. Dicho término tendrd en cuenta la tendencia que presenta la sefial de medida,
creciente o decreciente y en qué cuantia, para predecir los valores futuros y llevar a cabo
una compensacion mas eficiente. Sin embargo, puede presentar limitaciones,

principalmente por dos motivos:

e Las sefiales que se manejan son sefiales muestreadas y hay que evaluar una
derivada numérica. ;Qué férmula de aproximacion numérica se emplea para

emular la derivacion continua?

e Si queremos trabajar con alta sensibilidad, nos situaremos cerca del limite de
deteccion del instrumento. Las sefiales estaran afectadas de un nivel de ruido
importante que es amplificado en el célculo de la derivada, empobreciéndose la

relacion sefal-ruido.
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Estos inconvenientes proceden de la implementacion digital del control derivativo,
aunque también el segundo punto afecta a los sistemas analdgicos y es una de las
principales razones por las que el control proporcional-derivativo apenas se utiliza en los
sistemas de control. Vamos a suponer que el control es implementado analégicamente. La
funcidn de transferencia del elemento controlador, G¢(s), adopta la forma:

AV, (t
AV, (1) = Ko AV, (1) + K,y ddNtC()
AV¢(s) = (KP + KDS)AVNC (s)
(6.37)

Oc (t) = KP5(t) - KD5'(t)
G.(s) = Kp +K;s

donde Kp es la constante de derivacion y se ha hecho uso de las propiedades que verifica la
distribucion Delta de Dirac y sus derivadas. Claramente Kp y Kp son pardmetros de control
ajustables cuyos valores determinaran la eficacia del sistema de compensacién. Si bien Kp
es adimensional, Kp posee dimensiones de tiempo. Si Kp=0, el sistema de control se
reduce al proporcional y si, ademas, Kp=0, el sistema de control coincide con el control
nulo. Este tipo de controlador corresponde a un compensador de retroalimentacion por
adelanto. La forma funcional indicada en las ecs. (6.37) corresponde al control disefiado en
paralelo o sin interaccion. El control implementado con interaccion obedeceria a la

siguiente ecuacion:

Avc(t)—Kp(AVNc(tHKD it j (6.38)

Gc (S) = KP(1+ KDS)
y aunque esta distincion no tiene consecuencias, salvo una redefinicion de los parametros
de control, si es importante en el ambito de la Ingenieria de Sistemas de Control en cuanto

al andlisis y ajuste del sistema sometido a estudio.

La funcidn de transferencia en lazo cerrado del sistema bajo este tipo de control es
(ec. (4.24)):
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G, (s) = A & P. P, & 1 P. P,

age (s+ P NS+ P,)+b(Kp +Kpshs+2) g (L+bKy)(s+p )s+p.)
(6.39)

donde -p+ y -p- son los polos de la funcion de transferencia del sistema retroalimentado y

se pueden expresar en funcion de los polos del sistema no retroalimentado:

(P, + P, +b(Kp + Ko2,))%/(py + p, +b(Kp, + Koz,)f — 4(L+ bK,, Y., +bK,2,)
2(L+bK,)

P. =
(6.40)

observandose la dependencia de los polos del sistema retroalimentado respecto de los
parametros de control, Kp y Kp. Las constantes de tiempo del sistema retroalimentado se

definen del modo indicado en la ec. (6.16).

La funcidn de transferencia en lazo abierto, 2K(s)G¢(S)Ga2p o(S) posee dos ceros, -z;
y -Kp/Kp, y dos polos, -p1 y -p2. No posee polos en s=0, por lo que el sistema es de tipo 0.
En este punto, el sistema bajo control proporcional-derivativo coincide con los controles

ya estudiados.

6.1.3.a. Efecto térmico generado por la muestra bajo control proporcional-derivativo.

A partir de la ec. (6.39) calculamos las respuestas impulso, paso y pulso del

microcalorimetro bajo control proporcional-derivativo:

1 p.p
AV (s) = A-© Yo
ve (8) g 1+bKp (s+p_)s+p,)

Ve =At Lt gt (e_%—e_%+j

o l+aK, 7. -7

(6.41)

+
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¢ 1 P. P, 1
g 1+bK, (s+p fs+p,) s

_t _t
Vi =AS L wlio T e T
oy 1+aK, T -7 T —T

Avr\fc (s)=A

& 1 P, P, 1-e*
ase L+DKp (s+p_)s+p,) S

_t _t
AV () = A5 L WO[(l— Lol n eAJ

asc 1+akK, T_ -7 T -7

_(1_ o U e e‘(t%}(( _ A)J

AVNAC (s)=A

y son formalmente idénticas a las respuestas del sistema no controlado (ecs. (6.4)-(6.6)) y a
las del sistema con control proporcional (ecs. (6.17)-(6.19)). Las constantes de tiempo
dependen de los valores de los parametros de control, Kp y Kp. Sin embargo, la ganancia
en estado estacionario s6lo depende de Kp. Aqui se vislumbra ya una de las ventajas que
incluye el control proporcional-derivativo: con la ayuda de Kp sera posible modificar las

constantes de tiempo sin alterar la ganancia en estado estacionario. Con el control

proporcional puro esto no es posible.

La ecuacion caracteristica del sistema es:

(S + pl)(s + p2)+ b(KP + KDS)(S + Zl) = (1+ KDS)(S + pf)(S + p+) =0

y como hay dos parametros arbitrarios, Kp y Kp, se hara uso de los métodos de analisis de

estabilidad de sistemas continuos. Aplicando el Criterio de Routh-Hurwitz, aparecen las

siguientes condiciones de estabilidad:
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Koo 1

T a
7, a Ty O a Tg Cyc

Ky > 1

a

Aunque también se obtienen estas tres desigualdades en sentido contrario (< en vez
de >), se eligen las indicadas para que el sistema sea estable cuando Kp=0. En una
situacion normal (tsc»ts, as»asc), las desigualdades determinantes son la primera y la
tercera. El limite de estabilidad para Kp es el mismo que en el control proporcional y el
mismo que para Kp. Se demuestra que el sistema es estable para Kp>0 y Kp>0. Sin
embargo, el microcalorimetro es inestable para valores positivos elevados de Kp y Kp. Este
hecho Unicamente se puede explicar mediante el modelo discreto del microcalorimetro, ya
que es un fendmeno tipico de retroalimentacion en sistemas digitales. Por otra parte, el
microcalorimetro admite retroalimentacion positiva (Kp<O y Kp<0), siempre que no se

violen las condiciones dadas por las ecs. (6.45).

Aplicando la técnica de andlisis del Lugar de las Raices a la ecuacion caracteristica
(ec. 6.20) estudiaremos la influencia de los parametros de control, Kp y Kp, sobre el
comportamiento del microcalorimetro. Como tenemos dos parametros, tendremos que
esbozar lo que se conoce como Contorno de las Raices. Ahora se ven las ventajas que
aporta esta técnica, ya que investigar la evolucion de los polos del sistema a través de la
resolucion directa de la ecuacion caracteristica (ec. (6.40)) es mucho mas complicado y
tedioso. Para construir el Contorno del Lugar de las Raices, primero se supone que Kp €s
nulo y se elaboran los diagramas del Lugar de las Raices considerando uUnicamente Kp
como parametro variable. Luego, a partir de estos diagramas se fabrican los diagramas del
Lugar de las Raices teniendo en cuenta valores no nulos del pardmetro Kp. En la Figura
6.7 se ilustran los diagramas (No Complementario y Complementario) del Lugar de las

Raices del microcalorimetro bajo control proporcional-derivativo cuando Kp es nulo.
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-P1 “Zy P2 -P1 "Z;
—4—X—O—e—X
P+ -p- (0 P+

N

//,Kp=-1/a
(0)

Ty

Figura 6.7. Diagrama del Lugar de las Raices No Complementario (Kp>0) (A) y
Complementario (Kp<0) (B), cuando Kp=0.

siendo estos diagramas los mismos que los presentados en las Figuras 6.2 y 6.3 (es logico:
si Kp es nulo, el control sera proporcional puro), por lo que la interpretacion es idéntica a
la ya realizada. Ahora, para cada uno de estos diagramas, se construyen los diagramas del
Lugar de las Raices No Complementario (Kp=>0, véase la Figura 6.8) y Complementario

(Kp=0, véase la Figura 6.9) para el parametro Kp.

_Zl

P+ -p_ (0}

Figura 6.8. Diagrama del Lugar de las Raices No Complementario (Kp=0) (A) y
Complementario (Kp<0) (B), obtenidos a partir del diagrama del Lugar de las Raices para

el parametro Kp (Figura 6.7.A).
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_Zl
—+—X—0O0—<—X
P+ -p. (o)

Figura 6.9. Diagrama del Lugar de las Raices No Complementario (Kp=0) (A) y
Complementario (Kp<0) (B), obtenidos a partir del diagrama del Lugar de las Raices

Complementario para el parametro Kp (Figura 6.7.B).

teniendo estos diagramas una facil interpretacion:

e Los polos, -p. y -p+, son siempre reales, negativos y distintos, por lo que si el
sistema es estable bajo control proporcional, la inclusion del término derivativo
no lo desestabiliza. Sin embargo, si el sistema es inestable bajo control
proporcional, el control derivativo no lo estabiliza. Ademé&s, no presenta en
ningin momento comportamiento oscilatorio. En la practica el microcalorimetro
exhibe un comprotamiento oscilatorio e inestable para valores positivos grandes
de Kp y Kp. Todo esto solo se podra justificar a partir del modelo discreto del

dispositivo.

e Dado un valor fijo de Kp, que no viole la estabilidad del sistema, las constantes
de tiempo son funciones crecientes de Kp. Por tanto, lo que interesa es utilizar

valores negativos del parametro Kp.

e Para un valor dado de Kp y un valor suficientemente pequefio (negativo) de Kp,
el polo -p- es despreciable. El sistema se comportard como si tuviera una Unica
constante de tiempo practicamente igual a ts. De este modo, con una elevada

eficiencia de compensacion es posible eliminar la inercia térmica del conjunto
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sensor-celula. Lo importante es que para conseguir este objetivo no es necesario
un valor muy grande de Kp, sino que Kp se ocupa de disminuir las constantes de
tiempo. De este modo, la ganancia en estado estacionario no tiene por qué

reducirse mucho.

Los errores en estado estacionario del sistema bajo control proporcional-derivativo
son (ecs. (5.44) y (5.46)):

1
1+akK,
e, (+0) = +o0 (6.46)
e, (+0) = +oo

ep(+0) =

lo que confirma que el dispositivo microcalorimétrico es un sistema de tipo 0 y presenta un
error estacionario finito y constante cuando la entrada es una sefial de potencia constante.
Como el error de posicion es finito, se puede asignar a cada valor de voltaje no
compensado medido desde la linea base, un valor de potencia térmica correspondiente. Sin
embargo, igual que ocurria para el control proporcional, el error de posicién estd modulado
por el parametro de control, de forma que para valores suficientemente grandes de Kp
dicho error es muy pequefio. De aqui se deduce que no interesa utilizar valores demasiado

grandes de la constante Kp.

Evaluando el area correspondiente a las respuestas impulso y pulso, asi como el
valor limite de la respuesta paso, se obtiene la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracion del microcalorimetro (ecs. (5.8) y (5.13)):

1 1+aK

KCAL = =" (6.47)
Ko p &
Osc

donde se observa que la constante de calibracidn es la misma que para el microcalorimetro

bajo control proporcional. Es independiente de Kp, dependiendo Unicamente de Kp. Si
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Kp=0, la constante de calibracién coincide con la del sistema no controlado.

Si tenemos en cuenta la ec. caracteristica (ec. (6.44)) y la expresion de Kca. (ec.

(6.47)) es facil demostrar que:

7.7, Ken =747, (1"' argcKp )KCAL‘KFFO =TsTsc (1+ argecKp )K NC (6.48)

por lo que el producto de las constantes de tiempo y la constante de calibracién para la
sefial no compensada, mantiene un valor constante e independiente del valor de Kp, para un
valor fijo de Kp. Asi, las constantes de tiempo y la constante de calibracion estan

relacionadas a través de una proporcionalidad inversa.

De todo esto se concluye que el control proporcional-derivativo modifica la funcion
de transferencia global del sistema reduciendo las constantes de tiempo, mejorando el
funcionamiento del microcalorimetro. El efecto concomitante no desado que aparecia con
el control proporcional, que consiste en la disminucion de la ganancia en estado
estacionario, se puede evitar. Se dispone de dos parametros independientes con los que se
puede modificar de forma casi independiente la ganancia en estado estacionario y las
constantes de tiempo. En principio, es posible tomar dos valores de Kp y Kp tales que la
ganancia en estado estacionario no se reduzca demasiado y las constantes de tiempo sean

suficientemente pequefias.
En el microcalorimetro con control proporcional-derivativo también interviene la

sefial compensada, por lo que podemos calcular las diferentes constantes de calibracion
definidas en el Capitulo 3 (ec. (3.5) y (3.6)):
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KcCAL =
& K
A P
Asc
1
Ky = s (6.49)
A S
Usc
KC = ZE

que son idénticas a las obtenidas para el control proporcional, ya que son independientes
de Kp, y de donde se sacan las mismas conclusiones. Asimismo, se pueden evaluar las

fracciones de potencia compensada y no compensada:

1 ak,

= 6.50
TIne 1+ akK, (6.50)

también idénticas a las encontradas para el control proporcional. Se observa que mnc

nuevamente coincide con el error de posicion en estado estacionario.

6.1.3.b. Efecto térmico producido sobre el conjunto célula-sensor bajo control

proporcional-derivativo.

Si ahora consideramos que el efecto térmico se genera en el conjunto célula-sensor,
todos los resultados son béasicamente los mismos. Nuevamente, aparece una ligera
variacion en las respuestas impulso, paso y pulso, debida a la presencia de un cero en la

funcion de transferencia:

— _t — _t
AVE(t) = A-Z L Q 1 (T‘ Ts g /e _Te s, AJ (6.51)
as 1+aK, 7. -7,
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— _t — _t
AV (t) = Ai 1 W.l1- T ~7% e % +ge % (6.52)
NC 0

o 1+aK, [ T_—7T

+

— _t — _t
AV (1) = AE L Wo[(l—r‘ s g 7 + LT %j

a.. 1+aK T -7, T —T,
) P( ) (t-a) (6.53)
_ _(t-A _ _(t-A
_[1_f-%e VTt AJZ(_A)J
[ T_—T,

y la discusion realizada anteriormente sobre el comportamiento transitorio del sistema, no
controlado y bajo control proporcional, en funcion de la localizacion de la fuente del efecto
térmico se puede aplicar integramente de nuevo, ya que las ecuaciones son formalmente
idénticas. El significado fisico del cero sigue siendo el mismo: esta asociado con la

constante de tiempo ts.

En la Figura 6.10 se muestra la respuesta paso del microcalorimetro para un mismo
valor de Kp y distintos valores de Kp, donde se puede evaluar el efecto del parametro de

control Kp sobre las constantes de tiempo.

300

200

(mV)

NC

100

AV

20 30 40 50
t(s)
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Figura 6.10. Respuestas paso para diferentes valores de Kp.

observandose que la ganancia en estado estacionario no se ve afectada y surge una pequefia
variacion de las constantes de tiempo, ya que el perfil de subida varia muy poco. Aln
siendo débil este efecto, estd de acuerdo con lo esperado: valores méas pequefios
(negativos) de Kp producen una subida ligeramente mas rapida (constantes de tiempo
menores) y valores mayores (positivos) de Kp producen una subida ligeramente mas lenta
(constantes de tiempo mayores). Cabria pensar que valores absolutos de Kp (Kp<0)
mayores que el limite superior mostrado en la Figura 6.10 permitirian conseguir una
reduccion significativa de las constantes de tiempo; no obstante, hay que indicar que si Kp
alcanza el valor de -2-10™ el sistema es inestable, por lo que no se podra conseguir una
mejora efectiva real respecto del control proporcional, aunque los resultados tedricos asi lo

apuntaban.

6.1.4. Control proporcional-integral.

Para eliminar el inconveniente que aparece en el control proporcional (reduccion de
la ganancia en estado estacionario conforme aumenta la eficacia de la compensacion), se
incluyé el término derivativo en la funcion de control. Sin embargo, aunque tedricamente
es una buena idea como acabamos de ver, en la practica, debido a las caracteristicas del
dispositivo (parametros instrumentales), no constituye una mejora significativa del

comportamiento del microcalorimetro bajo control proporcional.
Otra opcion es considerar un término integrador en la funcion de control. De este

modo, en la sefial de voltaje compensado se va acumulando la informacién de los instantes

pasados. La funcion de transferencia del elemento controlador, G¢(s), es:
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t
AV, (t) = KAV, () + K, jo AV (t))dt’

AV, (S) = (KP + KS'jAVNC (s)
(6.54)
gc () =Kpo(t) + K, x(t)

Gc(s)zKPJrﬁ
s

donde K, es la constante de integracion. Kp y K, son parametros de control ajustables cuyos
valores determinaran la eficacia del sistema de compensacion. El parametro K; posee
dimensiones de tiempo™. Si K,=0, el sistema de control se reduce al proporcional y si,
ademés, Kp=0, coincidird con el control nulo. Si K/Kp>0 este controlador es un
compensador de retroalimentacion por atraso y si K/Kp<0 es un compensador por
adelanto. Se ha elegido nuevamente el algoritmo de control en paralelo o sin interaccion.

El control implementado con interaccion obedeceria a la siguiente ecuacion:

AV, () = K, (AVNC O +K, [ AV, (t’)dt’j

(6.55)
G (s) = KP(1+KS')

La funcidn de transferencia en lazo cerrado del sistema bajo este tipo de control es
(ec. (4.24)):

& P, P, — A & P, P,S
K g (s+p)s+p")s+ p")
“ s pfor p) b+ S forn)

G(s)=A

(6.56)

donde -p; -p”y -p”” son los polos de la funcién de transferencia del sistema
retroalimentado. Son las raices, dependientes de los parametros de control, Kp y K|, de la

ecuacion caracteristica:
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s(s+p, s+ p,)+b(Kps+K, s+2z)=(s+p)s+p")s+p")=0 (6.57)

Teniendo en cuenta que, al ser cubica la ecuacion caracteristica, un polo sera real y
dos de los polos seran reales o complejos conjugados, las constantes de tiempo del sistema

retroalimentado se definen del siguiente modo:

T = — T = ] T = ] (658)

correspondiendo la parte imaginaria de los dos polos complejos conjugados a una

frecuencia de oscilacién, .

La funcidn de transferencia en lazo abierto, 2K(s)G¢(5)Ga2p 0(S), contiene tres polos,
-p1, -p2 Y 0, y posee dos ceros, -z; y -Ki/Kp. Como presenta un polo en s=0, el sistema es de
tipo 1. En este punto, el sistema bajo control proporcional-integral difiere respecto de los

anteriores controles analizados.

6.1.4.a. Efecto térmico generado por la muestra bajo control proporcional-integral.

A partir de la ec. (6.56) calculamos las respuestas impulso, paso y pulso del

microcalorimetro bajo control proporcional-integral:

Avﬁ (S) — A & plpZS Q
" ag; (s+p')s+p"Ys+p”)
1 1 _t
AV (t) = A-© e e 6.59
NC( ) asc aK, Q((T” _ T,)(T, _ z_m) ( )

1 Y, 1 Y
+ (TW _ z_ﬂ)(z_ﬂ _ Tr)e + (T' _ TW)(TW _ T")e ]
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3 P, P,S 1
AVZ (S) = A ’ 14 m W L
" as (s+p)s+p"s+p") s
¢ 1 7’ 7%
AVZ (1) = -A W 7 6.60
) o ak, 0[(2_ -7 )(T m) ( )

" v, " v,
+ (Tm _ Z'”)(Z'” _ T')e 4 + (T’ _ z_m)(z_m _ Trr)e 4 ]

£ P, P,S W 1-e
ag (s+p)s+p'Ns+p") s

1 T _t
AVA M) =-Af T w Ve
o0k, H<><>

N 4 e 4 4 Vj (6.61)

(Tm _ z_” z_” . T,) (Z_I _ T’”)(T’" _ Z_II)

B ' 7(t—A)/T' " 7(I—A)/T”
((T” _ T')(T’ _ Tm) e + (Tm _ Z_II)(Z_II _ T’)e

" —(t_A)/m
4 I—A
+ (T' _ TW)(TW _ T”)e j;{( )]

donde se ha considerado que los tres polos son reales. Si dos de ellos son complejos

AVNAC (s)=A

D

conjugados se obtienen las siguientes respuestas:

e 1 1+0*" 1 -y,
AVZ. (1) = A —e’r
T Q( !

(6.62)
1 v, 1
+—e i sen(mwt) + —cos(a)t)
w TZ'
2_n2
aVELM)=A S L rew Wo(e_%'
s aK, (z" —z'") + 0’ (6.63)

+ e_%"(f ,_”T sen(wt) — cos(a)t)D
T7T
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2_n2
AV (1) = A e 1 1+o°r - ZWO((E-%,
as. aK, (7' = 7"f + 0*c'*c"

+ e_%”(r —7 sen(wt) - cos(a)t)n
T7T

( AN A ( sen(a) (t—A))-cos(w(t —A))]z(t —A)j

(6.64)

Como hay dos parametros arbitrarios, Kp y Kp, se hard uso de los métodos de
analisis de estabilidad de sistemas continuos. Aplicando el Criterio de Routh-Hurwitz,

aparecen las siguientes condiciones de estabilidad:

C
Ko >—1(1+TSC+0[SJ=—1 1+TSC(1+ > J
a Ts  Og a Ts Cec

Kp + K, 74 >—1 (6.65)
a

K, >0

Se demuestra que el sistema es estable para Kp>0 y K;>0. Sin embargo, el
microcalorimetro es inestable para valores positivos elevados de Kp y K;. Este hecho
solamente tendra justificacion a través del modelo discreto del microcalorimetro, ya que es
un fendmeno tipico de retroalimentacién en sistemas discretos. El valor limite minimo
permitido para Kp es menor bajo control proporcional-integral que bajo control

proporcional puro.

Aplicando la técnica de andlisis del Lugar de las Raices a la ecuacion caracteristica
(ec. 6.57) estudiaremos la influencia de los pardmetros de control, Kp y K;, sobre el
comportamiento del microcalorimetro. Como tenemos dos parametros, tendremos que
recurrir al Contorno de las Raices. Para construir el Contorno del Lugar de las Raices,
primero se supone que K; es nulo y se elaboran los diagramas del Lugar de las Raices
considerando Unicamente Kp como parametro variable. Luego, a partir de estos diagramas

se fabrican los diagramas del Lugar de las Raices teniendo en cuenta valores no nulos del
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parametro K,. En la Figura 6.11 se ilustran los diagramas (No Complementario y
Complementario) del Lugar de las Raices del microcalorimetro bajo control proporcional-

integral cuando K es nulo:

A

A jo B jo

-P1 -Zy P2 -P1 "Z;
——X—O0—e—X
P+ -p- o P+

N

//,Kp=-1/a
(0)

Ty

Figura 6.11. Diagrama del Lugar de las Raices No Complementario (Kp>0) (A) y
Complementario (Kp<0) (B), cuando K;=0.

siendo estos diagramas los mismos que los presentados en las Figuras 6.2 y 6.3 (si K| es
nulo, el control serd proporcional puro). Ahora, para cada uno de estos diagramas, se
construyen los diagramas del Lugar de las Raices No Complementario (K,=0, véase la

Figura 6.12) y Complementario (K,=0, véase la Figura 6.13) para el parametro K.

B jo
P+ -Z; p o
—X O—<X X——>
p -p" p

Figura 6.12. Diagrama del Lugar de las Raices No Complementario (K,=0) (A) y
Complementario (K;<0) (B), obtenidos a partir del diagrama del Lugar de las Raices para

el parametro Kp (Figura 6.11.A).
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A B 1)
P+ -z P+ -z4 -p. o]
X—=—0 —— X O——X—— X
. P P "

Figura 6.13. Diagrama del Lugar de las Raices No Complementario (K;>0) (A) y
Complementario (K,<0) (B), obtenidos a partir del diagrama del Lugar de las Raices

Complementario para el parametro Kp (Figura 6.11.B).

teniendo estos diagramas la siguiente interpretacion:

164

e Los polos son siempre reales, negativos y distintos para K; menor que un valor
critico, K, crit. Para valores mayores que K,crit, dos polos constituyen un par
complejo conjugado, por lo que el sistema presenta un comportamiento
oscilatorio con frecuencia creciente y coeficiente de amortiguamiento
decreciente. Si el sistema es estable bajo control proporcional, la inclusion del
término integral no lo desestabiliza (siempre y cuando K,>0, ya que si K<0, el
sistema automaticamente es inestable). En la practica el microcalorimetro exhibe
un comportamiento inestable para valores positivos grandes de Kp y K,. Esto

s6lo se podra justificar a partir del modelo discreto del dispositivo.

e El centro de las asintotas es negativo: 01=1/2(z;-(p-+p+)). En una situacion
normal en que los valores de los polos -p- son muy diferentes, las asintotas
estaran localizadas a la izquierda de -p. (y no a la derecha, como se ha dibujado
en las Figuras 6.12 y 6.13), por lo que se producird una reduccion efectiva de las

constantes de tiempo.
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e El parametro K,crit €s funcion creciente de Kp. Por tanto, el valor que debe
tomar K, para que el sistema presente comportamiento oscilatorio es mas
elevado cuanto mayor sea Kp. En otras palabras, si el sistema se comporta de
modo oscilante, aumentando Kp se podran eliminar las oscilaciones. Para unos
valores dados de Kp y K| tales que el comportamiento es oscilatorio, el factor de

amortiguamiento disminuye si aumenta K.

Los errores en estado estacionario del sistema bajo control proporcional-integral
son (ecs. (5.44) y (5.46)):

ep(+0) =0

1
/() = (6.66)
e, (+0) = +oo

lo que confirma que el dispositivo microcalorimétrico es un sistema de tipo 1y presenta un
error estacionario nulo cuando la entrada es una sefial de potencia constante. Al ser nulo
dicho error, no se puede asignar a cada valor de voltaje no compensado, medido desde la
linea base, un valor de potencia térmica. Esto significa que la sefial no compensada no

contiene la informacidn sobre la potencia térmica desarrollada.

Evaluando el area correspondiente a las respuestas impulso y pulso, asi como el
valor limite de la respuesta paso, se obtiene la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracién del microcalorimetro (ecs. (5.8) y (5.13)):

K, =0
(6.67)
Kea = +©
donde se observa que la constante de calibracion diverge, ya que la ganancia en estado
estacionario del sistema es nula. Esto esta en relacion directa con el hecho de que el error

de posicion es nulo. La interpretacion de todo esto es que el sistema consigue compensar y
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cancelar cualquier sefial de potencia constante, por lo que el error de posicion es nulo
(véase la Figura 6.14). Debido a esto, cualquier valor de potencia tiene asociado un valor
de voltaje no compensado nulo (vease la Figura 6.14) y a cualquier calor medido mediante
la sefial no compensada le corresponde un area nula en el termograma (véase la Figura
6.15). Por tanto, no hay una correspondencia univoca entre calor y area o entre potencia y
voltaje, no se puede emplear el método de calibracién usual, la sefial no compensada no es

adecuada como sefal de medida y no se puede definir una constante de calibracion Kca,.

(mV)

AV

S
E
)
>Z
<
0 100 200 300 400 500 600
t(s)

Figura 6.14. Respuesta del microcalorimetro frente a una entrada de potencia constante
bajo diferentes controles.
a) control nulo, b) control proporcional, c) control proporcional-integral.

(A) sefial no compensada, (B) sefial compensada.
Una consecuencia directa de esto es que no hace falta ajustar la linea base a cero si

aparece un offset, ya que automaticamente el sistema bajo control proporcional-integral

anula cualquier desviacion de la linea base.
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AV AV
NC C
Control P Control P
AVNC AVC
Control PI Control PI
T N .

Figura 6.15. Respuestas pulso del sistema bajo control proporcional (P) y control

proporcional-integral (PI).

Teniendo en cuenta la ec. caracteristica (ec. (6.57)) es facil demostrar que si los

polos son reales se verifica:

T.T T<T
TIT”T”Kl 1 2 — S*SsC (668)
a a

de modo que el producto de las tres constantes de tiempo Unicamente depende del
parametro K|, a través de un proporcionalidad inversa. Y si hay polos complejos la relacion

analoga es:

't"? T,T, TsTse
(1_+_ 2 rr2) = = (669)
T a a

Como alternativa a la no adecuacién del voltaje no compensado como sefial de

medida existe la opcion de realizar la medida utilizando el voltaje de compensacion. La
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relacion existente entre ambos voltajes (6.1) permite encontrar la funcién de transferencia

para esta sefal:

2 (KPS+KI)p1p2 W(S)

AV, (s) = A
©) ase (s+p')s+p"Ns+p”)

(6.70)

siendo no nula la ganancia en estado estacionario. Por tanto, el error de posicion para esta
sefial es no nulo y la respuesta paso presenta un valor limite estacionario no nulo (véase la
Figura 6.14) y la respuesta pulso presenta un valor de area no nulo (véase la Figura 6.15).

La constante de calibracion para la sefial compensada es el inverso de dicha ganancia:

K&Lzzg (6.71)

Este es el valor que posee la constante de calibracion Kc y el valor minimo que
alcanza K%ca. en el sistema bajo control proporcional, en el limite Kp—+o (Situacion de
méaxima eficiencia de compensacion, imposible de conseguir con el control proporcional).

Si evaluamos las fracciones de potencia compensada y no compensada:
My =0 ne =1 (6.72)

nuevamente se obtienen los valores limite de maxima eficiencia (limite Kp—+00) que eran
inalcanzables a través del control proporcional: toda la potencia térmica desarrollada por el
efecto térmico es evacuada por el sistema de compensacion. Este resultado era de esperar,
ya que el valor estacionario del voltaje no compensado en respuestas paso es nulo y el area
el voltaje no compensado en respuestas pulso también es nula. Ahora, nnc también
coincide con el error de posicién en estado estacionario. Estos resultados sugieren que el
control proporcional-integral constituye el caso limite del control proporcional cuando

Kp—>+o0.

Para contrastar el control proporcional y el proporcional-integral debemos emplear

como referencia las caracteristicas de la sefial compensada, ya que en estos dos tipos de
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control dicha sefal sirve como sefial de medida. Si comparamos entonces la constante

KcaL de ambos controles observa que:

e En el control proporcional-integral K®ca. es independiente de los parametros de

control.

e En el control proporcional-integral K ca. tiene el minimo valor que podria

alcanzar en el control proporcional puro.

y de esta ultima aseveracion se deduce que:

e El valor estacionario del voltaje de compensacion para una entrada de potencia

constante es mayor en el sistema bajo control proporcional-integral.

e EIl area de un pulso de calor es mayor en el sistema bajo control proporcional

integral (véase la Figura 6.16).

Estas dos afirmaciones son consecuencia directa de que la ganancia en estado
estacionario para el voltaje de compensacion es mayor en el sistema bajo control
proporcional-integral. Por tanto, la relacion sefial-ruido debe ser mejor en el sistema bajo
control proporcional-integral, si ademas se tiene en cuenta que la operacién de integracion

no afiade ruido a la sefial, a diferencia de la operacion de derivacion.
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Figura 6.16. Respuesta pulso bajo control proporcional (P) y bajo control proporcional-

integral (PI).

De todo esto se concluye que el control proporcional-integral introduce mejoras
notables respecto a las ya aportadas por los controles proporcional y proporcional-

derivativo. Podemos resumirlas brevemente:

Eficacia 100% del sistema de compensacion.

Mejor relacion sefial-ruido.

Reduccion de las constantes de tiempo.

Constante de calibracion independiente de los parametros de control.

y que se deberan traducir en una mayor sensibilidad, tanto estatica como dindmica, y en

una mayor eficacia global del dispositivo microcalorimétrico.
En las Figuras 6.17 y 6.18 se muestra una serie de respuestas pulso y respuestas

paso del microcalorimetro para distintos valores de los parametros de control Ke y K;. En

ellas se pueden observar todas las caracteristicas que se dedujeron anteriormente:
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(mV)

AV

(mV)

AV

t(s) t(s)
Figura 6.17. Respuestas del microcalorimetro frente a un pulso de calor.
A) Kp=0, B) Kp=5.10", C) Kp=10-10", D) Kp=20-10"
a) Ki=0, b) K,;=0.2:10°, ¢) K;=0.5-10", d) K,=10", e) K,=2-10°

e Conforme K; aumenta, el coeficiente de amortiguamiento disminuye.

e Las constantes de tiempo decrecen si aumenta Kp. Para valores mayores de Kp
los pulsos son méas agudos y estrechos, y las respuestas paso alcanzan mas

rapidamente el nivel estacionario.

e Para un valor dado de Kp, las constantes de tiempo decrecen si K; aumenta.

e El area de las respuestas pulso y el valor en estado estacionario de las respuestas
paso son insensibles a variaciones de Kp y K. Por tanto, ni la ganancia en estado
estacionario ni la constante de calibracion dependen de los parametros de
control. Hay una reduccion de la relacion sefial-ruido debida solamente a un

incremento del nivel de ruido.
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e El nivel de ruido esta determinado Unicamente por Kp

e Para un valor dado de Kp, existe un valor critico K, cgit tal que: si Ki>Kcrit €l
sistema presenta comportamiento oscilatorio y si K<K,cgrir Nno presenta tal

caracteristica. Ademas, este valor critico es mayor si aumenta Kp.

100
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T T

(o))
o
L L |

AV _(mV)
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25 50 75 100 125 150 175

t (s)

Figura 6.18. Respuestas del microcalorimetro frente a un paso de potencia.
A) Kp=0, B) Kp=10", C) Kp=2-10"
(0) Ki=0.5-10, (A) K,=10, () K,=2-10°

Antes se menciond que la sefial de voltaje no compensado no era adecuada para la
medida con este tipo de control. No obstante, si consideramos la respuesta paso (ec. (6.60))

y evaluamos el &rea encerrada por la curva se obtiene el siguiente resultado:

+o0 . ¢ 1
Areay. (7) = [~ AV (Odt =lim,_[s AV (5)]= AS W, (6.73)
SC |
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de lo que se comprueba que dicha area es proporcional a la potencia térmica constante
desarrollada. Este hecho significa que podemos calibrar el dispositivo microcalorimétrico
con respuestas paso utilizando la sefial no compensada. La constante de calibracion que

relaciona la potencia térmica desarrollada y el &rea del termograma es K-ca K.

6.1.4.b. Efecto térmico producido sobre el conjunto célula-sensor bajo control

proporcional-integral.

Finalmente, podemos calcular las respuestas impulso, paso y pulso del
microcalorimetro cuando el efecto térmico se produce en el conjunto sensor-célula,

suponiendo que los tres polos son reales:

AVE ()= A E s(s+2,)
" Coc (s+pNs+p"Ns+p")
1 (r'—r ) -y,
AV (t) = A-Z s : 6.74
NC( ) asc aKI Q( T,(T” _z_!)(z_! _z_m)e ( )

+

(e"—75) e‘%" " (7"~ ) )e‘%”'j

T"(TW _ T")(T" _ z_r) TW(T' _ TW)(TW —r

£ s(s+2) 1
AVZ (S) = A ! ”1 m W L
" Ce (s+P)s+p")Ns+p") s
e 1 (r' —5) -,
AVZ (1) = -A W S 4 6.75
NC( ) OCSC aK, 0((2_0 . z_l)(z_l _ z_m)e ( )

" m
+ (TW Errrr;(ii)_ T') e_%" + (T’ _(:_m)_(;:fz T”) e_%’”j
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£ s(s+2) 1-e*
0

Ce (s+p)Ns+p")s+p") s
AV (t) = _AS lw{( = (z' - 1) e—%
|

ag. aK — 7'\’ =1")
(" -z) v, (") v
v v 6.76
+ (Tm _ T")(T" _ T')e + (T’ _ 2_m)(z_m _ z_r/)e ( )
(Tl —Ts ) ‘(t_A)/' (T" —Ts ) ‘(t_A)/"
— e T4 e ‘
(Z’” _ T')(T' _ Tm) (Tm _ T”)(T” _ T')

T e et

AVNAC (s)=A

donde se puede reconocer facilmente que la influencia del cero -z; sobre el
comportamiento transitorio del microcalorimetro consiste en disminuir el tiempo de
respuesta. Aunque las constantes de tiempo son las mismas que las correspondientes a una
respuesta frente a un efecto térmico procedente de la muestra, la respuesta ahora es mas

rapida.

6.2. Sistemas de control discretos.

Las razones por las que es conveniente realizar un andlisis del comportamiento del
microcalorimetro tratado como sistema discreto son tres, principalmente. En primer lugar,
es un sistema digital, ya que el controlador empleado en la retroalimentacion es digital. Por
tanto, para hacer un estudio riguroso el modelo desarrollado debe ser discreto. En segundo
lugar, el hecho de ser un sistema discreto impone restricciones mas severas en cuanto a los
valores permitidos (sistema estable y no oscilatorio) de los parametros de control. Esto se
deriva de la existencia de un tiempo de retraso, el periodo de muestreo, que provoca que la
actuacion de la sefial de compensacion no sea instantanea. En altimo lugar, es un hecho
comprobado que el sistema microcalorimétrico exhibe un comportamiento oscilatorio para
valores elevados de Kp y se vuelve inestable para valores grandes de Kp, Kp y K. Sin

embargo, los modelos continuos no pueden dar explicacion a tales comportamientos. Esto
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solo se podra justificar acudiendo a modelos discretos.

En cuanto al comportamiento oscilatorio hay que distinguir dos tipos de regimenes.
En la Figura 6.19 se muestran dos respuestas paso del microcalorimetro bajo control
proporcional (A) y bajo control proporcional integral (B). En ellas se observa un

comportamiento oscilatorio del sistema, pero presentan caracteristicas diferentes:

(A)  No tiene explicacion segun el modelo continuo.

El periodo de oscilacion equivale a unos pocos (en este caso 4) periodos de

muestreo.

(B)  Tiene explicacion segun el modelo continuo.

El periodo de oscilacion contiene muchos periodos de muestreo.

O

Figura 6.19. Comportamiento oscilatorio del microcalorimetro bajo control proporcional

(A) y bajo control proporcional-integral (B).
En vista de estos dos tipos de regimenes tan diferentes de oscilacién podemos

hablar de oscilacidn discreta en el primer caso y oscilacion continua en el segundo. El

primer tipo s6lo encuentra justificacion a partir de un desarrollo discreto del sistema, al
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contrario que el segundo tipo, que se puede explicar con un desarrollo continuo.

De todos modos, hay que advertir que si el sistema verifica las condiciones de
estabilidad y no oscilacion, continuas y discretas, el comportamiento considerado como
sistema continuo o discreto es el mismo, por lo que las respuestas seran practicamente
idénticas (nOtese que todas las graficas anteriores que muestran respuestas del

microcalorimetro han sido obtenidas con el sistema real, que es discreto).

Todo el desarrollo se basa en la sefial de voltaje no compensado, AVnc(z), que es la
seflal que se mide. Sin embargo, se puede hacer uso de la sefial compensada, AVc(z),

teniendo en cuenta la relacién siguiente:

AV, (2) = G, (2)AV,. (2) (6.77)

6.2.1. Control discreto nulo.

Este primer tipo corresponde a un sistema no controlado o no retroalimentado, por
lo que la funcion de transferencia del elemento controlador, G¢(z), es nula y se verifican

las siguientes relaciones:

AV, (KT) =0
AV,(z) =0
(6.78)
gc(kT) =0
G (2)=0

Ahora, por las razones ya aducidas (no factoriza adecuadamente la respuesta del
sistema), no podemos hablar de funcion de transferencia en lazo cerrado, sino de respuesta

en lazo cerrado. Sin embargo, si podremos considerar la funcién de transferencia en lazo
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abierto, (2G2p 0KGzon)(2)Gc(2), que en este caso es nula y se puede decir que el sistema es
de tipo 0.

6.2.1.a. Efecto térmico generado por la muestra bajo control nulo.

A partir de la ec. (4.48) calculamos las respuestas impulso, paso y pulso del
microcalorimetro no controlado, utilizando el método de respuesta paso invariante (véase
el Capitulo 4):

AvNi(z>=A‘9Q{1— P 27l B Hj
p

Ay 2~ P Z —e P P,— P Z —e P
T _kT
AV (KT) = Ang(ékyo B (1—e%1)e v (6.79)
Asc L-n
T _kT
+T2(1_e%1je T1j
T, -7,
£ T p,+p p z-1 p z-1
AVZ.(2) = A w( PP P 1 A - j
" as. \z-1 pp, p(p-p)z—e™ pp,-p)z—e"

2 T/ _kT
AVic (KT) = AEWO(T B (Tl T +T)5k,o + Tl(l— 6%1 je 2

Asc n-n

2 T _KT
_fz(l_ o/ je 3
L0

(6.80)

177



_ T p,+p p z-1 p z-1
AVA(Z)=A 2 [1-2" ( S e S o S : - ]
" asc( W z-1  pp, plp,-p)z-e®  p,(p,—p)z-e""

2 T/ KT
AVye (kKT) = AgWoHT ~(n+ 7, +T)S + - (1— e%l je T

Asc L0
_zf(l_e%z je_k%z

L—0

2 T _(k=N)T
_LT_(T1+TZ+T)5K_N'O+T?I (l—e%lJe /1
170
2 T _(k=N)T

_Tz(l_e%zje /ZJZ((k _ N)r)J

L—0

(6.81)
que son las respuestas basicas. Si queremos hallar la respuesta a cualquier otra entrada, el
procedimiento que hay que seguir es el explicado en el Capitulo 5 y deconvolucionar con

dicha sefial de entrada.

La ecuacion caracteristica del sistema es el denominador de la respuesta impulso:
_ _T
(z—e Aj(z—e %ZJ:O (6.82)

estando los polos localizados dentro del circulo unidad del plano z, ya que tanto T como las
constantes de tiempo, t1 Y 12, tienen valores positivos. Por tanto, el sistema es estable

(véase el Apéndice Al).

Si se calculan los errores en estado estacionario del sistema (ecs. (5.50) y (5.52)),

se obtiene el siguiente resultado:

ep (+0) =1
e, (+o0) =+ (6.83)
e, (+o0) =+
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lo que confirma que el dispositivo microcalorimétrico es un sistema de tipo 0 y presenta un
error estacionario finito y constante cuando la entrada es una sefial de potencia constante.
Nuevamente, este hecho es el que permite establecer una correspondencia univoca entre

potencia térmica desarrollada y voltaje no compensado.

Evaluando el area correspondiente a las respuestas impulso y pulso, asi como el
valor limite de la respuesta paso, se obtiene la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracion del microcalorimetro (ecs. (5.26) y (5.30)):

1 1
Keao = = P (6.84)
Ko A
Usc

gue coincide con la constante de calibracion del sistema tratado como continuo. Como en
el microcalorimetro con control nulo Gnicamente se utiliza la sefial no compensada, ya que
la sefial compensada es idénticamente nula, no se consideraran las restantes constantes de
calibracién definidas mediante las ecs. (3.5). De igual modo, es obvio que la fraccién de

potencia no compensada es la unidad.

Si en vez de emplear el método de respuesta paso invariante hubiésemos
discretizado mediante el método de respuesta impulso invariante, el valor de la constante

de calibracion seria un poco distinto. Las respuestas impulso, paso y pulso seran entonces:

. & YA VA
AV (2) = A Qo PuP: ( o7 psz
Usc P, — P \Z2—€ Z—-¢ (6.85)
_KT _KT '
AV KTy = A5 QL (e T e %zj
Osc T~ 7
& VA YA YA
AV (2) = A WO( _ P et _pZTJ
e z-1 p,-pz-e P,— P Z2—-¢€ (6.86)

_kT _kT
AV,{C(kT):Agw{l— U L %zj

Qs =7 n—-un
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AVE (D)= A S wlh-zV) 2 - P Ly P :
() A )[Z_l b 2—e ™ o p e

Fsc
_kT —kT
AVNAc(kT)=A‘9WO[(1—T1e i T %zj (6.87)
Asc Lo L=
(k=N)T _(k=N)T
)
Tl_TZ Tl_z-z

donde se observa el gran parecido con las respuestas impulso, paso y pulso del sistema
continuo. Si evaluamos el area de la respuesta pulso y el valor en estado estacionario de la
respuesta paso se obtiene la misma constante de calibracion que en el sistema continuo y
también igual que la indicada en la ec. (6.84) para el sistema no controlado. Pero al evaluar

el area de la respuesta impulso se obtiene la siguiente constante de calibracion:

1 (Tl_fz)(l—e_%j(l—e_%j
AL T(e%1 _e%zj

Qe

(6.88)

KCAL =

gue no coincide con la del sistema continuo, apareciendo un efecto debido a la

discretizacion. Sin embargo, recordando la ec. (5.39) se encuentra que:

(G 1-e 75 (1o
“m:f T)Ee% ej&) j =0

(6.89)

y el efecto de discretizacion se hace despreciable cuando T es muy pequefio comparado
con las constantes de tiempo del dispositivo microcalorimétrico. En el dispositivo
microcalorimétrico tiene un valor de 0.99998 cuando Kp=10". En general, este efecto de
discretizacion surge cuando se utiliza el método de respuesta impulso invariante. Si, como
es el caso nuestro, se discretiza mediante el metodo de respuesta paso invariante, no
aparecera tal efecto.

6.2.1.b. Efecto térmico producido sobre el conjunto célula-sensor bajo control nulo.
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Si ahora considerasemos que el efecto térmico se genera en el conjunto célula-
sensor, todos los resultados son basicamente los mismos. Tan solo aparece una ligera
variacion en las respuestas impulso, paso y pulso, representando la correccion, comentada
ya anteriormente, que introduce el cero -z;. Esta modificacion consiste siempre en
correciones del tipo ti-ts, disminuyendo de forma efectiva el tiempo de respuesta sin

cambiar el valor de las constantes de tiempo.

A partir de este momento, solamente evaluaremos las respuestas del dispositivo en
el dominio de la frecuencia. No lo haremos en el dominio del tiempo discreto debido a que
las expresiones discretas son mas complicadas que las obtenidas para el sistema continuo y
oscurecen el tratamiento. A la hora aplicar las ecuaciones de las respuestas en la
caracterizacion del sistema microcalorimétrico emplearemos las respuestas continuas. De
todos modos, la informacion relevante se obtiene en el dominio de la frecuencia:

evaluacion de areas y valores en estado estacionario y condiciones de estabilidad.

6.2.2. Control discreto proporcional.

La funcidn de transferencia del elemento controlador, G¢(z), es una constante, Kp,

que es la constante de proporcionalidad del control proporcional:

AV, (KT) = K, AV, (KT)
AV (z) = KpAV (2)
(6.90)
gc (KT) = Kpak,o
G.(2) =K,

y Kp es el parametro de control ajustable cuyo valor determinard la eficacia del sistema de

compensacion. Si Kp=0, coincide con el control nulo.
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La funcién de transferencia en lazo abierto, (2G2p oKGzon)(z)Gc(z), no posee polos
en z=1, por lo que el sistema es de tipo 0. Aunque el sistema bajo control proporcional
pertenece al mismo tipo que el sistema no controlado, veremos el error en estado

estacionario es menor en el sistema controlado.

6.2.2.a. Efecto térmico generado por la muestra bajo control proporcional.

A partir de la ec. (4.48) calculamos las respuestas impulso, paso y pulso del
microcalorimetro bajo control proporcional, utilizando el método de discretizacion de

respuesta paso invariante:

1- P, z-1 ) z-1
€ P, — P z—e‘p1T+p —pz—e"™'
AV,\fC(Z) =A Qo : ' : '

s 1+bKP( Z,  L-pP Z__]’;T+ ) Z_—::;TJ
pp, pp,-p)z—e™  p(p,—p)z-e™

(6.91)

T p+ pz+ P, z-1 P, 7-1
AV ()= AEw 2oL PP o(p,-p)z—e" p(p,—p)z-e"
NC 0

Usc 1+bKP( L 4D Z__]‘;T+ ) Z__::;T]
mp, PP —p)z—e™  p,(p,—p)z-e™

(6.92)
T _p1+p2+ P, z-1 B P, 7.1
AVye (2) = Aiwo(l_ ZiN) 2=l PP, pl(pz - p1) z—e ™ pz(pz - pl) z—e "'
Osc 1+bKP( Z, L p z-1 N zZ-p, 7-1 J
PP, pl(pz - pl) z—e ™ pz(p2 — pl) 7—g Pl
(6.93)

La ecuacion caracteristica del sistema es el denominador de la respuesta impulso

discreta:
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z Z,—p z-1 Z,—p z-1 J
1+bK 1 1 " B e B =0 (6.94)
P[plpz p(p,—p)z-e™  p,(p,—p)z—e ™

y reordenando esta expresion se llega a:
(z—e™ fz-e ™ )+bK,K(z-2%)=0 (6.95)
donde se han realizado las siguientes identificaciones:

K - (z, - pl)(l+ e‘pzT)+ (p, - zl)(1+ e“’lT)_ zl(e‘p1T +e“’2T)
pl(pz_pl) pZ(pZ_pl) PP,
7% pZ(Zl - pl)e_DZT +(p2 — Zl)e_plT - Zl(pz B pl)e_plTe_pZT
pa(z — pJe+e ™ )+ (p, — 2, Ji+ e )~z (p, - p Je ™ +e ")

(6.96)

verificandose las siguientes relaciones:

K>0
(6.98)
O<zr<e ™ <e™ <1
por lo que la funcion de transferencia en lazo abierto posee un cero real, z*, y dos polos
reales, exp(-p1T) y exp(-p2T), positivos y menores que la unidad, siendo el cero menor que

los polos.
Como hay un parametro arbitrario, Kp, se hara uso de los métodos de anélisis de

estabilidad de sistemas continuos. Aplicando el Criterio de Jury (véase el Apéndice Al),

aparecen las siguientes condiciones de estabilidad:
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Ke <E (pz_ pl)(1+eip1TX1+efp2T)

o PiPe(onr _gnt) g (Loe T fire ) plloe P e P
7 pZ pl
1

e e ™ (1+akK,)-aK, <1

)(pZ(Zl - pl)efpzT + p1(pz - Zl)eiplT)

z(p, - p,

e_plTe—PzT (1_|_ aKp)_aKpl)(pz(Zl _ pl)e_PzT + pl(pz _ Zl)e—plT)_I_l‘ >

Zl(pz_ Py
—(1+aK, e ™ +e ™" )+aK (pz(zl—pl) L4e T +M 14ePT ]
" ( ) " Zl(pz_ pl)( ) Zl(pz_ pl)( )
(6.99)

Se observa que ahora hay un limite superior para Kp que antes, en el sistema
continuo, no existia. Por tanto, el sistema se volvera inestable para valores grandes de Kp,
hecho que surge en la practica y que no se podia predecir con lo visto hasta ahora. Si
Ilamamos Kp max al valor méximo permitido para Kp indicado en la segunda desigualdad se
puede demostrar que dicho valor es una funcion decreciente del periodo de muestreo. Esto
significa que cuanto mayor sea el periodo de muestreo (tiempo de retraso en la trayectoria
de retroalimentacion) menor serd el valor méximo permitido para el pardmetro Kp, que

modula la ganancia de retroalimentacion.

Aplicando la técnica de analisis del Lugar de las Raices a la ecuacidn caracteristica
(ecs. (6.94) o (6.95)) podemos estudiar la influencia del parametro de control Kp sobre el
comportamiento del microcalorimetro, ya que este método nos informa sobre de la
evolucidn de la localizacion de los polos en el plano z conforme Kp varia continuamente, lo
que determina la estabilidad y el comportamiento transitorio del sistema. En la Figura 6.20
se ilustra el diagrama del Lugar de las Raices del microcalorimetro bajo control

proporcional, cuando Kp varia de forma continua entre 0 y +co:
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Kp(-)
exp(-p,T)

exp(-p1T)

Figura 6.20. Diagrama del Lugar de las Raices (Kp=0) con control proporcional.

donde la localizacion de los polos y los ceros se representa mediante los simbolos x y O,
respectivamente. Como se observa, cuando Kp=0 los polos del sistema retroalimentado
coinciden con los polos de la funcion de transferencia en lazo abierto y cuando Kp=+ los
polos del sistema retroalimentado son los ceros de la funcion de transferencia en lazo

abierto. Los puntos de ruptura del diagrama, Kp(£) vienen dados por:

e_plTe_pZT e_plT +e_p2T

(6.100)

Ko(x)=2* 11\/1+

De este diagrama se obtienen los siguientes resultados:

e Para valores de Kp menores que Kpmax 10s polos poseen mddulo menor que la

unidad. Por tanto, el sistema es estable.

e Para valores de Kp menores que Kp(+) los polos son reales y positivos, por lo
que el sistema no exhibe comportamiento oscilatorio.
e Para valores de Kp entre Kp(+) y Kp(-) los polos constituyen un par complejo

conjugado, teniendo el microcalorimetro un comportamiento oscilatorio cuya
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frecuencia es o=(¢z/21)ws, donde ¢z es el argumento de los polos y ws es la
frecuencia de muestreo. Como ejemplo, si tenemos en cuenta la Figura 6.19.A,
se observa que para los valores empleadso de Kp y T, el periodo de oscilacion es
4 veces mayor que el de muestreo, por lo que los polos seran conjugados y

estaran situados en el eje imaginario.

e Para valores de Kp entre Kp(-) y Kpmax l0s polos son reales y negativos y el
microcalorimetro se comporta de modo oscilatorio con una frecuencia igual a la

mitad de la frecuencia de muestreo.

e Para valores de Kp moderados hay una disminuciéon efectiva de las constantes de

tiempo.

En la Figura 6.21 se representa el diagrama del Lugar de las Raices
Complementario del microcalorimetro bajo control proporcional, cuando el parametro de

control Kp varia de forma continua entre 0 y -oo:

exp(-p2T)

Kp MmN

exp(-p1T)

1zI=1

Figura 6.21. Diagrama del Lugar de las Raices Complementario (Kp<0) del

microcalorimetro bajo control proporcional.

que ofrece los siguientes resultados:
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e Para valores de Kp mayores que Kpmin=-1/a, los polos poseen modulo menor
que la unidad, siendo el sistema estable. Si Kp disminuye por debajo de dicho
valor critico, el sistema se vuelve inestable.

e Para ningun valor de Kp negativo el sistema exhibe comportamiento oscilatorio.

e Se produce un aumento de las constantes de tiempo.

Los errores en estado estacionario del sistema son (ecs. (5.50) y (5.52)):

1
&) = K,
e, (+00) = +o0 (6.101)
e, (+0) = +oo

lo que confirma que el dispositivo microcalorimétrico es un sistema de tipo 0 y presenta un
error estacionario finito y constante cuando la entrada es una sefial de potencia constante.
Como el error de posicion es finito, se puede asignar a cada valor de voltaje no
compensado, medido desde la linea base, un valor de potencia térmica correspondiente.
Esta es una de las formas de realizar una calibracién: sefial de potencia de entrada
constante (paso no unitario) y medida de la deflexion en estado estacionario de la linea
base (respuesta paso no unitario). Para valores suficientemente grandes de Kp el error de
posicion es muy pequefio. De aqui se deduce que no interesa utilizar valores demasiado
grandes de la constante Kp, ya que se traduciria en que el microcalorimetro produciria una
sefial muy pobre (ganancia en estado estacionario pequefia) y una relacion sefal-ruido

baja.
Evaluando el area correspondiente a las respuestas impulso y pulso, asi como el

valor limite de la respuesta paso, se obtiene la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracion del microcalorimetro (ecs. (5.26) y (5.31)):

187



(6.102)

donde se observa que la constante de calibracion es la misma que para el sistema continuo
controlado proporcionalmente y depende linealmente del parametro de control Kp. Si
Kp=0, la constante de calibracion coincide con la del sistema no controlado. Como la
ganancia en estado estacionario es decreciente y la constante de calibracion es creciente
respecto de Kp, se confirma el resultado obtenido con los errores en estado estacionario:
conforme Kp aumenta, la sefial es menor, por lo que no es adecuado emplear valores de Kp

muy elevados (véase la Figura 6.4).

En el microcalorimetro con control proporcional también interviene la sefal
compensada, por lo que podemaos calcular las diferentes constantes de calibracion definidas
en el Capitulo 3 (ec. (3.5) y (3.6)):

c 1 1+akK,
KCAL = TT
A P
Asc
1
Ky = g (6.103)
A
Asc
KC = ZE

de donde se obtienen las mismas conclusiones que para el sistema continuo bajo control
proporcional. Asimismo, se pueden evaluar las fracciones de potencia compensada y no

compensada:

(6.104)

observandose que nnc coincide con el error de posicidn en estado estacionario.
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6.2.2.b. Efecto térmico producido sobre el conjunto célula-sensor bajo control

proporcional.

Si ahora considerasemos que el efecto térmico se genera en el conjunto célula-
sensor, todos los resultados son basicamente los mismos, salvo la modificacion introducida
por el cero -z;. Tan sOlo cambia el comportamiento transitorio, conservandose las

caracteristicas estaticas o permanentes.

6.2.2.c. Influencia de la posicion de los actuadores de compensacién sobre el

comportamiento del microcalorimetro.

Seria muy interesante analizar de nuevo las consecuencias derivadas del hecho de
que la potencia térmica de compensacion actue directamente en la muestra (interior de la
célula) y no sobre el conjunto sensor-célula, que es como realmente lo hace. En dicho

supuesto, la ecuacion caracteristica es:

lrakp|i- P2 27t k27l (6.105)
p,—pz—e™ p,-p, z—e™™

y reordenando términos llegamos a:
(z—e ™ fz-e ™ )+aK,K(z—2*%)=0 (6.106)

donde se han realizado las siguientes identificaciones:

K - pl(l—e“’ZT)— pz(l—e‘plT)
pz - pl
(P, —pJe e ™ +pe™ —pe™
pl(l—e‘pzT )— pz(l—e"’lT)

verificandose las siguientes relaciones:

(6.107)

Z* =
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K>0

(6.108)
O<e ™ <e™ <l<z*

por lo que la funcion de transferencia en lazo abierto posee un cero real, z*, y dos polos

reales, exp(-p1T) y exp(-p2T), todos positivos. Los polos son menores que la unidad, pero el

cero es mayor. En la Figura 6.22 se muestra el diagrama del Lugar de las Raices para el

microcalorimetro cuando la sefial de compensacién actla directamente sobre la muestra:

lzI=1 |

Figura 6.22.A. Diagrama del Lugar de las Raices del microcalorimetro bajo control

proporcional cuando la sefial de compensacion actua sobre la muestra.
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1zI=1
—

exp(-p,T)

Figura 6.22.B. Diagrama del Lugar de las Raices complementario del microcalorimetro

bajo control proporcional cuando la sefial de compensacion actua sobre la muestra.
y a partir de estos diagramas se deducen los siguientes resultados:
e Para valores positivos de Kp no hay una reduccidn efectiva de las constantes de
tiempo, ya que si una si disminuye, la otra aumenta y sobrepasa el limite de

estabilidad.

e De presentar el sistema comportamiento oscilatorio con valores positivos de Kp,

siempre lo hara con una frecuencia igual a la mitad de la frecuencia de muestreo.
e Cuando Kp es negativo también aumentan las constantes de tiempo y aparece
comportamiento oscilatorio con distintas frecuencias antes de convertirse el
microcalorimetro en un sistema inestable.
Nuevamente se demuestra que el hecho de que la potencia de compensacion se

genere en el conjunto sensor-célula, lejos de ser una limitacion de disefio, es una estrategia

de disefio muy apropiada y recomendable.

6.2.3. Control discreto proporcional-derivativo.
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En este caso es necesario utilizar una aproximacion numérica para la operacion de

derivacion. Existe una primera forma que consiste en una ecuacion de diferencias finitas:

f'(kT)= f(kT)- ;((k -17) (6.109)

que tiene la ventaja de su simplicidad, que se traducira en una funcion de transferencia del
controlador digital muy sencilla, pero el inconveniente de que aumentara el nivel de ruido.
Para evitar este problema se pueden emplear, entre otras muchas, dos aproximaciones que
complicaran la ecuacion de transferencia del controlador, pero no alterardn el nivel de

ruido original de la sefial:

f(kT)+3f((k—1)T)-3f((k—2)T)- f((k -=3)T)

F(KT) = "
(k)= 21 0T)= F(le=27) = F((k=3)T)-2f (k—4]T) (6.110)
. 10T

La primera de las ecs. (6.110) recibe el nombre de algoritmo de 4 puntos (Leigh,
1992) y la segunda corresponde a una de las versiones del algoritmo de Savitzky-Golay
para evaluar la derivada de primer orden (Savitzky et al., 1964). La utilizacion de los
puntos extremos en el algoritmo de Savitzky-Golay (Gorry, 1990) no introdujo mejora
alguna. Si ahora afiadimos el término proporcional obtenemos la funcién de control para

cada caso considerado en el dominio discreto del tiempo:

AVc (kT ) =K PAVNC (kT )"’ lfrD (AVNC (kT ) - AVNc ((k - 1)T ))

AV (T) 2 KoV, (T )+ 12 (Ve (KT )+ 38V ((k ~1)T) -
=38V, ((k=2JT) - AV, ((k=3)T)) (6.111)

AV (T) % Koo (K =2 )+ 2 20V (KT)+ AV, ((k~1T) -

AV (k=3JT) - 24V, ((k - 4]T))
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de las cuales se obtiene la funcion de transferencia del control digital:

K, z-1

G.(z)=K,+ 0 -7~

@)=k, Ko T

3 2_ _
6™ (2) = K, + :TD Z +3223 32-1 (6.112)
K, 2z2*+z2*-z-2

G*(z)=K,z?+-2

e (@)=Ks 10T 24

donde se comprueba que este tipo de contol va a complicar en gran medida los calculos.
Para comprobar el efecto suavizador del algoritmo de 4 puntos y del algoritmo de
Savitzky-Golay, en la Figura 6.23 se muestra la respuesta paso del microcalorimetro bajo
control proporcional-derivativo utilizando los tres métodos indicados. Se observa un débil
efecto de suavizamiento cuando se emplean el algoritmo de 4 puntos y el de Savitzky-

Golay, pero no de una forma determinante de modo que excluyan al algoritmo de dos

puntos.
A
algoritmo simple
B
algoritmo de 4 puntos
C

algoritmo Savitzky-Golay

t(s)
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Figura 6.23. Respuesta paso del microcalorimetro bajo control proporcional-derivativo.
(A) aproximacion de 2 puntos (B) aproximacion de 4 puntos (C) aproximacion de

Savitzky-Golay.

Como en la practica la aproximacion de dos puntos de la derivada no es muy
diferente de las otras aproximaciones (véase la Figura 6.23) y como las otras dos
expresiones dan lugar a una funcion de transferencia bastante mas compleja, vamos a
considerar solamente el algoritmo de dos puntos. De todos modos, si se considerasen las

otras dos aproximaciones, el tratamiento es similar al que veremos ahora.

AV (KT) = KoV (€T)+ 2 (A, (KT) - AV, (€ ~1T)

AV, (z)= (KP + KDHJAVC(Z)

T z
(6.113)
K
9. (KT) = Koo, +?D(5k,o - 5k—1,0)
K,z-1
Ge(z) =K, + 2—=
c(2) =K, T

donde Kp y Kp son los parametros de control ajustables cuyos valores determinaran la
eficacia del sistema de compensacion. Si (Kp/(KeT+Kp))>0, este controlador por
retroalimentacion corresponde a un compensador por adelanto y si (Kp/(KpT+Kp))<O0,
corresponde a un compensador por atraso.

La funcidn de transferencia en lazo abierto, (2G2p 0KGzon)(2)Gc(2), no posee polos
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en z=1, por lo que el sistema es de tipo 0. En este aspecto coincide con el sistema bajo

control proporcional y control nulo.

6.2.3.a. Efecto térmico generado por la muestra bajo control proporcional-derivativo.

A partir de la ec. (4.48) calculamos las respuestas impulso, paso y pulso del
microcalorimetro bajo control proporcional-derivativo, utilizando el método de

discretizacion de respuesta paso invariante:

! -1 p. z-1
AVE (D) =A% 01— P Z " 1
e (2) e Q{ p,—p z—e™ p,—p z—e"

1
1+b(KP+KDZ_1j( L 4L-h Z_-];;T+ L—P, Z_—::;TJ
T z \pp, pp—p)z—e™  py(p,—p)z-e

(6.114)

X

£ T p,+p P, z-1 P, z-1
AVL(2) = A—W, [ -1 2 e B
" a \z-1  pp,  plp-p)z-e" p(p,-p)z—e™

1
1+b(KP+KDZ_1j[ 2 n-p 2=l z-p z-1 J

X

T z App, plp—p)z—e™  pylp,—p)z—e ™
(6.115)

- T p,+p p z-1 p z-1
AV (2) = A-Zow, 1—2N{ S T PR S : - ]
" o o z-1  pp, pp-p)z-e® p(p,-p)z-eP"

1
1+b[KP+KDZ_1j[ L, LB Z__]‘;T_'_ L= P, Z_—]r;Tj
T z \pp, plp—-p)z—e™  p(p,—p)z—e"
(6.116)

La ecuacion caracteristica del sistema es el denominador de la respuesta impulso

X

discreta:
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1+b[KP+KDZ_1)( L _ 4L=p Z_—];-;T+ L—P, Z__]‘;szo
T z App, ppo—p)z—e™  p(p,—p)z—e"

(6.117)

Merece la pena aplicar el Criterio de Jury, pero no es practicable la utilizacion del
Lugar de las Raices debido a que hay dos parametros arbitrarios, Ke y Kp, y es complicado
averiguar la localizacion de los los ceros de la funcién de transferencia en lazo abierto, ya
gue no se conocen los valores concretos de los demas parametros. Como la ecuacion
caracteristica es de 3* grado, el Criterio de Jury introduce 5 condiciones de estabilidad,
existiendo una mas que en el sistema continuo. Esto provoca que haya mas restricciones en
cuanto a los valores permitidos de Kp y Kp, apareciendo limites maximos y minimos de
dichos pardmetros. Por otra parte, en dichas condiciones participard T, por lo que también
surgiran los efectos de competicion entre periodo de muestreo y pardmetros de control,
tipicos de la discretizacion. Dos de las condiciones de estabilidad obtenidas mediante el

Criterio de Jury son:

1
Kp > 3
Kp + 2& < 1(71 _Tz)(1+e-wqx1+e-wfz)

T a

X 1

anll-e fire T e T ) g (lee T fi-e T e 2r e T e )
(6.118)
Los errores en estado estacionario del sistema son (ecs. (5.50) y (5.52)):
1

€, (+0) =

()= aK,

B (40) = 0 (6.119)

e, (+0) = +oo
lo que confirma que el dispositivo microcalorimétrico es un sistema de tipo 0 y presenta un

error estacionario finito y constante cuando la entrada es una sefial de potencia constante.
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Como el error de posicion es igual que para el microcalorimetro bajo control proporcional,

se tendran en cuenta las mismas consideraciones que en su momento se hicieron.

Evaluando el area correspondiente a las respuestas impulso y pulso, asi como el
valor limite de la respuesta paso, se obtiene la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracion del microcalorimetro (ecs. (5.26) y (5.31)):

Kear = ! = L ake (6.120)
&
Ko A
Usc

donde se observa que la constante de calibracién es independiente de Kp y es la misma que
para el sistema discreto bajo control proporcional y depende linealmente del parametro de

control Kp. Si Kp=0, la constante de calibracién coincide con la del sistema no controlado.

En el microcalorimetro con control proporcional-derivativo también interviene la
sefial compensada, por lo que podemos calcular las diferentes constantes de calibracion
definidas en el Capitulo 3 (ec. (3.5) y (3.6)):

c 1 1+akK,
Kea = - K
A P
Asc
Ky = 18 (6.121)
A
Asc
s
KC = ZE

de donde se obtienen las mismas conclusiones que para el sistema discreto bajo control
proporcional. Asimismo, se pueden evaluar las fracciones de potencia compensada y no
compensada:

1 aK,

= 6.122
TInc 1+ akK, ( )
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observandose que nnc coincide de nuevo con el error de posicion en estado estacionario.

6.2.3.b. Efecto térmico producido sobre el conjunto célula-sensor bajo control

proporcional-derivativo.

Si ahora considerasemos que el efecto térmico se genera en el conjunto célula-
sensor, todos los resultados son basicamente los mismos, salvo la modificacion introducida
por el cero -z;. Tan s6lo cambia el comportamiento transitorio debido a la aparicién de

factores correctivos tj-ts

6.2.4. Control discreto proporcional-integral.

Ahora se debe hacer uso de una aproximacion numerica para la operacion de
integracion. Existen tres formulas simples estdndar: aproximacion backward, forward y

trapezoidal (véase la Figura 6.24).

v
v
v

Figura 6.24. Aproximaciones numéricas simples para la operacién de integracion. De
izquierda a derecha: backward, forward y trapezoidal.
Cada una de estas aproximaciones se corresponde con un algoritmo digital de

integracion:
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[fo =Ty f(T)

[t =T 1(jT)

(6.123)
for j=1

Lo = 3G+ f((-1r)

y de cada uno de estos algoritmos deriva una funcion de transferencia discreta:

1
G(Z)‘back = T 7

1

@), =TZZ_1 (6.124)
z+1

G(Z)‘trap =T 7-1

Como la aproximacion trapezoidal es la que mejores resultados proporciona (Leigh
1992) y no hay apenas diferencia entre las funciones de transferencia, serd dicha
aproximacion la que consideraremos de ahora en adelante. Si afiadimos el término

proporcional al algoritmo, obtenemos el control proporcional-integral:

AV (KT) = KoV, (1) + K, 3T AVNc(JT)+A2VNc ((i-1)

Tz+1
AV, (z Ke +K, = AV, (z
(2)= [ T 1] (@)

(6.125)
gc (KT) =Ko, , +K, ( +Zk:5j_m]

G.(2)=K +K—7
c(2) =Ky 271

donde Kp y K| son los pardmetros de control ajustables y que determinan la eficiencia del

sistema de compensacion. El algoritmo de control implementado se obtiene a partir de la
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ultima ecuacion:

AV, (KT) = AV, ((k —1)T)+(KéT + KPJAVNC (kT)+(K2'T - KPJAVNC (k-1r)

(6.126)

Es facil comprobar que si K;>0 sigue siendo una condicion de estabilidad en el
sistema discreto, entonces este control (y también los derivados de las aproximaciones
backward y forward) corresponde a un compensador en retroalimentacion por atraso,

independientemente del valor de Kp.

La funcion de transferencia en lazo abierto, (2G2p 0KGzon)(2)Gc(2), posee un polo
en z=1, por lo que el sistema es de tipo 1. Por tanto, vemos que se repite el mismo
esquema que en los sistemas continuos: los sistemas bajo control proporcional-integral, ya
sean continuos o discretos, son de tipo 1; los sistemas bajo control nulo, proporcional y

proporcional-integral son de tipo 0.

6.2.4.a. Efecto térmico generado por la muestra bajo control proporcional-integral.

A partir de la ec. (4.48) calculamos las respuestas impulso, paso y pulso del
microcalorimetro bajo control proporcional-integral, utilizando el método de discretizacion

de respuesta paso invariante:

-1 p z-1
AV () =Af ol1— P 272 P
el2) Qs Q{ p,-pz—e"  p,—pz-e"

1
2 z-1\pp, plp,—p)z—eP  plp,—p)z-e™
(6.127)

X
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& T p, +p p z-1 p. z-1
AV (2) = A w( el R 1 » 7 J
" Usc ’ z-1 PP, pl(pZ_pl)Z_e T pz(pz—pl)z—e paT
1
X
1+b[KP+K,T Z+1j( z,  1,-p Z_,lpT+ z, - p, z—lij
2 -1\ pp, pl(p2_p1)z_e ' pz(pz_pl)z_e ’
(6.128)
- T pptp p z-1 p z-1
AVA ()= A5 W 1—2N{ PP P __ P J
" Usc 0( z-1 PP, pl(pz_pl)z_e_plT pz(pz—pl)z—e‘pzT

1
1+b(KP+K'T z+1j( Z, z-p z2-1  z-p z-1 j

X

2 z-1 PP, ) p1(p2 - pl) z _e_plT pz(pz - pl) z _e_pzT
(6.129)

La ecuacion caracteristica del sistema es el denominador de la respuesta impulso

discreta:

1+b(Kp+KITZ+1][ Zl - Zl_pl Z__];;T+ Zl_pz Z__::;TJZO
2 z-1\pp, plp—-p)z—e™  p,(p,—-p)z—e"

(6.130)

Igual que en la seccion anterior, merece la pena aplicar el Criterio de Jury, pero no
es practicable la utilizacion del Lugar de las Raices debido a que hay dos parametros
arbitrarios, Kp y K;, y es complicado averiguar la localizacion de ceros de la funcion de
transferencia en lazo abierto. Como la ecuacion caracteristica es de 3* grado, el Criterio de
Jury introduce 5 condiciones de estabilidad, una mas que en el sistema continuo. Esto
restringe mucho mas los valores permitidos de Kp y K, apareciendo limites maximos y
minimos de dichos parametros. Por otra parte, en dichas condiciones también participara T,
por lo que también surgiran los efectos de competicion entre periodo de muestreo y

parametros de control, tipicos de la discretizacion.
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K, >0

K <1 (z, —Tz)(l*'emrl Xl“‘ efmz)
p a TlTl(l_ e—T/r1 x1+ efT/rz x1+ efT/rz )_ Tz(l+ elerl xl_ efT/rz )+ ZTS (e*T/H _ e—T/rz)
(6.131)
Los errores en estado estacionario del sistema son (ecs. (5.50) y (5.52)):
ep(+0) =0
€y ("‘OO):i 1+akK, 275 TT/ -ath TT/ (6.132)
ak, n-rl-e7? n-7,1-e7 "
€, (+o0) = +o0

lo que confirma que el dispositivo microcalorimétrico es un sistema de tipo 1 y presenta un
error estacionario nulo cuando la entrada es una sefial de potencia constante (error de
posicion). Por tanto, igual que ocurria en el sistema continuo, cuando se emplea el control
proporcional-integral la sefial no compensada, que es la que estamos analizando, no sirve
como sefial de medida. Debemos buscar otra sefial que contenga la informacion sobre la

potencia constante que se desarrolle en cada instante.

Evaluando el area correspondiente a las respuestas impulso y pulso, asi como el
valor limite de la respuesta paso, se obtiene la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracidn del microcalorimetro (ecs. (5.26) y (5.31)):

K, =0
(6.133)

Kea, = +©
donde se observa que la constante de calibracion diverge, ya que la ganancia en estado
estacionario del sistema es nula (mismo resultado que en el sistema continuo). Esto esta en
relacion directa con el hecho de que el error de posicion es nulo. La interpretacion de todo
esto es que el sistema discreto consigue compensar cualquier sefial de potencia constante,
por lo que el error de posicion es nulo. Debido a esto, cualquier valor de potencia tiene

asociado un valor de voltaje no compensado nulo y a cualquier calor medido mediante la
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sefial no compensada le corresponde un area nula en el termograma. Por tanto, la constante
de calibracién diverge, no se puede emplear el método de calibracién usual y la sefial no

compensada no sirve como sefial de medida.

El problema de la no adecuacion del voltaje no compensado como sefial de medida
se resuelve de mismo modo que se hizo anteriormente: se debe considerar el voltaje de
compensacion, que es la otra sefial importante que interviene en el sistema. La relacion
existente entre ambos voltajes (6.77) permite encontrar la respuesta compensada para
entradas impulso, paso y pulso. Si evaluamos la ganancia en estado estacionario y la

constante de calibracién utilizando la sefial compensada como sefial de medida se obtiene:

KS, = 2% (6.135)

gue es el mismo valor que posee en el sistema continuo. Ahora, la sefial compensada
presenta un valor estacionario no nulo frente a una entrada de potencia paso y un area no
nula frente a una entrada pulso de calor. Por ello, se puede utilizar como sefial de medida.

Si evaluamos las fracciones de potencia compensada y no compensada:
My =0 ne =1 (6.134)

nuevamente se obtienen los valores limite de méaxima eficacia (limite Kp—+o0) que eran
inalcanzables a través del control proporcional: toda la potencia térmica desarrollada por el
efecto térmico es evacuada por el sistema e compensacién. Este resultado era de esperar,
ya que el valor estacionario del voltaje no compensado en respuestas paso es nulo y el area
el voltaje no compensado en respuestas pulso también es nula. Ahora, nnc también
coincide con el error de posicion en estado estacionario. Estos resultados sugieren que el
control proporcional-integral constituye, también en el modelo discreto, el caso limite del

control proporcional cuando Kp—>+o0.

Todas las consecuencias que se dedujeron para el sistema continuo bajo control

proporcional-integral se pueden aplicar también ahora, ya que todos los resultados
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obtenidos en aquél caso coindiden totalmente con los del sistema discreto.

Si consideramos la respuesta paso (ec. (6.127)) y evaluamos el area

correspondiente, se obtiene el siguiente resultado:

- z)avi 2)] = A8|1<W0 (6.73)

Usc I

-1

Areay. (7) = D AV (KT) = lim
0

de lo que se comprueba que dicha area es proporcional a la potencia térmica constante
desarrollada y la constante de proporcionalidad es la misma que la obtenida para el sistema

continuo.

6.2.4.b. Efecto térmico producido sobre el conjunto célula-sensor bajo control

proporcional-derivativo.

Finalmente, si calculasemos las respuestas impulso, paso y pulso del
microcalorimetro cuando el efecto térmico se produce en el conjunto sensor-célula
apareceria nuevamente la influencia del cero -z; sobre el comportamiento transitorio del

microcalorimetro.

Todo el desarrollo planteado en este capitulo conduce a los tres puntos siguientes,
que resumen en esencia la base sobre la que descansan las estrategias de medida en

Calorimetria Isotérmica de Valoracion:

o La sefial de medida del sistema microcalorimétrico debe ser aquella sefial para la
que la funcion de transferencia posee ganancia en estado estacionario no nula 'y
constante, fijados los parametros de control del sistema. Esto significa que dicha

sefial presenta un valor limite en estado estacionario constante no nulo (error en
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estado estacionario no nulo) para una entrada paso de potencia y un area no nula
para una entrada pulso de calor. Es decir, se puede establecer una
proporcionalidad entre potencia desarrollada y voltaje y entre calor generado y

area.

En el sistema no controlado (control nulo) Gnicamente hay una sefial en el
sistema. En el sistema bajo control proporcional y bajo control proporcional-
derivativo existen dos sefiales que son totalmente equivalentes: sefial no
compensada y sefial compensada. Se pueden emplear indistintamente como
sefiales de medida con su correspondiente constante de calibracion, ya que la
funcién de transferencia para cada una posee una ganancia en estado
estacionario no nula. En el sistema bajo control proporcional-integral estas dos
sefiales no son equivalentes, ya que la funcion de transferencia para la sefial no
compensada posee ganancia en estado estacionario nula y la funcion de
transferencia para la sefial compensada tiene una ganancia en estado estacionario
no nula. Por tanto, s6lo la sefial compensada resulta adecuada como sefial de

medida.
Ningun sistema de los tratados posee una funcion de transferencia que presenta

cancelacion de polos y ceros. Por tanto, todos los sistemas son controlables y

observables (véase el Apéndice Al).
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7. CARACTERIZACION ESTATICA Y DINAMICA.

La funcion de transferencia del sistema microcalorimétrico gobierna el
comportamiento de dicho sistema, ya que contiene las caracteristicas estaticas o
estacionarias (ganancia en estado estacionario) y dinamicas (constantes de tiempo) del
dispositivo. A partir de ella se puede predecir la respuesta ante cualquier entrada, asi como
la region de estabilidad. Una caracterizacion exhaustiva consiste en la realizacion de una
determinacion precisa de la funcion de transferencia. Aunque ya se ha comentado con
anterioridad, merece la pena distinguir entre caracterizacion estatica y dindmica. La
primera esta relacionada con la sensibilidad estatica (minima potencia térmica detectable)
y su objetivo es la determinacién de la constante de calibracion y la relacion sefial-ruido,
principalmente. La segunda esta relacionada con la sensibilidad dinamica (minima
cantidad de calor detectable) y trata de evaluar las constantes de tiempo. Pero en este caso,
es esencial indicar que estas constantes de tiempo deben ser los verdaderos parametros que
estan asociados a los polos y ceros de la funcion de transferencia, para distinguirlos de
otros parametros tales como los tiempos de vida media, tiempos de establecimiento o
tiempos de subida, que son parametros que informan cualitativamente del comportamiento
transitorio del microcalorimetro, pero no sirven de forma cuantitativa para, por ejemplo, el
proceso de deconvolucion o correcion dinamica. También es importante tener en cuenta
que las propiedades de la muestra no deben influir en la caracterizacion estatica. Sin
embargo, su efecto sera notable en la caracterizacion dinamica. Se ha demostrado (Tanaka,
1987) que la cosntante de calibracion del dispositivo microcalorimétrico es independiente
de las caracteristicas del dominio espacial donde se produce la reaccion quimica y depende
unicamente de la estructura geometrica y la naturaleza fisica del dominio donde se realiza

la conduccidn de calor hasta el foco calorifico.

Una vez que el modelo fisico-matematico ha sido definido y desarrollado, la
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funcién de transferencia puede ser determinada a partir de observaciones experimentales.
Esto es lo que en Teoria de Sistemas se denomina problema de identificacion del sistema:
conocidas las sefiales de entrada, x(t) o X(s), y de salida del sistema, y(t) o Y(s), se puede
obtener la funcion de transferencia, G(s) o g(t). Si el sistema es lineal y autbnomo se

verifican estas dos relaciones en el dominio del tiempo y de la frecuencia:

y(t) = [lot - t)x(t)dt
Y (s) =G(s) X(s)

(7.1)

Por otra parte, si queremos identificar G(s) a partir de Y(s) y X(s), éstas tltimas
deben estar definidas y deben ser conocidas de forma muy precisa. Cualquier error
cometido en la determinacion de alguna de ellas se traducira en un error en la funcién de
transferencia. Cuando una reaccion quimica tiene lugar en la célula microcalorimétrica es
dificil especificar como es el proceso de mezcla de los reactivos y pueden aparecer
fendmenos cinéticos, lo que hace muy dificil conocer la funcidon que representa la
evolucion temporal del efecto térmico. Y aqui surge un problema basico en calorimetria.
Tradicionalmente se ha considerado que los experimentos de calibracién basados en
reacciones quimicas son los mas adecuados para caracterizar el dispositivo, ya que se
asemejan mas a un experimento calorimétrico (en la localizacion de la fuente de calor y en
el camino seguido por el flujo de calor hasta llegar al foco calorifico) que los experimentos
de calibracion eléctrica (Dantzer, 1982; Schachinger, 1983; Wads®, 1997b). Sin embargo,
por las razones ya comentadas, una calibracion quimica no proporciona una buena
caracterizacion dinamica del sistema. (Es posible entonces obtener una caracterizacion
precisa del dispositivo a través de experimentos de calibracion eléctricos, en los cuales si
se conoce de forma precisa la sefial de entrada? Hasta ahora no habia una respuesta clara a
este problema. La clave para responder rigurosamente a esta pregunta es el desarrollo de
un modelo realista del microcalorimetro. Esto es justamente lo que se ha llevado a cabo en

esta Memoria y gracias a dicho modelo se ha demostrado que:

e EIl comportamiento dinamico (transitorio) del microcalorimetro a lo largo de un
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experimento quimico y uno eléctrico debe ser diferente.

e Las constantes de tiempo instrumentales en ambos experimentos, eléctrico y

quimico, son iguales.

La aparente paradoja planteada por estas dos aseveraciones la resuelve el hecho de
que el modelo del sistema desarrollado predice una funcion de transferencia distinta para
cada caso, pero con las mismas constantes de tiempo. Por tanto, la respuesta al interrogante
planteado lineas atrds es afirmativa: se puede realizar una caracterizacion precisa del
microcalorimetro a través de una serie de experimentos de calibracion eléctrica. Més aun,
es la Unica forma de llevar a cabo tal caracterizacion en un microcalorimetro similar al que
se ha desarrollado en este trabajo de investigacion (Veldzquez Campoy et al., 1998).
Incluso, como se vera mas adelante, la caracterizacién mediante experimentos eléctricos

proporciona mas informacién que la caracterizacion mediante experimentos quimicos.

En este capitulo nos centraremos fundamentalmente en la caracterizacion estatica y
dindmica del microcalorimetro bajo control proporcional y la caracterizacién estatica del
microcalorimetro bajo control proporcional-integral. Como las caracteristicas estaticas del
control proporcional-derivativo son idénticas a las del control proporcional y en la practica
no introduce mejoras dindmicas significativas (aunque tedricamente si lo hace), no

consideraremos de forma aislada tal control.

7.1. Determinacion de la constante de calibracion.
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La constante de calibracién es una propiedad estatica del sistema, directamente
relacionada con la ganancia en estado estacionario, y se puede acceder a ella tanto a través

de calibraciones quimicas como eléctricas.

El fundamento del proceso de determinacion de la constante de calibracion ya se

desarrollo6 en el Capitulo 5. Se lleva a cabo mediante dos procedimientos:

e Generacion de pulsos de calor Q y medida del area, Area(4), del termograma
correspondiente. Mediante regresion lineal entre Q y Area(4) se obtiene la
constante de calibracion como constante de proporcionalidad (pendiente de la

recta de ajuste).

e Generacion de pasos de potencia Wy y medida del valor de la sefial calorimétrica
en estado estacionario, y(+o0;y). Mediante regresion lineal entre Wy y y(+a0;%)

se obtiene la constante de calibracion como constante de proporcionalidad.

Es facil comprobar que para este proposito no es necesario conocer de forma
precisa la sefial de entrada, sino tan s6lo saber con exactitud la cantidad total de calor
generada y no se requiere el conocimiento de la evolucion temporal de la potencia térmica

producida en el efecto térmico empleado como patron.

7.1.1. Experimentos de calibracion eléctrica.

En esta serie de experimentos se hace pasar una intensidad de corriente definida por
la resistencia de calibracion (161.94 Q) consistente en un hilo delgado de elevada
resistencia que estd enrrollado sobre la pared exterior de la célula de medida. De esta
forma se genera sobre el conjunto sensor-célula una potencia Joule proporcional al

cuadrado de dicha intensidad. Se empleé una fuente de corriente programable
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(KEITHLEY 220 PROGRAMMABLE CURRENT SOURCE) con la que de forma

automatizada se controla la intensidad y el tiempo de actuacion de ésta.

Como se dijo anteriormente, se puede llevar a cabo una determinacion dindmica
(mediante pulsos de calor) o estatica (mediante pasos de potencia) de la constante de
calibracién. Aunque la primera se asemeja mas a un experimento real de evaluacion del
calor de reaccion, la segunda permite obtener la constante de calibracion con mayor
precision, ya que no hay que calcular areas, sino valores medios a lo largo de un periodo
de tiempo y las medidas en estado estacionario, en general, se ven afectadas de menos

errores. Por tanto, se adoptara como metodo la determinacion estatica.

Se ha determinando la constante de calibracion del dispositivo microcalorimétrico
operando bajo control nulo (sin compensacién), control proporcional y control
proporcional integral. En estos ultimos se establecieron distintos regimenes de

compensacion empleando diferentes valores de los pardmetros de control, Kp y K.

Un ejemplo de calibracion eléctrica utilizando pasos de potencia constante se
mostré anteriormente en la Seccion 3.3 (Figura 3.7). En la Figura 7.1 se muestran las
regresiones lineales a partir de las que se evalud la constante de calibracién, Kca., con el
método eléctrico para el microcalorimetro bajo control proporcional y en la Tabla 7.1 se
indican los valores obtenidos. Se observa que la constante de calibracion es creciente

respecto al parametro Kp.
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Figura 7.1. Regresion lineal entre potencia constante desarrollada, W, y valor de voltaje
no compensado en estado estacionario, AVnc ee.

(m) Kp=0, (®) Kp=5-10", (+) Kp=10-10", (0) Kp=15-10", (O0) Kp=20-10"

Tabla 7.1. Valores de la constante de calibracién Kca. bajo control proporcional.

Kp KecaL (HW/mV)

0 0.0240 + 0.0003
5.10° | 0.121 +0.002
10-10° | 0.207 +0.002
15.10° | 0.295 + 0.002
20-10° | 0.384 +0.002

En la Tabla 7.2 se indican los valores de Kca para el microcalorimetro bajo
control proporcional y bajo control proporcional-integral. Se observa como la constante de
calibracién en el control proporcional es decreciente respecto al parametro Kp y s mayor
que la constante de calibracion en el control proporcional-integral, que toma un valor
constante independiente de Kp y K; (aunque este Ultimo parametro de control no se ha

indicado de forma expresa, se utilizaron diferentes valores de K)).

Tabla 7.2. Valores de la constante de calibracién Kca. del microcalorimetro bajo control
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proporcional (P) y bajo control proporcional-integral (PI).

Kp KCeaL (uW/uV) K eaL (RW/pV)
(control P) (control PI)
0 - 1.725 + 0.005
5.107 2.420 + 0.04 1.725 + 0.005
10-10° 2.070 + 0.02 1.720 + 0.005
15.10° 1.965 + 0.015 1.720 + 0.005
20-10° 1.920 + 0.01 1.720 + 0.005

Otras caracteristicas estaticas del dispositivo que hay que determinar son el nivel de

ruido de la sefial de medida y la relacion sefial-ruido. En la Tabla 7.3 se indican los valores

de los niveles de ruido de las diferentes sefiales cuando el mirocalorimetro trabaja bajo

control proporcional y proporcional-integral. Se observa un ligero efecto suavizador del

algoritmo integral. Se ha tomado como valor del nivel de ruido la desviacion tipica de la

sefial durante un periodo de 60 segundos.

Tabla 7.3. Niveles de ruido de las sefiales en el microcalorimetro bajo control proporcional

y bajo control proporcional-integral.

NC sefial no compensada, C sefial compensada

Kp ruidonc (MV) | ruidoc (uV) | ruidoc (uV) | ruido (uW) | ruido (uW)
(control P) (control P) (control PI) (control P) (control PI)
0 6.1 - 0.12 0.15 0.21
5.10° 6.3 0.32 0.28 0.76 0.48
10-10° 7.0 0.70 0.60 1.45 1.03
15-10° 7.1 1.08 0.98 2.09 1.69
20-10° 7.3 1.48 1.36 2.80 2.34

En la Tabla 7.4 se muestran los valores de la relacion sefial-ruido para el sistema

microcalorimétrico operando bajo control proporcional y proporcional-integral. Se ha

utilizado una sefial estandar de 50 uW de potencia constante para su evaluacion y la

relacion sefial-ruido se calcula como el cociente entre el promedio y la desviacién tipica de

la sefial durante un periodo de 60 segundos.

Tabla 7.4. Relacion sefial-ruido de la sefial del microcalorimetro bajo control proporcional

y bajo control proporcional-integral.
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KP SNR50HV\/ SN R50HW
(control P) | (control PI)
0 341.6 230.1
5.10° 65.6 103.5
10-10° 34.5 48.5
15-10° 23.8 29.7
20-10° 17.8 215

7.1.2. Experimentos de calibracion quimica.

Aunque tedricamente las constantes de calibracion determinadas eléctricamente y
quimicamente deben coincidir y el método eléctrico es mas aconsejable que el quimico
porque se ve afectado de menos errores (fundamentalmente, imprecisiones en las
concentraciones de reactivos), es necesario llevar a cabo una determinacion quimica de la
constante de calibracion para comprobar la posible existencia de errores sistematicos en el

procedimiento de medida de calores de reaccion (Wadso, 1997b).

Esta calibracion se suele llevar a cabo mediante pulsos de calor generados
quimicamente. Para ello se acude a reacciones quimicas de las que se conoce con
suficiente precision la entalpia de reaccion. Principalmente, éstas pertenecen a dos tipos
(Barthel, 1975): reacciones de dilucion (ej. sacarosa y KCI), y reacciones de acido-base
(ej. trishidroximetilaminometano THAM vy diversos aminoacidos). De este modo se
dispone de reacciones con valores de entalpia muy diferentes, lo que nos permite realizar
el proceso de calibracion determinando calores de reaccidn que estan dentro del intervalo

de medida correspondiente a las aplicaciones del microcalorimetro.

En nuestro caso se han empleado dos reacciones acido-base: neutralizacion de

NaOH y protonacion de la forma neutra de la Glicina mediante adicion de HCI.

NaOH + HCl — NaCl + H,0  AH = -55.76 KJ/mol
Gly® + HCl — Gly™ +CI- AH = —4.39KJ/mol
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Poseen dos valores de entalpia (Christensen et al., 1976b) que difieren en un orden
de magnitud, de modo que para medir calores pequefios no hay que recurrir a
concentraciones de reactivos o volimenes de inyeccion excesivamente pequefios. En el
primer caso realmente se mide el calor de formacién de agua, ya que es una neutralizacion
de una base fuerte con un acido fuerte, y en el segundo caso se evallUa el calor de
protonacion de la forma neutra zwitterionica de la Glicina que pasa al estado con una carga
positiva. Como reactivo valorante se ha utilizado siempre HCI (disoluciones a partir de
HCI FLUKA 1M) vy los reactivos valorados fueron NaOH (CARLO ERBA) y Glicina
(SIGMA). Debido a que en el procedimiento de calibracion no se debe llegar al punto de

equivalencia, las valoraciones siempre se realizaron la base en exceso.

En los experimentos con Glicina hay que tener la precaucion de establecer las
condiciones iniciales del experimento de forma apropiada. Dado que esta molécula
presenta tres estados ionicos distintos, hay dos reacciones posibles correspondientes a la
protonacion del grupo carboxilo -COO™ y la protonacion del grupo amino -NH,,

respectivamente (Christensen et al., 1976b):

Gly*+HCl - Gly°  pK,=9.55 AH, = —46.48 KJ/mol
Gly° + HCl - Gly"™  pK, =2.36 AH, = —4.39KJ/mol

La reaccion que se utilizd es la segunda, que posee una entalpia un orden de
magnitud menor que la entalpia de la primera. La diferencia entre los valores de pK
correspondiente es grande, lo que nos permite separar ambas reacciones y evitar el posible
error de interferencia mutua; para ello hay que fijar el pH inicial del experimento en un
valor cercano a 6. De este modo, la especie i6nica predominante es la molécula neutra de
Glicina y cualquier adicion de acido provoca la conversion de dicha especie en la forma

cargada positivamente.

El método de operacién seguido en los experimentos de calibracién quimica es el
indicado en la Seccion 3.6. Como la determinacion quimica de la constante de calibracion
es en realidad una comprobacion de la inexistencia de posibles errores sistematicos, sélo se

ha llevado a cabo en un caso concreto: control de compensacién proporcional con Kp=10",
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Este es justamente el valor 6ptimo encontrado para Kp y utilizado en la practica. En la
Figura 7.2 se muestra el resultado de los experimentos de calibracion quimica. El valor de
la constante de calibracion Kca, pendiente de la recta de regresion lineal, es de
0.208+0.002 uW/mV, practicamente igual al que se obtiene a través de la calibracion
eléctrica. Esto indica que no hay errores sistematicos en la evaluacion de calores de

reaccidn (errores en la inyeccion de reactivos y pérdidas de calor).
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Figura 7.2. Calibracién quimica realizada mediante la reacciones de (+) neutralizacion de
NaOH y de (m) protonacion de Glicina.
T=25°C, Control Proporcional Kp=10".

7.2. Dependencia de la constante de calibracion respecto de los

parametros de control y la temperatura.

Una vez determinadas las constantes de calibracién, vamos a hacer uso de los
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resultados obtenidos en el Capitulo 6 para comprobar las predicciones. En las ecs. (6.47) y

(6.102) se indica la dependencia de la constante de calibracion Kca. en el control

proporcional respecto del parametro de control Kp:

1+ aK 1 Vs
Keal = 8P= - +ZEKP
A— A—
Asc A gc

(7.2)

y si se representan los valores de KcaL en funcion de los valores de Kp (véase la Figura

7.3) se observa una buena correlacion lineal, lo que confirma dicho comportamiento.

04 r

K on (BW/MV)
o
N
T
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0 5 10
105K
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15
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Figura 7.3. Dependencia de la constante de calibracion Kca, respecto del parametro de

control Kp (T=25°C).

La pendiente y la ordenada en el origen de la recta de regresion lineal son

justamente las constantes de calibracion K¢ y Knc, cuyos valores son 1.79+0.03 uW/uV 'y

0.027£0.003 pW/mV respectivamente, siendo dichos valores cercanos a los obtenidos

directamente sin recurrir al ajuste lineal presentado aqui (1.720+0.005 pW/uV vy
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0.0240+0.0003 pW/mV).

Segun las ecs. (6.71) y (6.133) la constante K°ca en el control proporcional-
integral debe ser constante independiente de los parametros de control Kp y K|, y debe ser
igual a la constante de calibracion K¢ del control proporcional, que es lo observado
experimentalmente. Ademas, la constante de calibracion K. en el control proporcional
debe ser decreciente respecto de Kp (ecs. (6.49) y (6.103)) y tener un limite, cuando Kp
tiende a +oo, igual a K¢ en los controles proporcional y proporcional-integral o igual a

Kcac en el control proporcional-integral.

1 1+aK
Ko =— 73
A S P
Asc

Si representamos los valores de KCca. en funcion de los valores de Kp (véase la
Figura 7.4) y realizamos un ajuste no lineal de los datos se obtiene un valor limite de

1.7440.01 uW/uV, muy cercano al valor esperado.
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Figura 7.4. Dependencia de la constante de calibracién K¢ca. respecto de Kp (T=25°C).

Finalmente, se llevd a cabo la determinacion de de la constante de calibracion a
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diferentes temperaturas de operacion para comprobar la influencia de éste parametro sobre
el comportamiento del microcalorimetro. En la Figura 7.5 se muestra la dependencia de
dicha constante respecto de la temperatura y en la Tabla 7.5 se indican los valores

correspondientes.

0.220 . , . , . , . ,

0.216

0.212

0.208

Kon (BW/MV)

0.204

0.200 ) 1 ) 1 ) 1 ) 1 )
15 20 25 30 35 40

T (°C)

Figura 7.5. Dependencia de la constante de calibracion Kca, respecto de la temperatura
(Kp=10™).
Tabla 7.5. Valores de KcaL en funcion de la temperatura de operacion del

microcalorimetro.

TEC) | KeaL (WW/mV)
20 0.204 % 0.002
25 0.207 £ 0.002
30 0.2012 + 0.002
35 0.216 % 0.002

Se observa una relacién practicamente lineal entre la constante de calibracion y la
temperatura. EI hecho de que Kca. sea funcion creciente de T se puede justificar mediante
los datos proporcionados por el fabricante (Melcor, 1985), donde se indica que el
rendimiento de las termopilas como elementos refrigeradores aumenta con la temperatura

de operacion. Sin embargo, es mas ilustrativo realizar un sencillo analisis termodinamico
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basico de los elementos Peltier considerados como maquinas térmicas. En esta discusion se
considerara que son maquinas reversibles, aunque no sea exacto, y que, sin pérdida de

generalizacion, se produce un efecto térmico exotérmico en la célula de medida.

La termopilas de los sensores de temperatura de la célula de medida actdan como
un motor térmico que, operando entre dos focos térmicos, célula y foco calorifico,

producen trabajo eléctrico (véase la Figura 7.6).

Foco
Calorifico
To
A

dWNC

Q—>

dQNC

Célulade
Medida

Tsc(t)

Figura 7.6. Esquema de funcionamiento de las termopilas de medida como motor térmico.
Considerando un funcionamiento segun procesos reversibles se puede expresar el
trabajo eléctrico producido, dWyc, en funcion del calor generado por el efecto térmico y

eliminado de la célula de medida, dQnc:

TO
TSC (t)

ATSC (t)
T + AT (1)

dW. = [1— ]dQNC = dQyc (7.4)

donde Ty es la temperatura del foco calorifico, Tsc(t) es la temperatura de la celula de
medida y ATsc(t) es la diferencia entre éstas. Por tanto, el rendimiento de las termopilas
empleadas como sensores de temperatura disminuye conforme aumenta la temperatura To,
que es la temperatura de operacion del microcalorimetro. Esto significa que, para un

mismo calor producido en la célula, la sefial generada es méas pequefia.

La termopilas de compensacion de la célula de medida actian como una maquina
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frigorifica que, operando entre dos focos térmicos, célula y foco calorifico, transfieren
calor desde la célula hasta el foco calorifico consumiendo trabajo eléctrico (véase la
Figura 7.7).

Foco
Calorifico
To
A

dW¢

(947

dQc

Célulade
Medida

Tsc(t)

Figura 7.7. Esquema de funcionamiento de las termopilas de compensacion en la célula de

medida como maquina frigorifica.

Considerando nuevamente un funcionamiento segun procesos reversibles se puede
expresar el calor eliminado de la célula de medida, dQc, en funcion del trabajo consumido,
dWC:

1 T, + AT, (1)
dQ. = — = dW, = -0 3y
c TO © ATsc (t)

T ()

W, (7.5)

de donde se deduce que el rendimiento de las termopilas empleadas en la compensacion en
la célula de medida aumenta conforme aumenta la temperatura To. Por tanto, la eficiencia

del sistema de compensacion también aumenta.
La termopilas de compensacion de la célula de referencia actian como una bomba

térmica que, operando entre dos focos térmicos, célula y foco calorifico, transfieren calor

desde el foco calorifico hasta la celula consumiendo trabajo eléctrico (véase la Figura 7.8).
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Figura 7.8. Esquema de funcionamiento de las termopilas de compensacion en la célula de

referencia como bomba de calor.

Considerando también un funcionamiento segun procesos reversibles se puede
expresar el calor transferido hasta la célula de referencia, dQc, en funcion del trabajo

consumido, dWc:

1 T + AT (1)

d _ dW.. = 0 AN 7.6

=g Wem T o M (76)
Tec (D)

donde Tre(t) es la temperatura de la célula de referencia. De la ec. (7.6) se deduce que el
rendimiento de las termopilas empleadas en la compensacion en la célula de medida
también aumenta conforme aumenta la temperatura To. Esto también colabora en el

aumento de la eficiencia del sistema de compensacion.

De todo esto se deduce que un aumento de la temperatura provoca una disminucion
en la ganacia en estado estacionario y un aumento de la eficiencia del sistema de
compensacion. Estos dos hechos tienen como consecuencia directa un aumento de la
constante de calibracién. También se puede considerar que ésta es una situacion
equivalente a que Kp tome un valor efectivo mayor que el utilizado y, por tanto, la

constante de calibracién aumente.
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7.3. Determinacion de las constantes de tiempo.

La forma genérica de la funcion de transferencia de un sistema lineal autbnomo

causal es la siguiente:

G(s)=K-= =Ky = n>m
(s+p) (1+7;9) (7.7)
i=1 i=1
1
KCAL K_o

Obtenida ya la ganancia en estado estacionario y la constante de calibracion, para
completar la caracterizacion queda la determinacion de las constantes de tiempo. En
nuestro caso n=2 y m=1 cuando el efecto térmico se genera en el conjunto sensor-célula y
m=0 cuando se genera en la muestra. Segun lo discutido anteriormente, la caracterizacion
dindmica debe realizarse mediante experimentos de calibracion eléctricos. Por tanto, la

funcion de transferencia que habra que considerar seré:

1 (1+ z'ss)
Kea (1+7_5)(1+7.59)

Ge(s) = (7.8)

El procedimiento que se debe seguir consiste en generar un efecto térmico
determinado, registrar la respuesta experimental del microcalorimetro y comparar con la
respuesta predicha teéricamente mediante la funcion de transferencia. Hay dos sefiales de
entrada estandar que podemos emplear: paso de potencia y pulso de calor. Aunque el
impulso de calor es muy utilizado en el tratamiento teérico de modelos, no es una sefal
fisicamente realizable y, como consecuencia, no se puede usar en la practica. EI método
aplicado en este trabajo para la determinacion de las constantes de tiempo consiste en
(Dubes et al., 1984):
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1. Generacion eléctrica de un pulso de calor con potencia constante Wy y
anchura A (ec. (5.10)).

2. Registro de la respuesta experimental del microcalorimetro.

3. Regresion no lineal de los datos experimentales empleando la respuesta
tedrica del microcalorimetro (ec. (6.53)) y estimacion de los parametros de

ajuste 14 Yy Ts.

El ajuste no lineal se realiza en el dominio del tiempo para evitar los problemas de
procesamiento de datos que pueden surgir cuando se utilizan sefiales muestreadas en el
dominio de la frecuencia (Oppenheim et al., 1975). Ademas, no hace falta aplicar ningun
tratamiento de datos adicional, sino un simple ajuste. Aunque el dispositivo
microcalorimétrico es un sistema discreto, en la determinacion de las constantes de tiempo
se considera como continuo. Esto es debido a que el comportamiento es similar en ambos
casos (mientras el sistema esté en la region de estabilidad y no oscilacion) y la respuesta
del sistema es totalmente equivalente (idéntica, si se utiliza el método de dicretizacion de
respuesta impulso invariante, o un poco mas complicada, si se utiliza el metodo de

discretizacion de respuesta paso invariante).

Existe una gran variedad de métodos de caracterizacion e identificacion
desarrollados para su aplicacion en microcalorimetria (Randzio, 1978; Schoborn, 1983;
Ortin et al., 1983; Ortin et al., 1984b; Cesari et al., 1984; Gaillard, 1985; Rey, 1985a;
Rey, 1989; Lopez Mayorga et al., 1987; Rodriguez de Rivera et al., 1989; Ldblich, 1994a;
Loblich, 1994b), pero se ha considerado que el que se ha empleado en este trabajo es mas
rapido, proporciona mas informacion y esta afectado de un menor numero de fuentes de
error que la mayoria de los existentes en la bibliografia. Ademas, trabaja directamente con

los datos experimentales en el dominio del tiempo y no requiere tratamiento de datos.
En la Figura 7.9 se muestra una respuesta pulso del microcalorimetro y el ajuste de

los datos experimentales. Se observa un acuerdo excelente entre el comportamiento real y

el predicho con ayuda del modelo.
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Figura 7.9 . Ajuste no lineal de la respuesta del microcalorimetro (Kp=10") a un pulso de

potencia de 10 s de duracion.

Es importante sefialar que el problema planteado anteriormente sobre la posible
incorrecion de una caracterizacion del dispositivo mediante experimentos de calibracién
eléctricos seria debido a la utilizacion de un modelo incorrecto del microcalorimetro. El
modelo mas simple supone que el instrumento se comporta como una sucesion de
elementos de retraso caracterizados por las correspondientes constantes de tiempo. Esta
concepcion simple no considera las diferentes localizaciones posibles del efecto térmico ni
los distintos caminos seguidos por el flujo de calor; la funcion de transferencia
correspondiente Unicamente contiene polos, no posee ceros. Es decir, para un efecto
térmico generado en el elemento sensor-célula se considera una funcién de transferencia
igual que para un efecto térmico generado en la muestra, siendo el comportamiento
observado distinto en ambas situaciones. El resultado de todo esto es que cuando se intenta
realizar una caracterizacion eléctrica del microcalorimetro se produce una subestimacion
de las constantes de tiempo. En la Figura 7.10 se muestra el resultado de utilizar la funcién
de transferencia incorrecta. Cuando la respuesta a un pulso generado eléctricamente se
intenta ajustar mediante la funcidn de transferencia correspondiente a un efecto térmico
generado en la muestra se obtiene un ajuste que claramente no es significativo (X2(145,0.05)

es 177 (Pollard, 1977)) y que produce valores de las constantes de tiempo mucho menores
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que los verdaderos (véase la Tabla 7.6) . Se comprueba como la introduccion del cero en la
funcion de transferencia permite reproducir de forma satisfactoria la respuesta del

microcalorimetro.

500 |- A -

400 -

100 -

< @n-’alfn{ﬁn’.,
OSSO

500 -

400

(mV)

AV

100

t(s)

Figura 7.10. Respuestas del microcalorimetro (Kp=10") a un pulso de potencia de 10 s de
duracion y ajustes no lineales utilizando la funcion de transferencia que no contiene ningun
cero (A) y utilizando la funcién de transferencia que contiene un cero (B). Nimero de
datos: 149.
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Tabla 7.6. Valores de las constantes de tiempo obtenidos mediante ajuste con la funcion de

transferencia que no contiene ningtn cero y con la que contiene un cero (Kp=10").

2 Polosy 1 Cero | 2 Polos
. (S) 26+ 1 6.7+0.2
T+ (S) 3.7+0.1 00+0.1
s (S) 16+1 -
y2 69 365

Una posible solucion para este problema consiste en considerar que la respuesta
paso del microcalorimetro se puede expresar de la siguiente forma general (Gaillard,
1985):

AV@a)zkf(i+Aﬁ7%~+A@7@j (7.9)

CAL
donde incluso se pueden considerar términos adicionales que contengan diferentes
constantes de tiempo y realizar con esta ecuacion el ajuste no lineal de la respuesta del
microcalorimetro a un paso de potencia. Sin embargo, esto presenta importantes

desventajas:

e Introduce un parametro de ajuste mas en el tratamiento.
¢ No se conoce el significado de los pardmetros A;.
¢ No aporta una base que permita demostrar que las constantes de tiempo en un

experimento de calibracion eléctrica y en un experimento quimico son iguales.

Hay que recordar que las constantes de tiempo determinadas deben ser verdaderas
constantes de tiempo y no meros parametros indicativos tales como el tiempo de subida o
el tiempo de establecimiento. De este modo, permiten una mejor descripcion del

dispositivo y se pueden utilizar en los métodos de deconvolucion o correcion dindmica.
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7.4. Dependencia de las constantes de tiempo respecto de los parametros

de control.

En la Figura 7.11 se muestran dos respuestas pulso del microcalorimetro y los
ajustes correspondientes para diferentes valores de Kp. EI comportamiento y los valores de
las constantes de tiempo en funcion de Kp, es decir, de la eficiencia de compensacion, se
indican en la Figura 7.12 y en la Tabla 7.7. Se puede observar una adecuacion excelente

del modelo fisico-matematico como representacion del sistema microcalorimétrico real.
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Figura 7.11. Respuesta experimental del microcalorimetro a un pulso de potencia de 10 s
de duracion y ajustes no lineales mediante la (ec. 6.53).
(A) Kp=5-10", (B) Kp=20-10"

T T T T T
120 ] -
100 - .
80 .
@ 60 .
- L |
40 |- .
o .\. 4
_
20 - ° ° ° ° T
L A, . K |
0 - -
| ' | ' | ' | ' |
0 5 10 15 20
105K
P

Figura 7.12. Comportamiento de las constantes de tiempo en funcion de la eficacia del

sistema de compensacion.
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Tabla 7.7. Valores estimados de las constantes de tiempo del microcalorimetro.

Kp=0 Kp=5-10" | Kp=10-10" | Kp=20-10"
T.(s) | 120+1 | 32.7+0.6 | 26.4+05 22+1
t.(s) | 81+03 | 54+01 | 38+01 | 25+0.1
15(5) | 16.2+0.6 | 163+0.4 | 158+0.5 16+1

Ademas, se confirma la prediccion de que las constantes de tiempo 1. y 1. son
funciones decrecientes respecto del parametro Kp. Por otra parte, el valor del cero, -z, 0 de
su constante de tiempo asociadada, ts, mantiene un valor constante para todos los ajustes.
Con un modelo del microcalorimetro de elementos no interactuantes el resultado que se
obtendria seria bastante diferente: una constante de tiempo no variaria y otra decreceria
con el aumento de Kp, que no es lo observado. Solo queda puntualizar que la
caracterizacion mediante experimentos de calibracion eléctrica del microcalorimetro
permite obtener de forma directa mas informacion, ya que se se puede evaluar de forma
explicita el tiempo de relajacion térmica del elemento muestra, ts.

En la ec. (6.26) se establece que el producto de las constantes de tiempo por la
constante de calibracion debe mantenerse invariante independientemente del valor que
asignemos a Kp, es decir, de la eficacia del sistema de compensacion. En la Tabla 7.8 se

presentan los valores de tal producto y se observa que es practicamente constante.

Tabla 7.8. Valores del producto z.zKca. en funcion del parametro Kp.

Kp t1:Kear (SSpW/mV)
0 23+1
5.10° 21+1
10-10° 21+1
20-10° 21+2

A partir de todos los resultados que proporciona la caracterizacion del dispositivo
microcalorimétrico se pueden evaluar todos los parametros instrumentales del dispositivo

microcalorimétrico. En la Tabla 7.9 se indican los valores de los siguientes parametros: los
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coeficientes Peltier y Seebeck de una union simple semiconductora de las termopilas
empleadas como sensores de temperatura y actuadores de compensacién de potencia, nt; Y
€1; del pardmetro adimensional del microcalorimetro, a; de los coeficientes de
transferencia de calor, as y asc; de las capacidades calorificas de los elementos muestra y
sensor-célula, Cs y Csc; y de los tiempos de relajacion térmica de los elementos muestra y

sensor-célula, ts y tsc. Todos estos valores corresponden a una temperatura de 25°C.

Tabla 7.9. Parametros instrumentales del microcalorimetro (25°C).
1 120+ 4 mV
g | 400+ 10 uV/K
a 66000
os 1.31 WIK

olsc 0.58 W/K

Cs 20.9 J/IK
Csc 35.0 /K
Ts 16s

Tsc 61s

Hay que destacar que en la bibliografia se indican valores de 120 mV y 400 uV/K
(20°C) para los coeficientes Peltier y Seebeck de una union semiconductora de las mismas

caracteristicas que la empleada en este dispositivo.

Con ayuda de estos resultados numéricos se puede analizar la influencia de la
organizacién de las termopilas de medida sobre el funcionamiento del dispositivo. Tal
como se indico en la descripcién del dispositivo, en cada célula se utilizan 8 termopilas de
medida que se disponen térmicamente en paralelo. Dos posibles modificaciones son la
disposicion térmicamente en serie y la utilizaciébn de mayor numero de termopilas.
Teniendo en cuenta la ecuacion caracteristica del microcalorimetro bajo control
proporcional (ec. (6.32)), la expresion de la ganancia en estado estacionario (ec. (6.25)) los
valores de los pardmetros de la Tabla 7.9 y las ecuaciones elementales sobre transferencia

de calor por conduccion, se pueden evaluar las constantes de tiempo y la ganancia en
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estado estacionario del microcalorimetro segun el nimero y la organizacion espacial de las

termopilas. Se comprueba que:

e La asociacion en serie practicamente aumenta al doble la ganancia en estado
estacionario, por lo que la relacion sefial-ruido se mejora. Sin embargo, las
constantes de tiempo aumentan tanto que el comportamiento transitorio se
empeora. Aumenta la sensibilidad estatica, pero se reduce drasticamente la

sensibilidad dinamica (véase la Figura 7.13 y la Tabla 7.10).

e La adicion de mas termopilas como sensores de medida no altera la ganancia en
estado estacionario, pero reduce las constantes de tiempo. De este modo si se
mejora la respuesta del dispositivo y aumenta la sensibilidad dinamica (véase la
Figura 7.13 y la Tabla 7.10).

Sin embargo, estas diferencias se reducen en cuanto la eficacia del sistema de

compensacion es suficientemente elevada (vease la Tabla 7.10).

T T T T T T
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O 16x1
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Figura 7.13. Efecto de la disposicion y nimero de las termopilas de medida sobre la
respuesta paso (sensibilidad estatica) y la respuesta pulso (sensibilidad dindmica) del

microcalorimetro bajo control nulo.
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(A) respuesta paso, (B) respuesta impulso, (C) respuesta pulso

Tabla 7.10. Influencia de la disposicidon y nimero de las termopilas de medida sobre las

constantes de tiempo y la ganancia en estado estacionario del microcalorimetro.

8x1: 8 termopilas en paralelo; 16x1: 16 termopilas en paralelo; 8x2: 16 termopilas en serie dos a dos.
Ke | Disposicion | t.(s) | t+(s) | Ko (VIW) | KcaL (W/mV)
8x1 104 9 37369 0.0267
0 16x1 81 11 37704 0.0265
8x2 304 12 73387 0.0136
8x1 23 6 4860 0.206
10 16x1 20 | 6 4860 0.206
8x2 28 9 5190 0.193

7.5. Indices de eficiencia de compensacion.

Para finalizar la caracterizacion vamos a determinar los indices de eficiencia del
sistema de compensacion del microcalorimétrico: fraccion de potencia compensada y
fraccion de potencia no compensada. En el Capitulo 6 se comprobo que la fraccion no
compensada coincide con el error de posicion en estado estacionario. En la Figura 7.14 se
muestra la evolucion de las fracciones compensada y no compensada en funcién del valor
del parametro de control Kp y en la Tabla 7.11 se indican los valores concretos de estos

indices.
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Figura 7.14. Fracciones de potencia compensada y no compensada del microcalorimetro

bajo control proporcional en funcion del parametro Kp.

(m) Nnc, (@) e

Tabla 7.11. Valores de las fracciones de potencia compensada y no compensada del

microcalorimetro bajo control proporcional.

Ke nne ne

0 1 0
5.107 0.20 + 0.02 0.80 + 0.02
10-10° 0.12 +0.02 0.88 + 0.02
15.10° 0.08 + 0.02 0.92 +0.02
20-10° 0.06 + 0.02 0.94 +0.02

Bajo control proporcional es imposible alcanzar una eficacia mayor del 95%, ya
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que el sistema se vuelve oscilante e inestable cuando Kp es mayor que 1073, Sin embargo,
en el microcalorimetro bajo control proporcional-integral si se alcanza una eficiencia
méaxima del 100%. Es mas, con este control siempre se trabaja en condiciones de maxima

eficiencia, independientemente de los valores de los parametros de control, Kp y K.

Otros indices de eficiencia son la sensibilidad dinamica y la sensibilidad dindmica
especifica. En el Capitulo 3 se menciono que tienen valores de 10-20 ucal y 2-4 pcal/ml,
respectivamente, alcanzandose con el control proporcional-integral una sensibilidad mayor

que con el control proporcional puro.
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8. EXPERIMENTOS PREVIOS DE COMPROBACION.

Una vez caracterizado el microcalorimetro, en este Capitulo se presentan dos
experimentos cuya finalidad es comprobar la fiabilidad de los datos sobre las magnitudes
termodinamicas obtenidas con dicho dispositivo. Como experimentos tipicos se han
elegido las reacciones de protonacion de dos ribonucleodsidos: citidina y adenosina. La

estructura molecular de la citidina y de la adenosina se muestra en la Figura 8.1.

2' 3
OH OH

Figura 8.1. Estructura molecular de los ribonucledsidos citidina (4-amino-2-hidroxi-1-

ribofuranosilo) y adenosina (6-amino-9-ribofuranosilo).

En la bibliografia se puede encontrar una extensiva caracterizacion termodinamica
de la protonacién de estos dos ribonucledsidos (Christensen et al., 1962; Christensen et
al., 1967; Christensen et al., 1970a; Christensen et al., 1970b; Christensen et al., 1976b).
En las Tablas 8.1 y 8.2 se indican los valores de las magnitudes termodinamicas de la
protonacion de citidina y adenosina determinadas mediante calorimetria en otros trabajos.

Unicamente se han considerado aquellos datos correspondientes a las mismas condiciones
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experimentales que se han utilizado en nuestros experimentos (T=25°C y u=0).

Tabla 8.1. Magnitudes termodinadmicas de la protonacion de citidina (T=25°C y u=0).

Tabla 8.1. Magnitudes termodinamicas de la protonacion de adenosina (T=25°C y u=0).

pK AH kcal/mol AS cal/mol K
-4.08 -4.47 3.9
-4.08 -5.11 1.5
-12.24 -10.7 20.2
-12.5 -10.3 22.9

pK AH kcal/mol AS cal/mol K
-3.5 -3.1 5.7
-3.50 -3.91 2.92

-12.34 -8.4 28.3
-12.35 -9.7 23.9

Los valores de pK menores se asignan a la protonacion del grupo N3 y del grupo N;
en la molécula de citidina y de adenosina, respectivamente; los pK mayores se asignan a la
protonacion del grupo 2-OH de la ribosa en ambas moléculas. En cada molécula los
valores de pK de los grupos protonables son muy diferentes, por lo que es posible estudiar
separadamente la protonacion de cada grupo. En los experimentos realizados se ha fijado
un pH inicial 7, de modo que la especie predominante es la forma neutra de ambas
moléculas y ante cualquier adicién de HCI (disolucion madre 1M, FLUKA) se protonaré el

grupo N3y el grupo N, respectivamente.

Citidina(N,) + HCI — Citidina(N,-H") + CI°
Adenosina(N,) + HCI — Adenosina(N,-H") + CI°

La curva de valoracion tedrica de calor acumulado, Q, en funcion de la
concentracion total de reactivo valorante afiadido, [HCI]y, se calcula mediante la ecuacion

siguiente (Freire et al., 1990):
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_VAH(

Q 1+ K[HCI], +nK[M ], - /@+K[HCI], +nK[M]; ) —4nK2[M]T[HCI]T)

(8.1)

donde V es el volumen de la disolucion valorada teniendo en cuenta el débil efecto de
dilucion producido en cada inyeccion, AH (Kcal / mol H* unido) es la entalpia de reaccidn,
K es la constante de equilibrio de la reaccién, n es el nimero de sitios de unidn
independientes que intervienen en la reaccion, [HCI]t es la concentracion total de reactivo
valorante afiadido, [M]r es la concentracion de reactivo valorado (citidina o adenosina) y n
es el nimero de sistios por molécula de reactivo valorado que intervienen en la reaccion.
En nuestro caso n=1, ya que segun las condiciones experimentales s6lo hay un grupo

protonable para las moléculas de citidina y adenosina en el intervalo de pH recorrido.

La curva de valoracion teérica de calor diferencial, dQ/d[HCI]t, en funcién de la

concentracion total de reactivo valorante afiadido se obtiene mediante esta otra ecuacion:

dQ _VAH[ 1+ K[HCI], -nK[M], ©2)
dHCl 2 |7 @+ K[HCI] +nK[M], f - ank2[M ], [HCl ], |

que es la funcion derivada de la funcién de calor acumulado indicada en la ec. (8.1).

Citidina

En la Figura 8.2 se muestra una valoracion microcalorimétrica de citidina,
realizada segun el protocolo detallado en el Capitulo 3, en las condiciones experimentales
indicadas. La duracion del termograma es de 45 minutos y el tiempo de equilibrado
térmico es de 1 hora, por lo que en menos de 2 horas se puede obtener una curva de

valoracion microcalorimétrica completa.
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Figura 8.2. Valoracion microcalorimétrica de citidina.
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Figura 8.3. Calor diferencial de reaccion de protonacion de citidina en funcion de la
concentracion total de reactivo valorante. (@) datos experimentales, (O) datos calculados
segun Christensen et al., 1970a, (—) ajuste segun la ec. (8.2).

[Cit] = 262 uM; [HCI] = 50 mM; Vo= 5 ml; v = 10 ul; pH inicial = 7; Kp = 10 ¢ = 3.1
donde [Cit] es la concentracion inicial de citidina, [HCI] es la concentracion de &cido

clorhidrico que se utiliza como valorante, V, es el volumen inicial de la disolucion de
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citidina que se va a valorar, v es el volumen de inyeccion y Kp es el valor del parametro del
control proporcional. Se ha empleado una concentracion inicial de citidina apropiada para
que el parametro c=K[Cit] (adimensional) no tenga un valor demasiado pequefio y se
pueda obtener informacion de la curva de valoracion (Wiseman et al., 1989). En la Figura
8.3 se puede ver el resultado de la valoracién microcalorimétrica de citidina. En ella se
representa el calor diferencial de reaccion experimental y calculado en funcion de la
concentracion total de reactivo valorante afiadido. Los datos calculados corresponden a un
valor de entalpia de protonacién de -5.11 Kcal/mol y un valor de pK de protonacién de -
4.08 (Christensen et al., 1970a). Se observa un excelente acuerdo entre el resultado
experimental y el resultado teoérico, excepto en el primer punto. Esto es debido a un
proceso de difusion y mezclado de reactivos durante el tiempo requerido para equilibrar
térmicamente el microcalorimetro y alcanzar la linea base (1 hora). Este efecto dependera
del tiempo de equilibrado necesario y del coeficiente de difusion de los reactivos. A la hora
de obtener informacién de la curva de valoracion no se tendrd en cuenta el primer dato y

no se podré hacer uso de la curva de valoracion de calor acumulado.

En la Figura 8.3 la curva de trazo continuo representa el ajuste de los datos
experimentales segun la ec. (8.2) considerando n, Ky AH como pardmetros ajustables. En
la Tabla 8.3 se muestra el resultado de dicho ajuste y se observa un buen acuerdo entre los
valores obtenidos y los encontrados en la bibliografia. La pequefia discrepancia parece
deberse en parte al método de ajuste, pues si se ajusta mediante la ec. (8.2) la curva de
valoracion de calor diferencial calculada no se obtienen los valores exactos de los
parametros termodinamicos, mientras que si se ajusta mediante la ec. (8.1) la curva de
valoracion de calor acumulado calculada si se obtienen valores correctos. A pesar de esto,
para el ajuste de datos experimentales debe emplearse el analisis de los calores

individuales, lo que evita la propagacion de errores accidentales o sistematicos.

Tabla 8.4. Valores experimentales de los parametros termodindmicos de la protonacion del

grupo N3 de la citidina.

241



n 1.11 + 0.04
pK 411+ 0.12
AH kcal/mol -54+ 0.3
AG kcal/mol -5.61+ 0.03
AS cal/mol K 071
x° 0.01375

Adenosina

En la Figura 8.4 se muestra el resultado de una valoracion microcalorimétrica de
adenosina, realizada segun el protocolo detallado en el Capitulo 3, en las condiciones
experimentales indicadas. En la Figura 8.4 se representa el calor diferencial de reaccion
experimental y calculado (Christensen et al., 1970b) en funcion de la concentracion total
de reactivo valorante afiadido. La curva calculada corresponde a un valor de entalpia de
protonacion de -3.91 kcal/mol y un valor de pK de protonacion de -3.50 (Christensen et
al., 1970b). Se observa una excelente acuerdo entra el resultado experimental y calculado,
excepto en el primer punto. Igual que en el caso de la citidina, a la hora de obtener

informacion de la curva de valoracion no se tendra en cuenta el primer dato y no se podra

hacer uso de la curva de valoracion de calor acumulado.
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Figura 8.4. Calor diferencial de reaccion de protonacion de adenosina en funcién de la
concentracion total de reactivo valorante. (@) datos experimentales, (O) datos calculados
segun Christensen et al., 1970b, (—) ajuste segun la ec. (8.2).

[Aden] = 1.045 mM; [HCI] = 75 mM; Vo=5ml; v =10 ul; pH inicial = 7; Kp = 10*:
c=33

donde [Aden] es la concentracion inicial de adenosina. Se ha empleado una concentracion
inicial de citidina apropiada para que el parametro c=K[Aden] no tenga un valor demasiado

pequefio y se pueda obtener informacion de la curva de valoracion.

En la Figura 8.4 también se presenta el ajuste de los datos experimentales segln la
ec. (8.2) considerando n, Ky AH como parametros ajustables. En la Tabla 8.4 se muestra
el resultado de dicho ajuste y se observa un buen acuerdo entre los valores obtenidos y los
encontrados en la bibliografia. La concordancia es mejor que en la valoracion de citidina y
es debido a dos razones: se dispone de mas datos experimentales y la curva de valoracion
estd mejor definida (el parametro c=K[M] es mayor en la valoracién de adenosina).

Nuevamente, la pequefia discrepancia se debe al método de ajuste.

Tabla 8.4. Valores experimentales de los parametros termodindmicos de la protonacién de

243



la posicion N; de la adenosina.

n 1.04 + 0.02
pK -3.51+ 0.09
AH kcal/mol -4.04 + 0.09
AG kcal/mol -4.78 + 0.02
AS cal/mol K 25+04
v 0.01612

Se desprende de estos experimentos que las magnitudes termodindmicas
caracteristicas de un proceso obtenidas mediante el microcalorimetro presentado en este
trabajo de investigacion son datos muy fiables. A la hora de discutir las pequefias
discrepancias entre los datos experimentales y los datos bibliograficos hay que tener en
cuenta que éstos ultimos fueron determinados utilizando un calorimetro de valoracion
continua (Christensen et al., 1962; Christensen et al., 1967; Christensen et al., 1970a;
Christensen et al., 1970b), donde hay numerosas fuentes de error que deben ser corregidas.
Por ultimo, sélo queda sefialar que este tipo de experimentos de comprobacién no son
imprescindibles si se ha realizado una caracterizacion precisa del dispositivo empleando
experimentos eléctricos y quimicos. Sin embargo, puede ser conveniente considerar este
tipo de experimentos para eliminar, o por lo menos detectar, las posibles fuentes de errores
sistematicos que pudieran surgir en el procedimiento seguido en un experimento quimico

completo.
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9. CALORIMETRIA DE ADSORCION DE PROTEINAS.

9.1. Introduccion.

9.1.1. Generalidades.

Las moléculas de proteina son co-polimeros de unos 20 aminoécidos diferentes
unidos entre si por enlaces covalentes (enlaces peptidicos) de modo que constituyen una
cadena lineal denominada cadena polipeptidica. Presentan comportamientos muy

diferentes dependiendo de su estructura molecular. Se distinguen cuatro niveles de

estructura:

Estructura primaria Secuencia lineal de amino&cidos; es decir, composicion
quimica y orden de los constituyentes.

Estructura secundaria Disposicion espacial de porciones particulares de la cadena
polipeptidica (hélice-a, lamina-B, cadena aleatoria).

Estructura terciaria Disposicidn espacial de todas las estructuras secundarias de
una cadena polipeptidica.

Estructura cuaternaria Disposicion espacial de todas las cadena polipeptidicas que

constituyen la molécula de proteina completa y activa.
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La estructura primaria contiene la informacion estructural completa y, por lo tanto,
determina la estructura tridimensional final que adopta la molécula completa de proteina
(Afinsen, 1973), que se denomina conformacion: estructura global de la molécula de
proteina considerando conjuntamente los cuatro niveles de estructuracion. Una molécula
de proteina no posee una conformacion fija y estatica. Debido al desorden térmico se
originan fluctuaciones en su estructura, de forma que se producen transiciones
continuamente entre distintas conformaciones (microestados) y se puede hablar de una
conformacién dinamica promedio o tipica de dicha molécula (macroestado). Esta
conformacién predominante depende del ambiente que rodea a la molécula de proteina. En
concreto, las principales caracteristicas del medio que condicionan la conformacion de una
molécula proteica son: pH, fuerza idnica, temperatura y composicion quimica. Un ejemplo
se encuentra en la desnaturalizacion (pérdida de estructuracion) de una proteina en estado
nativo inducida por variacion de la temperatura: a temperaturas moderadas la
conformacién mas estable es la del estado nativo y conforme aumenta la temperatura llega
una momento en que la intensidad de las fluctuaciones estructurales alcanza un maximo de
forma que a temperaturas mayores la conformacion mas estable es la del estado

desnaturalizado.

Segun la conformacion general, se consideran dos grupos fundamentales de

proteinas:

e Fibrosas
Moléculas constituidas por cadenas polipeptidicas que se disponen paralelamente
segun una direccion determinada formando fibras o laminas. En general, son
insolubles en agua o en disoluciones salinas diluidas y su funcion biolégica es méas

estructural y/o mecanica que bioquimica.

e Globulares
Moléculas constituidas por cadenas polipeptidicas plegadas de modo que adoptan
una forma esferoidal compacta presentando una elevada densidad de
empaquetamiento con multiples contactos de van der Waals. En general, son

solubles en medio acuoso, predominando los aminoacidos de cadena lateral polar
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en su superficie. Intervienen en un amplio espectro de procesos bioguimicos tales
como reacciones enzimaticas, identificaciobn de antigenos por anticuerpos,

interacciones hormona-receptor, etc.

Mencion aparte merecen las proteinas de membrana, especialmente las conocidas
como proteinas intrinsecas que juegan un papel central en el transporte activo a través de

las membranas celulares.

Existe una intima relacion entre conformacion y funcion biologica de una proteina.
La conformacion determina sus caracteristicas fisico-quimicas y la funcion biolégica que
pudiese desempefiar dicha molécula depende de su adaptacion al ambiente y de su
adecuacion a una tarea especifica, siendo determinantes para ello tales propiedades fisico-
quimicas. Ademas, se ha comprobado que variaciones en la conformacion provocan una

alteracion de su funcion.

Considerada la molécula proteica como un sistema termodinamico, su
conformacién en unas condiciones determinadas debe ser aquella que estd mas favorecida
termodinamicamente (Gutte et al., 1969; Afinsen et al., 1975). En este punto hay que tener
en cuenta que las interacciones intramoleculares existentes entre los aminoacidos
constituyentes y las interacciones entre la proteina y el medio externo son las que
determinan la conformacion mas estable de la molécula. Cada conformacion tiene asociada
una energia conformacional que es la energia global debida a las interacciones
mencionadas anteriormente y la conformacion predominante en unas condiciones dadas es
la que corresponde a un minimo energético. De esto se deduce que si se alteran de alguna
manera estas interacciones o existe la posibilidad de alcanzar un estado de menor energia,
la molécula proteica cambiara su conformacion. Si ademas se considera que las
interacciones implicadas pueden tener efectos opuestos compensatorios, es probable que la
conformacién mas estable lo sea de un modo marginal y muy sensible a los factores
ambientales. Es conveniente mencionar brevemente qué interacciones intramoleculares no
covalentes y entre la molécula y su entorno son las que hacen posible que una molécula de
proteina adopte la existencia de una estructura ordenada (aperiddica).

Las principales fuerzas no covalentes, cuyo papel e importancia en la estabilidad de
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las proteinas ha sido y ain sigue siendo motivo de controversia (Kollman, 1977; Dill,
1990; Makhatadze et al., 1995), son:

e Enlace de hidrogeno (Pimentel et al., 1971; Taylor et al., 1977; Ippolito et al.,
1990).

e Interaccion de van der Waals (Bondi, 1964; Israelachvili, 1982; Buckingham et
al., 1988).

e Interaccion hidrofdbica (Pratt et al., 1977; Baldwin, 1986; Privalov et al., 1988;
Privalov et al., 1989; Muller, 1990).

e Interaccion electrostatica (Warshel et al., 1984; Matthew, 1985; Rogers, 1986;
Harvey, 1989; Sharp et al., 1990).

En la Tabla 9.1 se indica para cada tipo de interaccién no covalente el signo
correspondiente de la contribucion entalpica y entrdpica a la variacion de energia de Gibbs

asociada, es decir, se indica si esta dirigida entalpicamente o entropicamente.

Tabla 9.1. Contribucion a la energia de Gibbs conformacional de las distintas interacciones

no covalentes.

AH | AS | AG

enlace de hidrogeno <0 | <0 | <0 | Interacciones

interaccion de van der Waals | <0 | <0 | <0 entalpicas

interaccion culombiana >0 | >0 | <O | Interacciones

interaccion hidrofébica >0 | >0 | <0 entrépicas

Todos estos tipos de interacciones participan en la formacion de una estructura
estable de la molécula de proteina en disolucion. Pero también estas fuerzas juegan un
papel importante en las interacciones intermoleculares entre proteinas. Asi, determinan la
solubilidad y la estabilidad frente a la agregacion y la asociacion supramolecular de las
moléculas de proteina.

Es conveniente recordar que, ademas de las anteriores, existe un tipo de enlace
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covalente que se establece entre dos residuos de cisteina, conocido como puente disulfuro
y que tiene una importancia en la consecucion de la conformacidén mas estable. Este enlace
restringe de forma determinante el nimero de conformaciones espaciales posibles y es
responsable en gran medida de la interrelacion espacial de estructuras secundarias en la
molécula proteica. Esto es debido a que el enlace disulfuro se puede establecer entre dos

cisteinas que estan bastante separadas en la secuencia peptidica lineal.

9.1.2. Proteinas en interfases.

Las moléculas de proteina en disolucion se adsorben practicamente en cualquier
interfase, debido sobre todo, entre otras causas, a su caracter anfifilico. El estudio del
fendmeno de la adsorcion tiene un interés basico: es un problema teorico y experimental
atractivo y dificil, donde tienen lugar diversos fendmenos simultaneamente cuyos efectos

individuales pueden llegar a ser contrapuestos.

En la naturaleza el comportamiento de una proteina en una interfase es de una
enorme importancia. En el proceso de depdsito de materia organica sobre una superficie, la
adsorcion de proteinas es quiza el mas rapido y condiciona la sushiguiente deposicion o
adsorciéon de otros constituyentes. Como ejemplo tipico se puede mencionar que la
adsorcion de proteinas sanguineas es la primera etapa en el proceso global de la formacion
de un trombo en un vaso sanguineo, ya que facilitan la adhesion posterior de plaquetas.
También la adsorcion de proteinas en una interfase es crucial en procesos bioquimicos y
fisiologicos en los organismos. Por ejemplo, la actuacion de enzimas sobre determinados
sustratos o el acoplamiento de hormonas sobre sus receptores van precedidas de un
proceso de adsorcion de tales biomoléculas en una interfase concreta (ej. lipasas se
adsorben sobre la superficie de particulas constituidas por grasas en suspension). También
es conocido el hecho de que la posibilidad de vida bacteriana en una interfase esta
condicionada por el proceso de adsorcion previo de enzimas extracelulares.

Por otra parte es innegable el interés aplicado de los procesos de adsorcidon de

macromoléculas en el campo industrial y biotecnoldgico. Podemos enumerar algunos
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ejemplos:

emulsiones y dispersiones coloidales estabilizadas mediante macromoléculas
adsorbidas en la superficie de las particulas en la industria alimentaria,

farmacéutica y cosmeética.

separacion y purificacion de constituyentes en una suspension (ej. columnas de

separacion de proteinas).

biocompatibilidad de implantes, protesis y material quirtrgico, que depende
directamente de la capacidad de tales materiales de prevenir o favorecer la

adsorcion de determinadas proteinas.

biosensores y kits de inmunodiagndstico, donde se emplean dispersiones de
particulas que portan anticuerpos y que permitan amplificar y hacer mas

facilmente detectable la reaccién antigeno-anticuerpo.

inmovilizacion de enzimas en procesos industriales y clinicos, lo que supone una

gran ventaja, sobre todo por la posibilidad de una reutilizacion coémoda.

No solo es interesante conocer y poder controlar las condiciones en que se favorece

o dificulta la adsorcion de proteina en una interfase. También es esencial poder evaluar la

magnitud

de los posibles cambios conformacionales o alteraciones estructurales que sufre

la molécula adsorbida. No hay que perder de vista que estructura y funcion bioldgica son

dos aspectos intimamente relacionados en una molécula proteica.

El

proceso de adsorcion esta caracterizado por el valor de la variacion de la energia

de Gibbs en tal proceso, AapsG, que posee un valor negativo considerable por tratarse de

un fendmeno espontaneo y con elevada afinidad:

AppsG =ApsH —TA ;S <0 (9.1)
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Con frecuencia la adsorcion de proteinas no es un proceso reversible. En general,
no se observa desorcién frente a dilucién, aunque a veces si ante un cambio de pH o de
fuerza idnica, siendo la cantidad desorbida dependiente de la cantidad adsorbida (Bagchi et
al., 1981b; Ortega Vinuesa et al., 1993; Galisteo et al., 1994a; Galisteo et al., 1995c).
Incluso cuando existe desorcion, la conformacion de la proteina nativa en disolucion es
diferente de la proteina desorbida, dependiendo de la estabilidad estructural de la molécula
en disolucion (Norde et al., 1992a; Norde, 1992c; Norde et al., 1986). Consecuentemente,
no se puede utilizar la termodinadmica clasica del equilibrio para obtener los valores de las
variaciones de los potenciales termodinamicos en el proceso de adsorcion a partir de la
evaluacion de la constante de equilibrio. Esto provoca que en la mayoria de los casos el
estudio termodindmico Unicamente se pueda abordar mediante la determinacion
independiente de la entalpia de adsorcion, AapsH, y de la entropia de adsorcion, AapsS. Por
ser esta Ultima una magnitud cuya cuantificacion es extremadamente complicada dadas las
caracteristicas de los sistemas implicados, el enfoque mas directo descansa sobre la
determinacion de AapsH. El valor de esta magnitud y su dependencia frente a los factores
que afectan al proceso de adsorcion (pH, fuerza ionica, temperatura, estado electroquimico
de la interfase y de la proteina, hidrofobicidad y heterogeneidad de la superficie adsorbente
y de la superficie proteica) puede ayudar a comprender mejor el proceso de adsorcion vy las
interacciones subyacentes en dicho fendmeno. En este trabajo se ha estudiado la influencia
del pH, la fuerza ionica, la temperatura y las caracteristicas de la interfase sobre la
adsorciéon de Mioglobina en dicha interfase. Las magnitudes fundamentales en las que se
basa el analisis son la cantidad adsorbida (isoterma de adsorcion) y la entalpia molar de

adsorcion.

En este trabajo de investigacion se han considerado Unicamente interfases sélido-
liquido en las cuales se estudiara el fendmeno de la adsorcion de moléculas proteicas,
siendo la fase liquida un medio acuoso. Al ser las proteinas moléculas anfifilicas,
presentando regiones en que predomina el caracter polar o apolar, cuando se encuentran
con una interfase tienden a acumularse en dicha discontinuidad. Como la molécula de
proteina tiene un tamafio mucho mayor que el de la molécula de agua, en principio es
I6gico suponer que el proceso de adsorcidon consiste en la desaparicion local de las

interfases sélido-agua y proteina-agua originales y la creacion de una interfase nueva
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solido-proteina. En este proceso de adsorcion entran en juego también las interacciones no
covalentes anteriormente mencionadas relacionadas con la estructura o conformacion de la
proteina. Y lo hacen por partida doble: en la interaccion global entre la superficie
adsorbente y la molécula de proteina se encuentran involucradas dichas interacciones, pero
ademas, si hay un cambio conformacional concomitante en la molécula proteica en el
proceso de adsorcion, también estaran implicadas dichas interacciones en un nivel

intramolecular.

En el proceso de adsorcion intervienen no solamente la superficie adsorbente y la
proteina, sino también el disolvente (agua) y los solutos existentes en dicho medio. Por
esta razon, habra una competencia entre proteina, agua y solutos de elevado peso
molecular por ocupar la interfase. También habré que tener en cuenta la solubilidad de la
proteina en el agua, ya que a veces la adsorcion se debera mas a la optimizacién de la
interaccion proteina-agua que a una interaccion favorable entre proteina y superficie
adsorbente (Adamson, 1976).

Los solutos i6nicos de bajo peso molecular también juegan un papel determinante
en el proceso de adsorcién. En primer lugar, los contra-iones que integran la doble capa
eléctrica asociada a la superficie adsorbente y a la proteina apantallan la carga eléctrica de
dicha superficie y de la proteina. De este modo pueden favorecer o dificultar la adsorcion,
ya que modifican la interaccion culombiana. En segundo lugar, al crearse una capa proteica
de baja constante dieléctrica sobre la superficie adsorbente, la consiguiente acumulacién de
carga eléctrica no se ve favorecida termodindmicamente, ya que se crean potenciales
electrostaticos muy elevados asociados a fuerzas repulsivas importantes. Para eliminar este
fendmeno hay dos posibilidades: adsorcion de iones que contrarrestan la carga eléctrica
acumulada (fenémeno denominado efecto del medio i6nico) (Norde, 1976; Norde et al.,
1979; Norde, 1992) o desnaturalizacion de la proteina de modo que penetra agua en la
capa adsorbida y se incrementa el valor de la constante dieléctrica. En el primer caso se
produce una disminucion de entropia que determina que la energia de Gibbs de
transferencia sea positiva y en el segundo hay un aumento de entropia conformacional
(aumenta la movilidad rotacional interna) de la proteina por desnaturalizacion, pero hay

una disminucion de la entropia configuracional de las moléculas de agua que penetran en
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la capa proteica adsorbida. Sin embargo, en el caso de proteinas globulares compactas y
pequefas las alteraciones estructurales no seran de suficiente magnitud, por lo que serd

predominante la transferencia de iones desde el medio (Norde, 1983; Norde, 1984).

La tendencia que muestran las proteinas por adsorberse en una interfase se
cuantifica mediante la energia de Gibbs de adsorcion, AxpsG. En condiciones de equilibrio,
el célculo de AapsG implicaria la determinacion de concentraciones en el equilibrio. Si la
adsorcion es reversible los diferentes estados de equilibrio estaran representados por la
isoterma de adsorcién que indica la cantidad de proteina adsorbida como funcién de la
concentracion de equilibrio de la proteina en disolucion y con ayuda de modelos se puede
evaluar AapsG. Mediante las herramientas de la termodinamica clasica del equilibrio es
posible calcular la entalpia de adsorcidon, AapsH, y la entropia de adsorcion, AapsS
(Filippov, 1994). También es posible caracterizar el proceso utilizando el método
calorimétrico indicado en el Capitulo 8 para el estudio de union de ligandos a
macromoléculas. EI modelo de equilibrio mas utilizado es el de Langmuir, si bien ninguna
de sus hipétesis se cumple en la adsorcion de proteinas en interfases sélido-liquido. Como
ya se ha mencionado, dado que en general la adsorcion de proteinas no es proceso
reversible (Norde, 1994; Norde et al., 1985) estos tratamientos no se pueden aplicar. El
analisis termodindmico debera limitarse a la determinacion directa de AapsH Y de AapsS.
Mediante técnicas calorimétricas es posible determinar la entalpia de adsorcion, pero el
calculo de la entropia de adsorcion es impracticable debido a la complejidad de la
adsorcion y la infinidad de configuraciones y conformaciones posibles en el sistema. Por
tanto, la entalpia de adsorcion queda como la Unica magnitud que es accesible
experimentalmente y solamente mediante técnicas calorimétricas. A través de la isoterma
de adsorcién so6lo se pueden obtener valores aparentes de los potenciales termodindmicos
cuyo significado fisico puede ser irreal. De todos modos, no se debe descartar ninguna
forma de enfocar el problema: de la utilizacion simultdnea de técnicas complementarias
depende el éxito en el estudio abordado sobre el proceso de adsorciéon. A partir de la
determinacidon de la entalpia de adsorcion y de ciertos modelos e hipotesis se puede hacer
una estimacién (orden de magnitud y signo) de la energia de Gibbs de adsorcion y de la

entropia de adsorcién (Norde, 1976).
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Un hecho muy relevante que debe ser tenido en cuenta es la existencia de
interacciones laterales intermoleculares entre moléculas adsorbidas. Tales interacciones se
pondran de manifiesto conforme avance el proceso de adsorcion. Esto tendra dos efectos
muy claros e interrelacionados: dependencia de la entalpia de adsorcion respecto del
avance del proceso de adsorcion o grado de recubrimiento de la superficie y aparicion de
distintos modos y orientaciones en la adsorcion de las moléculas para minimizar dichas
interacciones laterales dependiendo del grado de recubrimiento. Mediante valoraciones
potenciométricas se ha observado (Galisteo et al., 1995b) que la valoracion
potenciométrica de Lisozima adsorbida depende del grado de recubrimiento, confirmando

la idea precedente.

La entalpia de adsorcion determinada calorimétricamente contiene contribuciones
de diversos fendmenos. Estos subprocesos se producen simultdneamente, pero en el
calculo de la variacion de las funciones de estado termodinamicas podemos considerar que
ocurren consecutivamente. La importancia relativa de la contribucion de cada fenémeno a
AapsH total depende de las caracteristicas fisico-quimicas concretas de la superficie
adsorbente y de la proteina. Mediante hipdtesis y modelos adecuados es posible estimar el
valor de la contribucion de cada subproceso. Es lo que se denomina resolucion de la
entalpia de adsorcion (Norde, 1976; Norde, 1985). Del mismo modo, es posible resolver,
al menos aproximadamente, la energia de Gibbs de adsorcion y estimar qué subprocesos
favorecen y cuéles no favorecen termodindmicamente el proceso de adsorcion, es decir,
cudles contribuyen a reducir o aumentar AapsG. Se han establecido tres tipos
fundamentales de subprocesos en el proceso de adsorcién (Norde, 1985; Norde 1992c;
Norde, 1994):

e Cambios en el estado de hidratacion. Deshidratacion de la superficie
adsorbente y de la superficie de la proteina y formacién de contactos entre
proteina y superficie adsorbente.

Este subproceso implica cambios de hidratacion de la superficie adsorbente y de

la proteina, con un establecimiento simultaneo de interacciones entre proteina y
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superficie adsorbente. Si la superficie (adsorbente y proteica) considerada es
hidrofilica, el valor de la energia de Gibbs molar para este proceso, AapsGn, debe
ser positiva; si la superficie es hidrofobica, tendra un valor negativo. La
principal contribucion es de naturaleza entropica (interaccion hidrofébica). Es
tan determinante este subproceso que practicamente todas las proteinas se
adsorben sobre superficies hidrofébicas aunque el proceso sea desfavorable
desde el punto de vista de las demas interacciones. Esta claro que también
influira el carécter hidrofobo o hidrofilo de la superficie proteica.

Se ha calculado (Lu et al., 1991) la energia de solvatacion implicada en la
adsorcion de proteinas sobre superficies poliméricas, obteniendo valores de

hasta -200 kJ/mol para diferentes proteinas adsorbidas sobre poliestireno.

Redistribucion de grupos cargados. Es un proceso electroquimico en el que se
produce una transferencia de iones (protones y otros iones de bajo peso
molecular) y una superposicion de los potenciales electrostaticos de las dobles
capas asociadas con la superficie adsorbente y la superficie proteica.

Antes del proceso de adsorcion la situacion es la siguiente: tanto en la superficie
adsorbente como en la superficie de la proteina se localizan cargas
eléctrostaticas. En el primer caso, si consideramos que la superficie adsorbente
es el &rea superficial total de una dispersion de particulas poliméricas (latex), las
cargas electrostaticas proceden de la existencia de grupos cargados protonables
en la superficie de tales particulas. EI monémero y el tipo de iniciador
empleados en la reaccion de polimerizacion o sintesis del latex determinan que
grupos funcionales son los que se localizan en la superficie de las particulas y
definen las caracteristicas fisico-quimicas (hidrofobicidad y densidad de carga
electrostatica, principalmente) de la interfase latex-disolucion. En una proteina,
los residuos con grupos funcionales ionizables de la superficie molecular son los
responsables de la existencia de cargas electrostaticas superficiales. Los grupos
cargados son responsables de la existencia de un mecanismo de estabilizacion
del sistema coloidal (dispersion de particulas de latex y suspension de proteina)
basado en interacciones culombianas repulsivas que impiden la agregacion de

particulas o de moléculas de proteina. En ambos casos se origina una
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acumulacion de iones de carga contraria a la superficial (contra-iones) que
contrarresta a ésta Ultima y se forma lo que se conoce como doble capa eléctrica
(Hunter, 1981; Hunter, 1989; Lyklema, 1991). Se establece una distribucion de
potencial electrostatico que decrece desde un valor extremo en la superficie
hasta un valor nulo a distancias grandes de dicha superficie. En la parte interna
de la doble capa (cercana a la superficie), denominada capa de Stern, los iones
poseen una movilidad reducida y en la parte externa los iones, capa difusa, se
ven sometidos al desorden térmico, estando determinada su distribucion espacial
por la estadistica de Maxwell-Boltzmann existiendo un balance entre energia
térmica KT y energia electrostatica zye (z es la valencia del ion, y es el potencial
electrostatico a una determinada distancia de la superficie, e es la carga del
electron), y su movilidad es casi la de los mismos iones en el seno de la
disolucion. También existe una distribucion, gobernada por la estadistica de
Maxwell-Boltzmann, de los iones cuya carga es del mismo signo que la de la
superficie (co-iones).

Cuando en el proceso de adsorcion se superponen los potenciales eléctrostaticos
de las dobles capas de la superficie adsorbente y de la proteina se produce una
transferencia de protones y otros iones entre la disolucion y la capa adsorbida,
siendo este fendmeno de transferencia reversible (efecto del medio idnico).
Mediante hipétesis y modelos apropiados es posible estimar la energia de Gibbs
molar electroquimica de transferencia de iones de tipo i entre la disolucion y la
capa adsorbida, AppsGi.

Se debe destacar que la variacién de energia de Gibbs de transferencia de iones
pequefios muy polarizantes desde la disolucion hacia la capa proteica adsorbida
es positiva; no obstante, se produce con una disminucion de entalpia que se ve
compensada por el término entropico. Esto indica que la contribucion quimica
de la transferencia de tales iones se opone al proceso de adsorcion. Sin embargo,
dicha transferencia de iones se ve favorecida electrostaticamente bajo ciertas
condiciones. Por tanto, podra existir una competencia entre las contribuciones
quimica y electrostatica al proceso global de adsorcién. A partir de los valores
de la densidad de carga electrocinéticamente movilizada por unidad de &rea

adsorbente antes y después del proceso de adsorcion es posible evaluar la
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cantidad de iones incorporados a la capa de proteina adsorbida (Haynes et al.,
1994a). Para ello es necesario disponer de datos sobre la movilidad

electroforética de la proteina en cuestion en disolucion.

Cambios conformacionales de la molécula proteica adsorbida.

La conformacion de la molécula proteica es el resultado de la competencia de
interacciones intramoleculares e interacciones entre la proteina y su entorno.
Como se menciond anteriormente, las caracteristicas del ambiente que rodea a la
molécula de proteina condicionan la importancia relativa y el efecto de dichas
interacciones. Un cambio en el medio puede conducir, por tanto, a un cambio
conformacional: cuando las moléculas de proteina se encuentran con una
discontinuidad tal como una interfase solido-liquido, podran aparecer cambios
conformacionales debidos a que la conformacion favorable termodinamicamente
para las moléculas adsorbidas en la interfase puede ser distinta a aquella que
corresponde a un minimo energeético para las moléculas localizadas en el seno de
la disolucion. Estos cambios conformacionales consistirdn, en general, en una
pérdida de estructuracion y del orden molecular en los niveles cuaternario,
terciario, y secundario. Este hecho explica la existencia de una fuerza
conductora entropicamente dirigida que favorece la adsorcién en aquellas
proteinas cuya conformacion globular compacta posee una estabilidad marginal
en disolucion determinada principalmente por interacciones hidrofobicas. En
este caso, la molécula puede desplegarse sobre la superficie adsorbente de modo
que el interior apolar de la molécula es expuesto a la superficie adsorbente
manteniendo la ausencia de hidratacion para la region apolar. Ain generandose
una pequefia disminucion en la estructuracion molecular, el aumento de entropia
provocado es notable y se puede considerar que, tal y como se afirmé
anteriormente, la desnaturalizacion parcial de la proteina puede ser uno de los
mecanismos motores del proceso de adsorcion.

Claramente se puede deducir que la hidrofobicidad de la superficie adsorbente
sera determinante para la existencia de cambios conformacionales en la
adsorcion. En general, cuanto mas hidrofobica sea la superficie, estas

alteraciones tendran mayor intensidad.
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La estabilidad conformacional de la proteina en disolucién es un parametro
indicativo de su tendencia a adsorberse en una interfase, de forma que proteinas
con baja coherencia interna pueden llegar a adsorberse sobre superficies
hidrofilicas bajo repulsion electrostatica. A traves de diversos estudios se ha
establecido que la estabilidad conformacional de la proteina en disolucién tiene
una importancia decisiva en el proceso de adsorcion de ésta en una interfase
(Haynes et al., 1995; Arai et al., 1990; Koutsoukos et al. 1982). Para verificar la
existencia y determinar cuantitativamente la importancia de las alteraciones
estructurales en el proceso de adsorcién de la proteina es posible realizar
experimentos de calorimetria de barrido con la proteina en disolucién y con la
proteina adsorbida sobre la superficie adsorbente (Feng et al., 1993; Haynes et
al., 1995; Zoungrana et al., 1997).

Si se considera que los cambios conformacionales en el proceso de adsorcion
son dependientes del tiempo (Sadana, 1992), es decir, se producen una vez que
la molécula se a adsorbido sobre la superficie y trata de alcanzar la
conformacién energéticamente mas favorable, podria explicarse la
irreversibilidad frente a dilucion.

Segun algunos autores (Nyilas et al., 1974; Chiu et al., 1978), la entalpia de
adsorcion es un indicador de la intensidad de las alteraciones estructurales
inducidas en el proceso de adsorcion, ya que suponen que tales cambios
conformacionales se producen gracias a la energia liberada en el proceso de
adsorcién. Sin embargo otros autores (Norde, 1985) consideran que no se
pueden separar adsorcion y alteraciones estructurales, sino que se producen

simultaneamente y de forma sinergistica.

Existe una clasificacion de las proteinas en cuanto a su comportamiento en el

proceso de adsorcion y la posibilidad de que éstas sufran cambios conformacionales en tal
proceso (Norde, 1992b; Lyklema et al., 1996):
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e proteina rigida
En el proceso de adsorcion intervienen la interacciones electrostatica, de van der

Waals, e hidrofobicas, pero la molécula no sufre cambios conformacionales.
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e proteina blanda
En el proceso de adsorcion intervienen la interacciones mencionadas anteriormente,
pero el motor que dirige la adsorcion es el aumento entropico derivado de los

cambios conformacionales que sufre la proteina al adsorberse.

9.2. Materiales y métodos.

Todos los reactivos utilizados en la realizacion de las isotermas de adsorcion y en
los experimentos microcalorimétricos son de grado analitico y se han empleado sin
posterior purificaciéon. La proteina fue dializada antes de su uso durante 24 horas para
eliminar impurezas debidas a solutos de bajo peso molecular. El agua usada en todos los

experimentos es de tipo Milli-Q de MILLIPORE desionizada por ésmosis inversa.

Se han utilizado soluciones tamponadas de baja fuerza ionica para diluir y ajustar el
pH de las nuestras. Para controlar la fuerza ionica se afiadia electrolito a la disolucion
(KBr, MERCK).

Mioglobina

La proteina utilizada como molécula modelo es la Mioglobina (MGB de musculo
cardiaco de caballo, SIGMA) cuya funcién biol6gica es la de servir como reserva de
oxigeno y facilitar el desplazamiento del oxigeno en el musculo. La conformacion
particular del esqueleto polipeptidico de la mioglobina crea un entorno apolar para su
centro activo, grupo hemo que contiene un atomo de hierro, que le capacita para
transportar oxigeno de forma reversible. Es una proteina globular muy compacta de bajo

peso molecular (153 aminoacidos) y posee un unico dominio estructural. Su estructura
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molecular estd completamente resuelta (Evans et al., 1990). Los residuos hidrofébicos de
la superficie estdn distribuidos uniformemente. En el interior casi la totalidad de los
residuos son apolares y aquellos que tienen parte apolar y polar estan orientados de forma
gue sus porciones apolares estan dirigidas hacia el interior. Los Unicos residuos polares del
interior de la molécula son dos histidinas (F8 y E7 en la Figura 9.1) que tienen una funcién
critica en el centro activo. En la Tabla 9.2 se resumen las propiedades principales de la
molécula de MGB y en la Figura 9.1 se muestra la estructura tridimensional de dicha
molécula, donde se pueden ver claramente los 8 segmentos de la cadena polipeptidica que
presentan estructura de hélice-a (estan designados con las letras A-H). A continuacion se

muestra la secuencia lineal de aminoacidos de la molécula de MGB (Stryer, 1988; SIGMA,

1997).

Figura 9.1. Estructura tridimensional de la molécula de mioglobina.
Gly-Leu-Ser-Asp-Gly-Glu-Trp-GIn-GIn-Val-Leu-Asn-Val-Trp-Gly-Lys-Val-Glu-Ala-Asp-
lle-Ala-Gly-His-Gly-GIn-Glu-Val-Leu-lle-Arg-Leu-Phe-Thr-Gly-His-Pro-Glu-Thr-Leu-
Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Phe-Lys-His-Leu-Lys- Thr-Glu-Ala-Glu-Met-Lys-Ala-Ser-Glu-Asp-

F8

E7
Leu-Lys-Lys-His-Gly-Thr-Val-Val-Leu-Thr-Ala-Leu-Gly-Gly-lle-Leu-Lys-Lys-Lys-Gly-
His-His-Glu-Ala-Glu-Leu-Lys-Pro-Leu-Ala-GIn-Ser-His-Ala-Thr-Lys-His-Lys-lle-Pro-
lle-Lys-Tyr-Leu-Glu-Phe-lle-Ser-Asp-Ala-lle-lle-His-Val-Leu-His-Ser-Lys-His-Pro-
Gly-Asn-Phe-Gly-Ala-Asp-Ala-GIn-Gly-Ala-Met-Asn-Lys-Ala-Leu-Glu-Leu-Phe-Arg-Asn-
Asp-lle-Ala-Ala-Lys-Tyr-Lys-Glu-Leu-Gly-Phe-GIn-Gly(carboxilo terminal)
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Estructura primaria o secuencia de aminoacidos de la Mioglobina

Tabla 9.2. Caracteristicas fisico-quimicas de la Mioglobina.

peso molecular 17800 g/mol
volumen especifico parcial 0.742 cm’/g
dimensiones 4.5x3.5x2.5 nm®
coeficiente de difusion 1.10-10™ m?/s
punto isoeléctrico 7

AG de desnaturalizacion -49.84 kJ/mol
Tm de desnaturalizacion 76°C
estructura secundaria

hélice-a 75% (8 segmentos)
lamina- -

Teniendo en cuenta el comportamiento en la adsorcion, esta molécula se considera

como una proteina intermedia entre las proteinas rigidas y las blandas (Bos et al., 1994).

Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina en disolucion se determiné mediante medida directa

de la densidad Optica en la regidn ultravioleta (280 nm) en células de cuarzo de 1 cm de

paso Optico, utilizando un coeficiente de extincion, Eng'™ =1.75, en un espectrofotometro

(MILTON ROY SPECTRONIC 601). El coeficiente de extincion se determind midiendo la
densidad dptica de una serie de muestras con diferentes concentraciones de MGB que
posteriormente fueron desecadas en una estufa calefactora para evaluar el residuo seco
(Dunn, 1989). La concentracion de proteina en disolucién utilizada en los experimentos
nunca superd los 6 mg/ml con el objeto de evitar problemas de asociacion molecular o de

agregacion.
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Latex

Como superficie adsorbente se utiliza normalmente una dispersion de particulas
poliméricas de tamafio entre 50-1000 nm que recibe el nombre de latex. La principal
ventaja de este tipo de sistemas es que en el proceso de sintesis (polimerizacion) es posible
determinar las propiedades fisico-quimicas finales de dicha dispersién mediante la
utilizacion de los reactivos (iniciador y mondémero) y las condiciones experimentales
(temperatura, fuerza ionica, concentraciones de reactivos). De este modo se puede
controlar el tamafio de las particulas y las caracteristicas electroquimicas de la interfase
particula-liquido (hidrofobicidad, densidad superficial de carga y grupos funcionales
superficiales, principalmente). Este tipo de sistemas se emplea como sistemas modelo en
procesos de adsorcion debido a que es factible obtener una poblacion monodispersa de
particulas de pequefio tamafio (inferior a 1um) de modo que con una fraccion de volumen
0 peso muy reducida se pueda disponer de un area superficial enorme, es decir, de una

interfase solido-liquido de dimensiones considerables.

Preparacion o sintesis de latex

La sintesis de este tipo de dispersiones normalmente se realiza mediante
polimerizacion en emulsion donde puede estar presente un emulsificante cuya finalidad es
la de estabilizar las particulas formadas frente a la agregacion. Para que este tipo de
suspensiones puedan considerarse como sistemas modelo en procesos de adsorcion de
proteinas la sintesis se debe llevar a cabo sin emulsificante, ya que éste quedara adsorbido

en la superficie de las particulas e intraccionard con las proteinas, alterando de forma
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imprevisible el resultado final del proceso. Por otra parte, es posible someter al latex a un
procedimiento de limpieza denominado intercambio o reemplazamiento de suero, que

permite eliminar casi todo el emulsificante existente en la interfase.

Los grupos funcionales localizados en la superficie de las particulas determinaran
en gran medida las caracteristicas electro-quimicas de la interfase. La naturaleza quimica
de estos grupos dependera del iniciador y del mondémero empleados en la sinstesis. El latex
JM1 (Peula Garcia, 1995) se ha sintetizado mediante polimerizacion en emulsiéon libre de
emulsificante en una Unica etapa utilizando los iniciadores K,S,0g (persulfato potasico) y
NaHSO; (bisulfito de sodio) y los co-mondémeros NaSS (estirensulfonato de sodio) y
estireno. El latex JX2 se ha sintetizado en dos etapas (Sarobe et al., 1998). En la primera
se han sintetizado particulas de poliestireno (185 nm de diametro) mediante polimerizacién
en emulsion con emulsificante (aerosol MAB8O0) utilizando como iniciador K;S,0s
(persulfato potasico) y estireno como monémero. Al término de la primera etapa el latex
sintetizado se sometio a un proceso de descomposicion del iniciador. En la segunda etapa
se hizo uso de tales particulas como semilla para una segunda reaccion de polimerizacion
sin emulsificante en que se utilizd clorometilestireno como monomero y Na,S,0s
(persulfito sddico) como iniciador. El objetivo de esta segunda polimerizacién es crear una
corteza externa con caracteristicas especiales. Por ejemplo, se suele utilizar para aumentar
la densidad de carga superficial de las particulas, ya que para que ésta sea elevada hay que
usar concentraciones elevadas de iniciador y esto induce la sintesis de particulas de tamario
pequefio que en ausencia de emulsificante podrian ser inestables y agregarian
espontaneamente. En el caso que nos ocupa, la finalidad de la segunda etapa es la de situar
en la superficie de las particulas un tipo especial de grupo funcional: grupo clorometilo. En
las Tablas 9.3 y 9.4 se indican detalladamente las recetas empleadas en la sintesis de cada

latex.

Tabla 9.3. Caracteristicas de la reaccién de sintesis del latex JM1.

temperatura 45 °C
estireno 20 g
estirensulfonato de sodio 3mM
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agua 140 ml
NaHCOs 9.5mM
NaHSO; 4 mM
K2S208 4.8 mM
revoluciones por minuto 45
tiempo de reaccion 12 h
rendimiento 89.7 %

Tabla 9.4. Caracteristicas de la reaccién de sintesis del latex JX2.

12 Etapa 2% Etapa
semilla - 150 g
temperatura 90 °C 60 °C
estireno 526 g -
clorometilestireno - 184 ¢
agua 1250 ¢ 3049
aerosol MA80 16.94 g -
NaHCO; 29 -
NaS,0s - 0.224¢
K,S,0s 24 -
revoluciones por minuto 250 200
tiempo de reaccion 24 h 4h
rendimiento 100 % 100 %

El objetivo de los grupos clorometilo esta relacionado con el fenémeno de la
adsorcion. Normalmente, en la adsorcidn de proteinas sobre un latex las interacciones entre
proteina y superficie adsorbente tienen caracter no covalente (las mencionadas al inicio de
este capitulo) y dan lugar a la denominada adsorcién fisica (Della Gatta, 1985),
caracterizada por una energia de Gibbs de adsorcidn relativamente baja. Sin embargo,
como la molécula de proteina establecerd numerosos contactos con la superficie, la
superposicion de mdaltiples dard lugar a una energia de Gibbs molar de adsorcién
considerable. En determinadas situaciones es posible que la adsorcién lleve consigo un

acoplamiento covalente entre la proteina y la superficie si en dicha superficie se localizan
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grupos funcionales que permitan tales enlaces. Este tipo de adsorcion, denominada
adsorciéon quimica (Della Gatta, 1985), estd caracterizada por una energia de Gibbs de
adsorcién mucho mayor que en el caso anterior y presenta ventajas frente a la adsorcion
fisica para ciertos propdsitos (Bale Oenick et al., 1991; Betton et al., 1992; Ldfas et al.,
1993; Konings et al., 1993; Gebben et al., 1994; Peula Garcia, 1995; Peula Garcia et al.,
1998; Ortega Vinuesa, 1995; Ortega Vinuesa et al., 1995b; Ortega Vinuesa et al., 1996;
Bastos Gonzalez et al., 1995; Molina Bolivar, 1995). Aunque la adsorcién fisica es
irreversible y no se produce desorcion frente a dilucion, si se produce desorcion frente a
cambios de composicion del medio (variaciones en la fuerza idnica ionica y el pH, o
presencia de macromoléculas con similar o mayor tendencia a adsorberse sobre la
superficie polimérica, tales como los surfactantes), siendo éste un efecto no deseado en
algunas aplicaciones biotecnoldgicas o industriales de dispersiones de particulas
poliméricas que en su superficie presentan moléculas de proteina ancladas (ej. test de
inmunodiagnostico, biosensores). Si la union de la proteina a la superficie adsorbente se
realiza a través de un enlace quimico covalente se elimina este problema. Otra
consecuencia directa de la adsorcion fisica es la posible desnaturalizacion de la molécula
proteica adsorbida, siendo éste también un fendmeno que se debe evitar si es
imprescindible que la proteina localizada anclada sobre la superficie conserve su actividad
bioldgica intacta en relacion, nuevamente, con el interés de su aplicacion biotecnolégica o
industrial (ej. enzimas anclados en la superficie de particulas permiten ser utilizados como
catalizadores de reacciones facilmente reutilizables (Bowers et al., 1976)). Si la proteina se
une covalentemente a un grupo quimico superficial es mas probable que permanezca unida
siempre con la misma conformacién. Y esto queda garantizado si existe un grupo
separador o espaciador entre el grupo quimico enlazante y la superficie, ya que no llegaria
a establecerse un contacto real entre la proteina y la superficie adsorbente. También se
puede indicar que en la adsorcion quimica las interacciones hidrofébicas ya no seran
determinantes en el proceso de adsorcidn y se pueden emplear superficies hidrofilicas, en
las que en general serd menor el nivel de interacciones especificas con las proteinas
(Konings et al., 1993). Existen ademés otras diferencias entre la adsorcion fisica y la
adsorcion quimica: en la adsorcion quimica la entalpia de adsorcion es mayor y aparece
una barrera energética o energia de activacion considerable, en la adsorcion fisica la

influencia de la temperatura es mayor, en la adsorcion quimica se forma una monocapa de
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moléculas adsorbidas y en la adsorcion fisica se pueden llegar a formar multicapas y la
isoterma diferencial de adsorcidn fisica, d/aps/d /o en funcién de 7, presenta un perfil mas

abrupto que en la adsorcién quimica.

Existen muchos tipos de grupos quimicos que hacen posible la adsorcion quimica
de proteinas. Se pueden clasificar en dos grupos: aquellos que necesitan una reaccion
previa de activacion antes de poder unirse covalentemente a la proteina (carboxilo,
hidroxilo, amina, amida) y aquellos que no requieren tal proceso de acondicionamiento
(aldehido, epoxido, clorometilo, vinilbenceno, sulféxido). Un inconveniente de los grupos
clorometilo es la posibilidad de que se produzca hidrolisis y se conviertan en grupos
hidroximetilo desprendiendo CI". Aunque los grupos hidroximetilo también permitiran la
unién covalente de la proteina, alteraran el proceso de adsorcion introduciendo una
heterogeneidad en la superficie adsorbente. Las condiciones en que se ve impedida esta
reaccién de degradacion se han establecido (Molina Bolivar, 1995). La adsorcién quimica
mediante grupos clorometilo consiste en la formacién de un enlace covalente entre el
grupo clorometilo y un grupo amino de la proteina a través de la reaccion de sustitucion

nucleofilica unimolecular:

P-NH, + L-CH,Cl - L-NH-P + CI- + H*

donde P es la molécula de proteina y L representa la superficie de las particulas de latex.
Como en general una proteina posee varios grupos amino que pueden reaccionar de esta
manera (grupo amino terminal y grupos amino de la cadena lateral de los restos
aminoacidos en la cadena polipeptidica), en principio, una molécula de proteina puede

establecer mas de un contacto covalente con la superficie adsorbente.

Las caracteristicas de cada latex empleado en los experimentos de adsorcidn se

resumen en la Tabla 9.5.

Tabla 9.5. Caracteristicas de cada latex empleado en los experimentos de adsorcion.
JX2 JM1
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diametro de particula 204 nm 195 nm
indice de polidispersidad 1.0045 1.0050
densidad de carga superficial -3.1 uClem? -4.2 uClem?
grupos funcionales sulfonato — SO, sulfonato — SO,

superficiales clorometilo —CH,CI

concentracion critica de coagulacion 300 mM 365 mM

Como los grupos funcionales responsables de la carga superficial de ambos latex
son grupos acido fuerte (grupos sulfonato), la densidad de carga superficial apenas sufrira
cambios a valores de pH mayores que 3. Frente a los grupos sulfato de un latex
convencional en que se utiliza persulfato como iniciador, un latex con grupos sulfonato, en
los que se utiliza bisulfito como iniciador, presenta la ventaja de una mayor estabilidad de
estos grupos frente al proceso de hidrdlisis. Los grupos clorometilo no aportan carga,
aunque si disminuiran el caracter hidrofébico de la superficie de las particulas al estar
parcialmente polarizado el enlace C-Cl. Las particulas del latex JX2 poseen una densidad

de grupos clorometilo de 2.7 grupos/nm? (121 peq/g de polimero).

Sobre las particulas del latex JM1 Unicamente se producird adsorcion fisica,
mientras que en el latex JX2 se producira, simultineamente o secuencialmente, adsorcion
quimica y fisica.

indice de polidispersidad

El indice de polidispersidad es un parametro que informa acerca de la uniformidad
de la distribucion de tamafio y se evalla mediante el cociente entre el producto de los
momentos no centrados de orden 4 y orden cero y el producto de los momentos no
centrados de orden 3 y orden 1 de la distribucion de diametro de particula. Como criterio
general, se considera que una dispersion es monodispersa u homodispersa cuando dicho

indice posee un valor inferior a 1.05.
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Densidad de carga superficial

La densidad superficial de carga en cada latex se determina mediante valoraciones
potenciométricas y conductimétricas de la dispersion (PHMETRO 2002 Y
CONDUCTIMETRO 525 CRISON INSTRUMENTS). Mediante la adicion secuencial de
una base fuerte (NaOH) o un é&cido fuerte (HCI), dependiendo del tipo de grupos
superficiales existentes en la superficie de las particulas, se determina el punto de
equivalencia en la valoracién potenciométrica o un cambio de pendiente en la valoracion
conductimétrica, pudiéndose calcular el ndmero de grupos cargados que han sido
neutralizados a partir de la cantidad de agente valorante utilizado. Realmente, la magnitud
relevante es el valor de la densidad de carga en el plano de deslizamiento, es decir, la
region de separacion entre la parte rigida de la doble capa eléctrica que se desplaza
solidaria a la particula y la parte difusa de dicha estructura. Este sera el valor efectivo de la
densidad de carga de la particula, densidad de carga electrocinética, ya que existe una
poblacion de contra-iones que se desplazan con la particula (se sitian en la capa de Stern)
cuyo efecto de apantallamiento produce una compensacion parcial de la densidad de carga

superficial (Quesada Pérez et al., 1998).

Concentracion critica de coagulacion

La concentracion critica de coagulacion es la cantidad minima de electrolito que se
debe afadir para inducir la agregacion rapida de las particulas que constituyen la
dispersion. Se puede determinar de forma estatica o dinamica. En el primer caso se somete
un volumen de dispersién de particulas a concentraciones crecientes de electrolito, se
espera un cierto tiempo y finalmente se observa si se ha producido agregacion
determinando el tamafio de los constituyentes elementales de la dispersion mediante la
medida de la intensidad de luz dispersada a un cierto angulo utilizando la técnica de
espectroscopia de fotocorrelacion (MALVERN 11 4700c). En el segundo método, se
somete un volumen dado de dispersion a concentraciones crecientes de electrolito y en

cada caso se registra la evolucién temporal de la intensidad de luz dispersada a un cierto
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angulo utilizando la técnica de espectroscopia de fotocorrelacion (MALVERN I1 4700c) o
la densidad Optica del sistema mediante espectrofotometria (MILTON ROY
SPECTRONIC 601). Si se produce agregacion de particulas en la dispersion, la intensidad
de luz dispersada o la turbidez aumentaran con el tiempo. Del analisis de las pendientes
iniciales de las curvas de agregacion se puede evaluar la concentracion critica de

coagulacion.

Porcentaje en peso

El porcentaje en peso de la dispersion de latex (practicamente coincide con la
fraccion de volumen porque la densidad del poliestireno es similar a la del agua) se
determind del mismo modo empleado para la obtencion del coeficiente de extincion, es
decir, mediante la medida del peso de varias muestras de latex que posteriormente son
desecadas para evaluar el residuo seco. Este parametro es esencial para conocer el area

superficial correspondiente a un determinado volumen de dispersién de latex.

Microcalorimetria isotérmica de valoracién

Los experimentos de microcalorimetria se realizaron colocando 5 ml de dispersién
tamponada de latex en la célula de medida (2 m? y 1.82 m? de 4rea superficial adsorbente
para el latex JX2 y JM1, respectivamente) y 5 ml de agua destilada en la de referencia. Se
inyectaba secuencialmente una disolucion de proteina de en la célula de medida y agua
destilada en la célula de referencia. Posteriormente a cada valoracion calorimétrica se
repetia todo el proceso, pero colocando solucion tamponada en la célula de medida para
realizar un experimento blanco con el fin de corregir los posibles efectos térmicos de
inyeccion y de dilucion de la proteina. Se adoptd este método debido a que inyectando
disolucién de proteina en ambas ceélulas, colocando latex en la de medida y solucion

tamponada en la de referencia, es dificil asegurar una perfecta cancelacion del efecto de
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dilucion de proteina. Por otra parte, no se observo ningun efecto asociado a la dilucion de
la dispersién de latex. ElI volumen de inyeccion fue de 25 ul. Se puede reducir este
volumen, pero como en principio los calores asociados a un proceso de adsorcion no son

muy elevados, habria que utilizar concentraciones mayores de proteina.

En las Figuras 9.2 y 9.3 se muestran dos ejemplos de termogramas obtenidos
correspondientes a la adsorcion de MGB sobre latex. Las condiciones del experimento se

indican en cada figura.

-

PSSt

Figura 9.2. Termograma correspondiente a un registro del proceso de adsorcién de MGB

sobre el latex JM1 en las condiciones: pH 5, [KBr] 50 mM, 25°C.
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Figura 9.3. Termograma correspondiente a un registro del proceso de adsorcion de MGB
sobre el latex JM1 en las condiciones: pH 7, [KBr] 50 mM, 35°C.

Isotermas de adsorcién

Los experimentos correspondientes a la obtencion de las isotermas de adsorcion se
han llevado a cabo mediante la realizacion secuencial de un nimero determinado de
inyecciones idénticas de disolucion MGB a volumenes iguales de una dispersion de latex.
Se podria decir que es una isoterma de adsorcion secuencial. El objetivo de la
modificacion del método convencional (Galisteo Gonzalez, 1992; Martin, 1993; Bastos
Gonzélez, 1993; Ortega Vinuesa, 1995; Peula Garcia, 1995) es conseguir que el
experimento realizado para obtener la isoterma de adsorcion sea idéntico, en la medida de
lo posible, al experimento microcalorimétrico. Ademas, en el proceso de adsorciéon de
proteinas pueden surgir fendmenos cinéticos acoplados con posibles cambios
conformacionales inducidos por la adsorcion (van Dulm, et al., 1983; Pefferkorn, 1995;
Filippova, 1997). Esto provocaria que apareciesen maximos en la cantidad adsorbida de
proteina a concentraciones intermedias y también maximos en la cantidad adsorbida a

tiempos intermedios en isotermas cinéticas. Podria comprenderse cdmo puede afectar al
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resultado final sobre la cantidad adsorbida el hecho de realizar la isoterma de adsorcion de
forma secuencial o de la forma estandar: si se afiaden sucesivamente cantidades de proteina
el proceso cinético es diferente del que tiene lugar cuando se afiade la misma cantidad total
de una sola vez. En el primer caso la velocidad de adsorcion no es muy elevada y hay
tiempo para que las moléculas de proteina se acomoden en la superficie adsorbente vy, si es
el caso, se desplieguen desnaturalizdndose parcialmente (la tendencia a desnaturalizarse
puede competir o favorecer la adsorcion posterior de otra molécula de proteina) o, debido a
la posible movilidad superficial, se acoplen para ocupar de modo mas efectivo la superficie
dejando menos huecos no recubiertos. Cuando se inyecta una Unica cantidad total, y
conforme sea mayor la cantidad afiadida, hay menos probabilidad de que se produzcan
estos fendmenos. Como lo que interesa es determinar fielmente qué cantidad de proteina se
adsorbe en cada una de las inyecciones realizadas en un experimento microcalorimétrico

secuencial, es recomendable utilizar el método secuencial.

El método finalmente seguido consiste en la realizacion secuencial de un nimero
determinado de inyecciones idénticas de disolucion MGB a volimenes iguales de una
dispersion de latex. Mientras se realizaba el experimento de adsorcion se mantenian las
muestras en un bafio termostatico a 25°C y sometidas a agitacion suave. Finalizado cada
experimento las muestras con la dispersion de latex y la proteina adsorbida eran
centrifugadas inmediatamente durante 30 minutos a 16000 revoluciones por minuto (35300
g) en una centrifugadora (ROTOR JA17 BECKMAN J2-HC). Se separaba el sobrenadante
de cada muestra y se hacia pasar a través de un filtro (MILLEX-VV MILLIPORE 100 nm
de baja afinidad respecto a las proteinas) para eliminar posibles particulas que no hubiesen
sedimentado durante la centrifugacion o que se hubiesen redispersado durante la
manipulacion de las muestras. Se determinaba la concentracion de proteina en disolucion
después de la adsorcion en el sobrenadante filtrado y se evaluaba la cantidad adsorbida por
simple balance de masas. En cada experimento siempre se utilizé una muestra de latex a la
gue no se afiadia proteina y que se sometia a todo el tratamiento del experimento, por lo
que servia como blanco en el ajuste del cero para la medida de concentraciones de
proteina. Se puede determinar también la  concentraciobn de proteina
espectrofotométricamente directamente sobre las particulas poliméricas (Basinska et al.,

1991), de modo que se eliminan posibles errores en el método estandar, ya que en éste
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ultimo toda la proteina desparecida del sobrenadante se supone adsorbida y la cantidad
adsorbida se obtiene mediante 2 medidas independientes de concentracién y, por tanto, con

error el doble del de éstas.

9.3. Resultados experimentales y discusion.

9.3.1. Efecto del pH.

Se ha estudiado el efecto del pH sobre la adsorcion de MGB sobre el latex JX2 y
sobre el latex JM1. Para ello se obtuvieron las isotermas de adsorcion y las curvas de
valoracion, segun los procedimientos explicados anteriormente, a diferentes valores de pH
y en idénticas condiciones experimentales: 25°C, concentracién de KBr 50mM. Los
valores de pH se ajustaron utilizando tampones acetato, fosfato y borato a baja fuerza
i6nica (concentracién < 2 mM). El area de superficie adsorbente empleada fue de 2 m?
para el latex JX2 y de 1.82 m?. En la Figuras 9.4.A y 9.4.B se muestran las isotermas de
adsorcion para cada latex y para tres valores de pH diferentes. En ella se representa la
cantidad adsorbida por unidad de superficie adsorbente, I'aps, en funcién de la cantidad

afadida, I'.
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Figura 9.4.A. Isotermas de adsorcién de MGB sobre el latex JX2 ([KBr]=50mM, T=25°C).
Efecto del pH: (®) pH=5, (m) pH=7, (+) pH=9
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Figura 9.4.B. Isotermas de adsorcion de MGB sobre el latex JIM1 ([KBr]=50mM,
T=25°C). Efecto del pH: (@) pH=5, (m) pH=7, (+) pH=9

Las curvas isotermas obtenidas son de alta afinidad, incluso cuando existe repulsién

culombiana entre superficie y proteina (pH 9), siendo éste un primer indicio de que no se

puede aplicar el modelo de Langmuir para analizar los datos. Este es un hecho
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frecuentemente encontrado por otros autores, si bien en algunos trabajos (Galisteo et al.,
1994b; Elgersma et al., 1990) se ha encontrado pendientes distintas de la unidad y, por
tanto, afinidades pequefias en la adsorcion de IgG (inmuno-gamma-globulina) y BSA. Se
puede suponer que la adsorcién a pH 9 estd acompafiada de una transferencia de cationes
desde la disolucion hacia la interfase (efecto del medio i6nico) cuyo objetivo es disminuir
la densidad de carga y el potencial electrostatico en la capa de proteina adsorbida y

minimizar la repulsion electrostatica entre la superficie adsorbente y la proteina.

Existe adsorcion total de proteina hasta valores de porcentaje de recubrimiento por
encima del 50%. El valor m&ximo del porcentaje de recubrimiento critico hasta el cual se
produce adsorcién total de proteina corresponde al caso de pH 7, lo que es légico si
tenemos en cuenta que en tales condiciones la proteina presenta carga electrocinética neta
nula y las moléculas adsorbidas estaran sometidas a una menor interaccion lateral
culombiana y dipolar.

En ambos latex existe una fuerte dependencia de la cantidad maxima adsorbida
respecto del valor de pH, pero esta influencia es un poco menor en el latex JM1. En la
Tabla 9.6 se indican los valores de maxima cantidad adsorbida para cada latex y se puede
comprobar que la razén entre las cantidades maximas adsorbidas segun los diferentes
valores de pH es de 1.8 para el latex JX2 y de 1.2 para el latex JM1. La maxima cantidad
adsorbida es mayor siempre para el latex JM1, por lo que se puede considerar mas
hidrofobico que el JX2, teniendo en cuenta las caracteristicas superficiales de cada latex.
En condiciones idénticas, una mayor adsorcion sobre el latex JM1 sugiere que este es mas
hidrofobico (Norde et al., 1991a; Kondo et al., 1991). Practicamente poseen la misma
densidad de grupos sulfonato, pero el latex JX2 posee una elevada densidad de grupos
clorometilo que pueden aportar cierto caracter hidrofilico. Ademas, las diferencia es
creciente conforme el pH disminuye. Todo esto sugiere que, si bien en ambos latex la
adsorcion estd determinada por la interaccion electrostatica entre proteina y superficie, en
el latex JM1 hay un efecto considerable de las interacciones hidrofobicas. No obstante, en
el latex JX2 también debe haber una contribucion de las interacciones hidrofobicas, ya que
es posible la adsorcion en condiciones de repulsion electrostatica entre MGB y superficie

adsorbente.
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La afirmacion de que el latex JX2 debe ser mas hidrofilico (menos hidrofébico) que
el JM1 se basa en la influencia del pH sobre las isotermas de adsorcion. Algunos autores
(van Oss, 1966; Shirahama et al., 1990; Kondo et al., 1991) establecen que la adsorcion
sobre una superficie hidrofilica estd determinada fundamentalmente por las interacciones
electrostaticas y presenta una influencia muy acusada respecto del pH, mientras que en la
adsorcion sobre una superficie hidrofébica predominan las interacciones hidrofébicas y la
influencia del pH es muco menor. Esta es la situacion encontrada con los dos latex

utilizados.

Tabla 9.6. Cantidad méxima adsorbida de MGB, T'M% (mg/m?), en funcién del pH de

adsorcion.
pH IX2 IM1
5 0.80 0.91
7 0.44 0.74
9 0.25 0.63

La cantidad méaxima adsorbida es siempre menor que el valor teorico
correspondiente a una monocapa de moléculas adsorbidas, que es de 1.24-2.00 mg/m?,
dependiendo de la orientacion de la molécula proteica adsorbida y suponiendo que hay una
capa de hidratacion de 0.5 nm alrededor de la molécula de MGB y que no hay
desplegamiento en la superficie adsorbente ni interaccion lateral entre moléculas
adsorbidas. Ademas, en las isotermas no se observa ningun escalon que pueda sugerir la
formacion de multicapa o cambios en la conformacién u orientacion de las moléculas

adsorbidas. Por tanto, se puede afirmar que la adsorcion se produce en monocapa.

En cada latex la superficie adsorbente posee una densidad superficial de carga

negativa constante en el intervalo de pH considerado, mientras que la MGB posee carga
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neta positiva, nula y negativa cuando el valor del pH es de 5, 7 y 9, respectivamente. El
hecho de que la maxima cantidad adsorbida sea funcion decreciente del pH y no alcance un
méaximo en el punto isoeléctrico de la proteina sugiere que la interaccion lateral entre
proteinas no debe suponer una barrera energética determinante que condicione la
adsorcion. En estudios de adsorcion de proteinas se ha encontrado un comportamiento muy
diferente en que se observa un maximo en la cantidad maxima adsorbida para un valor de
pH cercano al punto isoeléctrico de la proteina o cercano al punto isoeléctrico del complejo
latex-proteina, que se justifica teniendo en cuenta la interaccion lateral entre moléculas de
proteina originada por la repulsion electrostatica y por el posible desplegamiento de las
moléculas en la interfase, considerando ademéas que la interaccion entre la superficie
adsorbente y la proteina juega un papel poco determinante (Norde, 1976; Norde et al.,
1978; Norde, 1994; Bagchi et al., 1981; Elgersma et al., 1990; Elgersma et al., 1991;
Kondo et al., 1991; Johnson et al., 1992; Martin Rodriguez et al., 1992; Ortega Vinuesa et
al., 1993; Ortega Vinuesa et al., 1994; Ortega Vinuesa et al., 1995c; Haynes et al., 1994;
Galisteo et al., 1992; Galisteo et al., 1994a; Galisteo et al., 1994b; Galisteo et al., 1995; ).

Lejos del punto isoeléctrico aparecen tres tipos de interacciones intermoleculares
entre las moléculas localizadas en la superficie adsorbente: culombiana, dipolar y estérica.
La primera proviene de la existencia de carga neta no nula en la molécula de proteina, la
segunda de una distribucién no uniforme de dicha carga en la molécula y la tercera tiene su
origen en los posibles cambios conformacionales que sufren las moléculas adsorbidas y
que pueden dificultar (o favorecer) la adsorciéon subsiguiente de nuevas moléculas de
proteina. La existencia de carga neta no nula en la molécula proteica provoca una repulsion
culombiana entre grupos cargados que no favorece la estructura compacta nativa y
posibilita un cambio conformacional en el que la molécula se despliega en la interfase y el
interior apolar se expone hacia la superficie aislado del disolvente. Ya se ha mencionado
que la estabilidad conformacional de la proteina estd initimamente relacionada con la
posibilidad de dicho desplegamiento en la superficie. En el punto isoeléctrico las
moléculas de proteina presentaran también, en mayor o menor medida, estos tres tipos de

interacciones.

Aunque en nuestro caso las posibles interacciones intermoleculares de la proteina
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adsorbida no determine completamente la cantidad maxima adsorbida, éstas deben estar
presentes. Un modo de poner en evidencia la existencia y la importancia de las
interacciones laterales entre las moléculas de MGB adsorbidas es la determinacion de la
concentracion de proteina en disolucion necesaria para alcanzar un 90% de recubrimiento
de la superficie. Cuanto mayor sea esta concentracion, mayor debera ser la barrera
energética que tienen que vencer las moléculas de proteina y menor serd la tendencia de
éstas para adsorberse. El grado de recubrimiento de la superficie adsorbente se define

como:

r
g=_ 05 (9.1)

FADS ‘ MAX

donde Taps max €s la maxima cantidad adsorbida correspondiente al valor limite de
saturacion de dicha superficie. En la Figuras 9.5.A y 9.5.B se muestran los valores de
concentracion de MGB cuando se ha recubierto el 90% de la superficie, [MGBJo=0.9,

obtenidos de las curvas isotermas de la Figura 9.4.A y 9.4.B, en funcién del pH de

adsorcion.
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Figura 9.5.A. Concentracion de MGB en disolucién cuando el grado de recubrimiento es

0.9 en funcion del pH de adsorcién para el latex JX2.
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Figura 9.5.B. Concentracion de MGB en disolucién cuando el grado de recubrimiento es

0.9 en funcidn del pH de adsorcidn para el latex JM1.

Se observa que el minimo aparece en el punto isoeléctrico. Esto indica que las
interacciones laterales culombianas o estéricas (debidas al desplegamiento o cambio
conformacional) de las moléculas de proteina adsorbidas en condiciones de carga
electrocinética neta no nula dificultan la adsorcién, aunque como se establecio
anteriormente, no suponen un impedimento notable. Para el latex JX2 el valor de
[MGBJo=09 €s menor a pH 9 que a pH 5, lo que sugiere que la interaccion lateral es menor
en el primer caso. Esto se puede explicar si tenemos en cuenta que en dicha situacion debe
existir una transferencia de cationes hacia la interfase que provoca una reduccion en la
repulsion entre superficie y proteina y, por consiguiente, entre moléculas de proteina. Sin
embargo, para el latex JM1 la situacion es la contraria; en este caso la coadsorcion de
cationes no reduce de forma tan considerable la interaccion lateral entre moléculas
adsorbidas. Parece ser que en el latex JM1, ademas de la contribucion de la repulsion
electrostatica a la interacciéon lateral, posiblemente hay una contribucion debida al

desplegamiento de la proteina sobre la superficie.

En la Figura 9.6 se muestra un ejemplo de valoracién microcalorimétrica en que se
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representa el calor diferencial de adsorcion de MGB sobre el latex JX2 en funcion de la

concentracion total de proteina (adsorbida y no adsorbida).
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Figura 9.6. Valoracion microcalorimétrica. Calor diferencial de adsorcién de MGB sobre
latex JX2 (pH 7, [KBr]=50 mM y 25°C). En trazo continuo se indica el ajuste seglna la

ecuacion (8.2).

Se observa que la curva de valoracion calorimétrica tiene una forma muy parecida a
la tipica de un experimento de unién de un ligando a una macromolécula bajo equilibrio
quimico, tal como los realizados en el Capitulo 8. En el caso que nos ocupa ahora podemos
suponer que la particula de latex es la macromolécula que posee numerosos sitios de unién
(adsorcidn) y la molécula de MGB es el ligando. Por tanto, podemos aplicar la ec. (8.2)
considerando los oportunos paralelismos. Sin embargo, de los datos del ajuste se obtiene
que el namero de sitios de adsorcion es de 1400 aproximadamente, cuando el nimero real
de moléculas adsorbidas, segun los datos de la isoterma correspondiente, es de unas 3000
en cada particula de latex. Esta estimacion se obtiene a partir de la cantidad maxima
adsorbida determinada mediante las isotermas de adsorcion y del nimero de particulas de
latex dispersas en el medio. Para evaluar esta Gltima cantidad es imprescindible que el
latex empleado sea monodisperso, ya que se realiza mediante la determinacion del tamafio

de particula y del porcentaje en peso de la dispersion de particulas.
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En las Figuras 9.7-9.9 se muestran las curvas de valoracién microcalorimétrica que
representa la entalpia molar de adsorcion (kJ por mol de MGB adsorbida) en funcion del

grado de recubrimiento de la superficie adsorbente.
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Figura 9.7.A. Entalpia molar de adsorcién de MGB sobre el latex JX2 en funcién del grado
de recubrimiento (pH=5, [KBr]=50mM, T=25°C).
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Figura 9.7.B. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JM1 en funcién del
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grado de recubrimiento (pH=5, [KBr]=50mM, T=25°C).
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Figura 9.8.A. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JX2 en funcién del grado

de recubrimiento (pH=7, [KBr]=50mM, T=25°C).
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Figura 9.8.B. Entalpia molar de adsorcién de MGB sobre el latex JM1 en funcién del
grado de recubrimiento (pH=7, [KBr]=50mM, T=25°C).
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Figura 9.9.A. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JX2 en funcion del grado

de recubrimiento (pH=9, [KBr]=50mM, 25°C).
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Figura 9.9.B. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JM1 en funcién del

grado de recubrimiento (pH=9, [KBr]=50mM, 25°C).
En general, se obtienen valores considerables de la entalpia molar de adsorcion y

no existe mucha diferencia entre los valores maximos en ambos latex en cada una de las

condiciones. Esto sugiere que la proteina no se estd enlazando covalentemente con la
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superficie del latex JX2 a traves de los grupos clorometilo o que la proteina sobre la
superficie del latex JM1 establece muchos contactos no covalentes con la superficie, hecho
que se veria favorecido por el desplegamiento de la proteina sobre una superficie
hidrofébica como es la de dicho latex. Si se evaluara la entalpia de adsorcién por residuo
anclado a la superficie, dicho valor ya no seria tan elevado, sino que tendria los valores
caracteristicos de loa enlaces de hidrdgeno o de interacciones de van der Waals. Segun la
bibilografia, la union covalente de proteina a una superficie mediante grupos Cl es
fuertemente dependiente de la temperatura. En un estudio realizado sobre la adsorcion de
BSA (albimina de suero bovino) sobre latex con grupos superficiales clorometilo (Suen et
al., 1985) se encuentra que a 35°C el nimero de enlaces covalentes por molécula es 12
veces mayor que a 25°C (22/1.8). Esto indica que en nuestro caso va a predominar la
adsorcion fisica, posiblemente favorecida por una desnaturalizacion parcial de la proteina
de modo que se maximice el numero de contactos fisicos con la superficie, aunque habra
algunos contactos covalentes que, al ser mucho més exotérmicos, tendran un peso relativo

energéticamente importante.

El hecho de que el valor de la entalpia de adsorcion a pH 5 a bajo recubrimiento sea
mayor que a pH 7 se justifica si tenemos en cuenta la interaccion culombiana favorable
entre proteina y superficie adsorbente. Sin embargo, el elevado valor (negativo) de la
entalpia de adsorcion a pH 9 a bajo recubrimiento, en condiciones de repulsion
electrostatica entre proteina y superficie adsorbente, indica nuevamente que hay un
proceso de transferencia de cationes desde la disolucion hasta la interfase (efecto del
medio ionico) que favorece la adsorcion en estas condiciones adversas (Koutsoukos et al.,
1982; Norde et al., 1979; Norde et al., 1991; Norde et al., 1994;van Dulm et al., 1981;
Arai et al., 1990). La entalpia de transferencia de K* desde agua a disolventes no acuosos
tiene un valor entre -7 y -26 kJ/mol (Norde, 1976).

Una de las caracteristicas mas acentuadas de las curvas de entalpia es el hecho de
que la entalpia de adsorcién no exhibe un valor constante independiente del recubrimiento.
Si se verificasen las hipotesis del modelo de Langmuir (ausencia de interacciones entre
moléculas de soluto y entre soluto y disolvente, superficie adsorbente energéticamente

homogénea, conformacion y orientacion de las moléculas adsorbidas independientes del
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grado de recubrimiento de la superficie adsorbente) se deberia mantener constante el valor
de AHaps para todos los valores del grado de recubrimiento. Por tanto, alguna de las
hipotesis no es cierta en el proceso de adsorcién de proteinas. Teniendo en cuenta las
dimensiones de la proteina y las caracteristicas del latex JM1 y del latex JX2, cuya
superficie esta constituida integramente por clorometilestireno y cuya densidad de grupos
clorometilo es de 2.7 grupos/nm?, ambas superficies se pueden considerar homogéneas
electroquimicamente. No es ilégico pensar que los grupos sulfonato, con densidades de
0.19 y 0.25 grupos/nm? para el JX2 y el JM1, se encuentran igualmente distanciados sobre
la superficie, ya que el pH de sintesis de ambos latex es basico. Sin embargo, la propia
adsorcion de la proteina genera una heterogeneidad intrinseca en tal proceso, debido a que
las moléculas de proteina interaccionan entre si (ain teniendo la proteina carga
electrocinética neta nula, puede existir interaccion intermolecular electrostatica, dipolar o
estérica) y pueden dificultar o favorecer la adsorcion de nuevas moléculas. En las
condiciones estudiadas se observa que existe un impedimento cada vez mayor para
continuar la adsorcion conforme la superficie se va recubriendo, que se traduce en que el
proceso de adsorcion es menos exotérmico. Casi todas las curvas presentan un valor
constante de entalpia molar de adsorcion practicamente constante a bajo recubrimiento que
precede a un cambio pronunciado en ésta. Esto sugiere, segin lo comentado anteriormente,
que a bajo recubrimiento se produce una adsorcion independiente y conforme avanza el
proceso la interaccion lateral intermolecular dificulta la adsorcion; el hecho de que la
entalpia molar de adsorcion no sea constante en todo el intervalo de grado de
recubrimiento seria reflejo de la existencia de tales interacciones laterales. De este modo,
un nuevo dato que ayudaria a evaluar la importancia de la interaccién lateral entre
moléculas adsorbidas y moléculas que intentan adsorberse es el valor de 6 hasta el cual el
valor de la entalpia molar de adsorcion se mantiene mas o menos constante. En el latex
JX2, a pH 7 el valor constante de AHaps se mantiene hasta 6=0.5, situacion en que hay
menos superfice no recubierta que recubierta, mientras que a pH 9 el intervalo de entalpia
molar de adsorcion constante es mas reducido, cuando todavia hay un porcentaje
considerable de superficie no recubierta, y a pH 5 es inexistente. En estos dos Gltimos
casos hay que tener en cuenta las interacciones culombianas y dipolares intermoleculares y
las interacciones estéricas intermoleculares debido al posible desplegamiento de las

moléculas en la interfase promovido por la existencia de carga neta en la proteina. Aunque
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podria parecer extrafio afirmar que pudieran surgir interacciones electrostaticas repulsivas
a bajo recubrimiento, se ha indicado (Duinhoven et al., 1995a; Duinhoven et al, 1995b)
que son posibles las interacciones repulsivas de largo alcance aunque la longitud de Debye
de la atmoésfera idnica sea de pocos nandmetros. En el caso del latex JM1, a cualquiera de
los tres valores de pH el intervalo de entalpia molar de adsorcidn constante se extiende un
poco mas que en el latex JX2 lo que confirma que la interaccion electrostatica no es la
fuerza conductora determinante de la adsorcion de MGB sobre esta superficie. Es
interesante el resultado obtenido en la adsorcion de MGB sobre el latex JIM1 a pH 7, que es
el punto isoeléctrico de la primera. La entalpia molar de adsorcion alcanza un maximo
alrededor del 50% de recubrimiento y nunca desciende por debajo de -200 kJ/mol. Si bien
el descenso de la entalpia molar de adsorcion a altos grados de recubrimiento tiene una
explicacion ldgica en términos de impedimentos estéricos y/o repulsiones electrostaticas,
el aumento a bajo recubrimiento es un efecto de autoinduccion a la adsorcion que no ofrece
facil explicacion. Se ha encontrado (Cullen et al., 1994; You et al., 1996) que las
moléculas de proteina adsorbidas muestran una elevada tendencia al agrupamiento de
modo que llegan a adoptar un a estructura cristalina bidimensional. Por otra parte, medidas
de calorimetria diferencial de barrido muestran que en general los fendmenos de
agregacion son exotérmicos. En el punto isoeléctrico la proteina posee carga
electrocinética neta nula, por lo que la interaccion lateral sera menor y, ademas, la
solubilidad de la proteina en disolucion disminuye. Esto podria favorecer la agregacion en

superficie de forma que se constituyen de modo cooperativo agrupamientos moleculares.

Hay que recordar que el grado de recubrimiento (ec. (9.1)) estad definido tomando
en consideracién unicamente el maximo numero de moléculas adsorbidas y el n° de
moléculas adsorbidas en unas condiciones de terminadas. No se tiene en cuenta que el
modo (orientacién, conformacion) en que se adsorbe una molécula y el area que ocupa
realmente sobre la superficie puede cambiar segun el avance del proceso, de modo que el
grado de recubrimiento real de la superficie sea muy distinto del que se ha definido. Si las
moléculas de proteina sufren alteraciones considerables en su conformacion debido al
proceso de adsorcion, el grado de recubrimiento sera mucho mayor que el obtenido a partir

del mero recuento de moléculas.
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Una forma de valorar las interacciones laterales entre moléculas adsorbidas consiste
en considerar el valor de la entalpia molar de adsorcion a bajo y a elevado grado de
recubrimiento. En el primer caso, AHaps €s reflejo exclusivamente de las interacciones
subyacentes en el proceso de adsorcidén de una molécula de proteina aislada del resto, es
decir, de las interacciones proteina-superficie, proteina-agua y superficie-agua. En el
segundo caso, posee ademas una contribucion debida a la interaccion entre moléculas de
proteina. La diferencia AHaps(0~1)-AHaps(0~0) debe representar aproximadamente la
contribucion de éstas interacciones intermoleculares (Kotsoukos et al., 1983; Norde et al.,
1985; Norde et al., 1994b; Galisteo et al., 1995; Haynes et al., 1995) y en la Figura 9.10
se muestran los valores de la entalpia molar de adsorcion a bajo y elevado recubrimiento,

asi como la correspondiente diferencia segun los valores de pH considerados.
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Figura 9.10.A. Entalpia molar de adsorcion adsorcion de MGB sobre el latex JX2.
[KBr]=50mM, 25°C
(O0) AHaps (6~0.1), (O) AHaps (6~0.9), (@) AHaps (6~0.9)-AHaps (6~0.1)
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Figura 9.10.B. Entalpia molar de adsorcion adsorcion de MGB sobre el latex JM1.
[KBr]=50mM, 25°C
(D) AHADS (6z01), (O) AHADS (6209), (.) AHADS (9z0.9)-AHAD5 (6201)

Se comprueba que un alejamiento del punto isoeléctrico de la proteina produce un
aumento de la contribucion entélpicamente desfavorable de las interacciones
intermoleculares laterales entre las moléculas adsorbidas. La contribucion entalpica de las
interacciones laterales es menor a pH 9 que a pH 5, indicando que la barrera energética
debida a tales interacciones, y que deben superar las moléculas para adsorberse, es mayor
en el primer caso. Esto se puede justificar teniendo en cuenta dos efectos: en primer lugar,
la transferencia de cationes hacia la interfase a pH 9 reduce la repulsién culombiana entre
moléculas adsorbidas; en segundo lugar, se puede considerar la posibilidad de que los
cambios conformacionales sean de mayor magnitud cuando existe atraccion culombiana
entre proteina y superficie, ya que para maximizar el nimero de contactos la molécula
podria alterar su estructura, siendo éste un proceso entalpicamente desfavorable, pero

entropicamente muy favorable.
La carga neta de la molécula de MGB de musculo cardiaco de caballoapH 5y a

pH 9, evaluada a partir de su secuencia de aminoacidos, es del orden de +15 y -5,

respectivamente. Estos valores de carga neta son estimaciones cualitativas groseras, ya que

288



Calorimetria de adsorcion de proteinas. 289

no se ha tenido en cuenta el grado de disociacion ni el microentorno de cada grupo
protonable ni la distribucion de contra-iones alrededor de la molécula, pudiendo éste
alterar sensiblemente los valores de pK de cada grupo ionizable y hacer que la carga
electrocinética sea nuy diferente de la carga superficial debida a los grupos ionizables
(Haynes et al., 1994). La carga electrocinética sera bastante menor que la carga superficial
de la proteina, pero se puede suponer que serd mayor a pH 5 que a pH 9. Se observa que, si
bien la distancia al punto isoeléctrico es de 2 unidades de pH en ambos casos, la variacion
de carga respecto de éste es muy diferente. Este hecho puede explicar por qué las
interacciones laterales intermoleculares, que tienen su origen en la repulsion culombiana y
el desplegamiento en la interfase de las moléculas adsorbidas, son mas importantes a pH 5
que a pH 9 en el latex JX2. Dado el caracter fuertemente exotérmico exhibido por la
adsorcion de MGB a pH 9 y baja cobertura superficial, la transferencia de cationes desde la
disolucién hacia la interfase puede no ser muy importante en cuanto a cantidad, pero su
contribucion es determinante para compensar la contribucion entalpica desfavorable

debida a la repulsion electrostatica entre proteina y superficie adsorbente.

9.3.2. Efecto de la fuerza ionica.

La adsorcion de MGB sobre el latex JX2 parece estar determinada
fundamentalmente por la interaccion electrostatica entre proteina y superficie adsorbente,
mientras que ésta tiene una influencia bastante menos acusada en la adsorcion sobre el
latex JM1. Para comprobar esta afirmacion se ha estudiado el efecto de la concentracion de
electrolito sobre la adsorcion en ambas superficies, pudiendo de esta forma poner en
evidencia la importancia de las interaccion electrostatica en el proceso de adsorcion. El
efecto de la fuerza idnica serd mayor en aquella situacién donde las interacciones
electrostaticas sean las predominantes y el verdadero motor de la adsorcion. Se ha indicado
que en el caso de una proteina con estructura rigida un cambio en la fuerza iénica afecta a
la densidad de carga, mientras que para proteina cuya estructura no es rigida la densidad de
carga es practicamente independiente de la fuerza ionica (Giacomelli et al., 1997). Es de

esperar entonces que la fuerza idnica si afecte a la densidad de carga de la MGB. Se han
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realizado experimentos de adsorcion a pH 9, condiciones en que existe repulsion
electrostatica entre la proteina y la superficie adsorbente, a distintas condiciones de fuerza
ionica. En las Figuras 9.11.A y 9.11.B se muestran las isotermas de adsorcion de MGB en

cada latex a pH 9 y a diferentes concentraciones de electrolito KBr.
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Figura 9.11.A. Isotermas de adsorcion de MGB sobre el latex JX2 (pH 9, T=25°C).
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Figura 9.11.B. Isotermas de adsorcion de MGB sobre el latex JIM1 (pH 9, T=25°C).
Efecto de la concentracion de electrolito:

() [KBr]=50mM, (m) [KBr]=75mM,(+) [KBr]=100mM

Se comprueba que el efecto de la concentracion de electrolito es mayor sobre el
latex JX2, lo que confirma que la adsorcion sobre esta superficie esta condicionada
fundamentalmente por la interaccion electrostatica. En la adsorcion sobre el latex JM1
apenas hay diferencia, debiendo existir en el proceso de adsorcion otra fuerza
predominante, la interaccion hidrofébica. En el latex JX2 y en condiciones de pH 9 y
[KBr] 100 mM la cantidad maxima adsorbida es casi el doble de la alcanzada en
condiciones de [KBr] 50 mM vy es practicamente igual que la correspondiente a las
condiciones de pH 7 y [KBr] 50 mM, lo que indica que el apantallamiento creado por los
contraiones de la doble capa es muy efectivo conforme aumenta la concentracion de
electrolito y que la adsorcion esta dominada por la interaccion electrostatica en el latex
JX2. En el latex JM1 la cantidad adsorbida maxima en condiciones de pH 9 y [KBr] 100
mM gueda bastante por debajo de la correspondiente a pH 7 y [KBr] 50 mM.

Siguiendo la misma linea de andlisis, en las Figuras 9.12.A y 9.12.B se muestran
los valores de la concentracion de MGB en disolucion cuando se alcanza el 90% de
recubrimiento de la superficie en funcion de la concentracion de electrolito para cada latex,
a partir de las graficas 9.11.A y 9.11.B. Este dato sera indicativo de las interacciones
laterales entre las moléculas de proteina adsorbidas. Se observa un comportamiento
contradictorio y muy diferente: segun los resultados, en el latex JX2 un aumento de la
concentracion de electrolito no reduce las interacciones laterales, pero en el latex JM1 si
existe tal reduccién. Esto coincide con el hecho observado en las Figuras 9.11.Ay 9.11.B
de que un incremento de la fuerza idnica reduce la afinidad en la adsorcion sobre el latex

JX2, pero aumenta la afinidad en la adsorcion sobre el latex JML1.
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Figura 9.12.A. Concentracion de MGB en disolucion cuando el grado de recubrimiento es

0.9 en funcion de la concentracion de electrolito para el latex JX2.
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Figura 9.12.B. Concentracion de MGB en disolucion cuando el grado de recubrimiento es

0.9 en funcion de la concentracion de electrolito para el latex JM1.
En las Figuras 9.13-14 se muestran la entalpia molar de adsorcion de MGB sobre

ambos latex en funcion del grado de recubrimiento a diferentes concentraciones de

electrolito.
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Figura 9.13.A. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JX2 en funcion del

grado de recubrimiento (pH=9, [KBr]=75mM, T=25°C).
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Figura 9.13.B. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JM1 en funcién del
grado de recubrimiento (pH=9, [KBr]=75mM, T=25°C).
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Figura 9.14.A. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JX2 en funcion del

grado de recubrimiento (pH=9, [KBr]=100mM, T=25°C).
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Figura 9.14.B. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JM1 en funcién del
grado de recubrimiento (pH=9, [KBr]=100mM, T=25°C).

Si se comparan las curvas anteriores con las Figuras 9.9 se observa que la entalpia
molar de adsorcion para bajo recubrimiento, donde no hay interferencia de la interaccion
lateral entre moléculas adsorbidas, decrece al aumentar la concentracion de electrolito.

Esto puede explicarse si se considera que aumentando la fuerza ionica el efecto del medio
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idnico es menor.

Nuevamente en las curvas se observa un intervalo de entalpia molar de adsorcién
constante, siempre mas extenso para el latex JM1, seguido de un descenso de dicha
magnitud. Hay que destacar que para el latex JX2 en condiciones de pH 9 y [KBr] 50 mM
no existia una region de recubrimiento en que la entalpia molar de adsorcion constante. Se
comprueba por tanto que un aumento de la fuerza idnica reduce las repulsiones

electrostaticas laterales entre moléculas adsorbidas.

También se ha analizado la importancia de las interacciones laterales mediante la
evaluacién de la entalpia molar de adsorcion a bajo y elevado recubrimiento de la

superficie adsorbente. En las Figuras 9.15.A y 9.15.B se muestra el resultado.
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Figura 9.15.A. Entalpia molar de adsorcion adsorcion de MGB sobre el latex JX2.
pH 9, T=25°C
(O) AHaps (6~0.1), (O) AHaps (6~0.9), (@) AHaps (6~0.9)-AHaps (6~0.1)
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Figura 9.15.B. Entalpia molar de adsorcion adsorcién de MGB sobre el latex JML1.
pH 9, T=25°C
(D) AHADS (9201), (O) AHADS (6209), (.) AHADS (6:0.9)-AHAD5 (6201)

Se comprueba un aumento de la concentracion de electrolito reduce la interaccion
lateral entre las moléculas adsorbidas sobre el latex JX2, pero no ocurre exactamente lo
mismo con las moléculas adsorbidas sobre el latex JM1. Esto indica que en este ultimo
caso las interacciones laterales no son puramente electrostaticas y se produce posiblemente
un desplegamiento de las moléculas en la superficie. Ya se comentd anteriormente que este

fendmeno estaria favorecido por la hidrofobicidad de tal superficie.

9.3.3. Efecto de la temperatura.

Para evaluar la influencia de la temperatura sobre la adsorcion de MGB sobre cada
latex se realizd un nuevo experimento en las siguientes condiciones: pH 7, [KBr]=50 mM
y 35°C. Debido a que la adsorcion de MGB sobre ambos latex ha resultado ser siempre
exotérmica, segun el Principio de Le Chatelier un aumento de la temperatura conduciria a

una reduccién en la cantidad adsorbida.
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Segun datos de la bibliografia (Suen et al., 1985), el niamero de moléculas de
albumina de suero bovino unidas covalentemente a una superficie de un latex con grupos
superficiales clorometilo es mayor a 35°C que a 25°C en una relacién 12:1 y ademas la
cantidad maxima adsorbida disminuye con un aumento de la temperatura. Este hecho se
puede justificar argumentando que el acoplamiento covalente requiere una energia de
activacion mayor que la requerida para la adsorcion fisica de la proteina. En principio, esto
provocara que la adsorcién sea mucho mas exotérmica para el latex JX2 a mayor

temperatura, ya que la unién covalente es mucho mas energética y se producira en mayor

extension.
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Figura 9.16.A. Isotermas de adsorcion de MGB sobre el latex JX2 (pH 7, [KBr]=50 mM).
Efecto de la temperatura: (@) 25°C, (m) 35°C
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Figura 9.16.B. Isotermas de adsorcion de MGB sobre el latex IM1 (pH 7, [KBr]=50 mM).
Efecto de la temperatura: (e) 25°C, (m) 35°C

La influencia de la temperatura es totalmente diferente sobre la adsorcion de MGB
en cada latex. En el latex JX2, un aumento de la temperatura de adsorcion reduce la
cantidad adsorbida considerablemente y también disminuye la afinidad, mientras que para
el latex JM1 se produce un ligero aumento en la cantidad adsorbida, pero decrece
ligeramente la afinidad. Este Gltimo hecho se puede explicar si se considera que el latex
JM1 es bastante mas hidrofobico y que en la adsorcién de MGB sobre dicho latex la
interaccion predominante y que dirige la adsorciéon es la hidrofébica. Un aumento de
temperatura favorece la interaccion hidrofobica (Pratt et al., 1977; Galisteo, 1992), ya que
por lo general la contribucion entélpica de ésta a la energia de Gibbs es pequefia pero
positiva, por lo que se inducird una mayor adsorcion sobre el latex JM1, que se considera

como el mas hidrofébico.

En las Figuras 9.17.A y 9.17.B se muestra la entalpia molar de adsorcion de MGB
sobre cada latex en funcion del grado de recubrimiento para cada latex a 35°C y en
condiciones de pH 7 y [KBr] 50 mM.
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Figura 9.17.A. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JX2 en funcion del

grado de recubrimiento (pH=7, [KBr]=50mM, T=35°C).
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Figura 9.17.B. Entalpia molar de adsorcion de MGB sobre el latex JM1 en funcién del
grado de recubrimiento (pH=7, [KBr]=50mM, T=35°C).

Entre la superficie del latex JM1 y la MGB no se establecen enlaces covalentes y el
valor de la entalpia molar de adsorcion sobre ambos latex es comparable. Esto indica que,
si bien es un hecho que la MGB se debe unir covalentemente a la superficie del latex JX2,

tal fendmeno no se confirma con los resultados obtenidos. Posiblemente la unién covalente
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posee una energia de activacion elevada y se realiza lentamente conforme la molécula de
MGB adsorbida adopta su conformacion energéticamente mas favorable sobre la superficie
adsorbente (Sarobe et al., 1998).

El perfil de la curva de entalpia molar de adsorcidon sobre ambos latex a 35°C es
similar: a bajo y moderado recubrimiento superficial la entalpia molar de adsorcion exhibe
un valor practicamente constante. La Unica diferencia entre los dos latex reside en que los

valores de entalpia son mayores para la adsorcion sobre el latex JX2.

A partir del valor de la entalpia molar de adsorcion a bajo recubrimiento a
diferentes temperaturas es posible estimar la variacion de la capacidad calorifica a presion
constante del sistema, ACp. En ambos casos se encuentra un aumento de esta magnitud,
siendo mayor en el proceso de adsorcién de MGB sobre el latex JX2. Los valores
estimados son de 6.6 kJ/Kmol y 3 kJ/Kmol. Considerando que (Norde, 1976):

¢ la deshidratacion de una superficie hidrofébica produce una disminucion de la

capacidad calorifica.

e el efecto del medio idnico y los posibles cambios conformacionales de la
proteina concomitantes en el proceso de adsorcién contribuyen a aumentar la

capacidad calorifica.

se comprueba que es mayor el aumento de la capacidad calorifica en el proceso de
adsorcion sobre el latex menos hidrofébico. Ademas, es posible que el efecto del medio
ionico y las alteraciones estructurales que sufren las moléculas adsorbidas produzcan un
aumento de la capacidad calorifica que supere a la contribucion de la deshidratacion

hidrofébica.

Del estudio realizado sobre la adsorcion de MGB sobre la superficie de los latex

JX2 'y JM1 se puede concluir que:

e La entalpia molar de adsorcion depende del grado de avance del proceso de
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adsorcion.

La adsorcion de sobre el latex JX2 estd dominada por las interacciones
electrostaticas entre la superficie adsorbente y la proteina, aunque hay una
contribucion de las interacciones hidrofobicas que permite la adsorcién en
condiciones de repulsion electrostatica entre proteina y superficie adsorbente.

La adsorcion de sobre el latex JM1 estd determinada fundamentalmente por las
interacciones hidrofébicas, existiendo ademas una influencia apreciable de las

interacciones electrostaticas.

Se pone de manifiesto la importancia de la naturaleza de la superficie adsorbente
sobre el proceso de adsorcion.

A partir de los resultados no se puede establecer de forma concluyente la formacion
de enlaces covalentes entre la superficie adsorbente y la proteina. Sin embargo, es
un hecho comprobado que si se produce tal acoplamiento, segun datos
bibliograficos (Sarobe et al., 1998). La reaccion conducente a tal unién es muy
lenta, debiendo requerir una energia de activacion elevada. Es probable que
primero se produzca adsorcion fisica, detectada en este estudio, pero pasado un
tiempo, conforme las moléculas adsorbidas se acomodan sobre la superficie

adsorbente, se lleva a cabo la adsorcién quimica.

La molécula de MGB no debe sufrir alteraciones estructurales importantes cuando
se adsorbe sobre el latex JX2, pero existen indicios para pensar que si se producen
cuando se adsorbe sobre el latex JIM1 (mas hidrofdbico). Esto concuerda con la idea
inicial de que es una proteina modelo compacta con una estabilidad estructural
relativamente alta que no impide su desplegamiento al ser adsorbida sobre un latex
hidrofébico, pero al parecer si lo hace al ser adsorbida sobre un latex mas

hidrofilico (menos hidrofobico).
De esto ultimo se desprende que la clasificacion de las proteinas en rigidas o

blandas en cuanto a la existencia de alteraciones estructurales inducidas por el

proceso de adsorcion no depende solamente de las caracteristicas fisico-quimicas
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de la proteina, sino también de la naturaleza de la superficie adsorbente.

e Aungue no se han obtenido valores de ACp negativos, como corresponderia a un
fendmeno de adsorcion donde el efecto predominante seria la deshidratacion de una
superficie adsorbente m&s o menos hidrofdbica, los valores estimados si estan en

consonancia con las caracteristicas del fendémeno de adsorcion en cada superficie.
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10. Resumen y conclusiones.

En este ultimo capitulo se resume el contenido de esta Memoria y finalmente se
destacan las conclusiones mas relevantes que se pueden obtener del trabajo de

investigacion realizado.

Se ha disefiado, construido y optimizado un microcalorimetro isotérmico de
valoracion de alta sensibilidad. Todo el proceso ha sido realizado integramente en los
Laboratorios del Departamento de Fisica Aplicada y del Departamento de Quimica Fisica
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada. EI microcalorimetro utiliza como
principio de medida la compensacion de potencia, para lo cual se ha implementado un
sistema de retroalimentacion basado en el efecto Peltier que permite reducir las constantes
de tiempo del dispositivo y reducir la inercia térmica de éste. De este modo, se mejora la
sensibilidad dinamica, la resolucion temporal y disminuye drasticamente el tiempo de
experimentacion. El dispositivo se construye con disefio de células gemelas (principio
twin), de modo que el principio de medida es diferencial. Esto permite eliminar en un
experimento calorimétrico los efectos térmicos asociados a los fendmenos accidentales que
afecten simultaneamente a las dos células del dispositivo. Todo el desarrollo de un
experimento esta totalmente automatizado y controlado a través de un ordenador personal

que dirige la adquisicion de datos, la inyeccion de reactivos y la gestion del sistema.

La configuracion simétrica de la disposicion del sistema de compensacion
conjuntamente con el uso del efecto Peltier conlleva algunas ventajas: conservacion de la
simetria del sistema, eliminacion del efecto Joule que en otros microcalorimetros introduce
la propia compensacion y mayor seguridad de que la constante de calibraciéon para un
efecto endotérmico y para un efecto exotérmico son iguales. El disefio del sistema de

compensacion permite que las tareas de calibracion y operacion del dispositivo y ajuste de
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dicho sistema de compensacion sean muy sencillas.

El modelo fisico-matematico del dispositivo microcalorimétrico desarrollado
muestra un acuerdo excelente como representacion del sistema real, a la vista de los
resultados obtenidos en la caracterizacion del sistema microcalorimétrico. EI modelo
conduce a dos funciones de transferencia del microcalorimetro diferentes, dependiendo de
la localizacion de la fuente de calor generadora del efecto térmico, para una calibracion
eléctrica sobre la pared de la célula y para una reaccion quimica en el interior de la célula.
Sin embargo, un resultado importante descansa en el hecho de que las constantes de tiempo
asociadas a los polos de ambas funciones de transferencia son idénticas. Esto permite
demostrar que aunque el comportamiento dindmico, es decir, la respuesta transitoria, del
microcalorimetro en estos dos casos es diferente, las constantes de tiempo que gobiernan
tal comportamiento son las mismas, independientemente del tipo de experimento, quimico

o eléctrico, que se lleve a cabo.

Teniendo en cuenta el resultado anterior se ha indicado un método de
caracterizacion del microcalorimetro basado en una serie de calibraciones eléctricas y que
permite determinar de forma precisa y muy répida, comparado con otros métodos
alternativos, la funcién de transferencia del sistema. Ademas, se establece que el método

eléctrico de caracterizacion es el Gnico que permite lograr una caracterizacion fiable.

Se ha utilizado la Teoria de Sistemas de Retroalimentacion para analizar el
comportamiento del microcalorimetro bajo distintos controles por retroalimentacion.
Estudiado el funcionamiento bajo control proporcional, proporcional-derivativo y

proporcional integral, se puede establecer que:
e El control proporcional, tradicionalmente utilizado, mejora el tiempo de
respuesta, pero inevitablemente reduce la ganancia en estado estacionario del

sistema.

e El control proporcional-derivativo permite modular de forma casi independiente

las constantes de tiempo y la ganancia en estado estacionario del dispositivo,
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pero en la préctica este tipo de control no da resultado debido a las
inestabilidades introducidas.

e El control proporcional-integral ofrece importantes ventajas respecto al
proporcional puro: mejor relacion sefial-ruido, menores constantes de tiempo,
mayor ganancia en estado estacionario e independencia de la constante de

calibracion respecto de los parametros de control.

Como resultado de este analisis se ha desarrollado un nuevo método de medida en
calorimetria isotérmica de valoracion basado en el control proporcional-integral del

sistema microcalorimétrico.

Mediante el modelo del dispositivo microcalorimétrico se puede analizar la
influencia de realizar la operacion de compensacion de potencia en la pared de la célula
calorimétrica o en el interior. Se ha demostrado que, en vez de ser una limitacion el hecho
de realizar tal operacion sobre la pared de la célula, es una estrategia de disefio adecuada y

recomendable.

Asimismo se ha desarrollado un modelo discreto del dispositivo, extendido a los
tres sistemas de control empleados: proporcional, proporcional-derivativo y proporcional-
integral. Se comprueba que el funcionamiento del dispositivo, que es intrinsecamente
discreto debido a que el sistema de control es digital, es similar al del sistema continuo
analogo siempre que se respeten las condiciones de estabilidad del sistema. Sin embargo,
en el dominio discreto surgen mas restricciones respecto a los valores permitidos de los
parametros de control, ademas de una conexion importante entre el periodo de muestreo y
los parametros de control que establece que conforme aumenta el periodo de muestreo los

valores méximos de los permitidos parametros de control se reducen.

Se ha construido un conjunto de herramientas que permiten el anélisis de la
respuesta de un sistema calorimétrico genérico, haciendo énfasis en las magnitudes de
medida que interesan en este tipo de dispositivos: area del termograma correspondiente a
un pulso de calor y valor limite en estado estacionario de la sefial correspondiente a un

paso de potencia.
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El efecto de todos los parametros instrumentales (velocidad de agitacion,
parametros de control, periodo de muestreo, etc.) ha sido analizado para determinar las

condiciones optimas de operacion del dispositivo.

Gracias a un meticuloso proceso de caracterizacion has sido posible determinar
todo el conjunto de parametros instrumentales del dispositivo: constantes de tiempo de
elementos aislados, coeficientes de transferencia de calor, coeficientes Peltier y Seebeck de

los elementos Peltier, etc.

A partir del modelo desarrollado también ha sido posible estudiar la influencia de
emplear distintas disposiciones de los elementos Peltier utilizados en el sistema de medida,

demostrandose que:

e Es ventajoso aumentar el nimero de elementos, Gnicamente condicionado por el
espacio disponible. Con esta modificacién la ganancia en estado estacionario
apenas varia y las constantes de tiempo disminuyen, por lo que la sensibilidad
dinamica se ve mejorada.

e No es ventajoso disponer los elementos en serie térmicamente, ya que la
gananacia en estado estacionario aumenta, pero las constantes de tiempo se ven
incrementadas en un factor ain mayor. Como consecuencia la sensibilidad

dindmica se ve empeorada.

Se ha comprobado que el dispositivo microcalorimétrico permite obtener valores
fiables de las magnitudes termodinamicas que caracterizan a un proceso de unién. En
concreto, se han determinado las variaciones de los potenciales termodindmicos asociados

con las reacciones de protonacion de dos ribonucledsidos: adenosina y citidina.

Con carécter de estudio preliminar y como una aplicacion importante del
dispositivo microcalorimétrico se ha abordado el estudio de la adsorcion de proteinas sobre
superficies poliméricas. Esto permite ampliar una linea de investigacion bien establecida

en el Grupo de Fisica de Fluidos y Biocoloides del Departamento de Fisica Aplicada de la
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Universidad de Granada sobre fendomenos de adsorcion de macromoléculas en interfases.
Las técnicas microcalorimétricas complementadas con otras técnicas de analisis
especificas permiten obtener mas informacion sobre fendomenos tan complejos y atractivos

como los mencionados.

El estudio béasico sobre la adsorcion de proteinas en interfases sélido-liquido se ha
abordado utilizando una proteina modelo, la Mioglobina, que es una proteina de bajo peso
molecular, bastante hidrofilica y con una relativamente elevada estabilidad estructural en
disolucién. La superficie adsorbente que se ha empleado corresponde a la superficie de una
dispersion de particulas poliméricas (latex) que se considera que constituye un sistema
coloidal modelo, ya que relne una serie de caracteristicas que lo califican como tal
(monodispersidad, homogeneidad de la superficie, constante dieléctrica muy reducida
comparada con la del agua). Como era de esperar, se ha puesto de manifiesto la influencia
que las caracteristicas de la superficie adsorbente tienen en la adsorcidn de proteina sobre
tal superficie. La influencia del pH, la fuerza iénica y la temperatura sobre la adsorcion de
Mioglobina sobre la superficie de dos latex de poliestireno bastante parecidos (uno menos
hidrofobico, de clorometilestireno, que el otro, de poliestireno) es notablemente diferente.
La adsorcion de Mioglobina sobre un latex de clorometilestireno estd determinada
fundamentalmente por interacciones electrostaticas entre proteina y superficie adsorbente,
mientras que la adsorcién sobre un latex de estireno la adsorcion estd dirigida
fundamentalmente por las interacciones hidrofébicas, moduladas por la interaccion
electrostatica entre proteina y superficie. Un hecho significativo es el de que la cantidad
méxima de proteina adsorbida no se alcanza cuando el pH coincide con el punto
isoeléctrico de la Mioglobina. Por otra parte, se pone de manifiesto el efecto i6nico del
medio cuando existe repulsion electrostatica entre la Mioglobina y la superficie de las
particulas de latex. Sin embargo, lo mas relevante de este estudio preliminar es la
constatacion experimental de la capacidad y sensibilidad que la variacion de entalpia,
medida por Calorimetria Isotérmica de Valoracion, tiene como sonda para la deteccion de
interacciones intermoleculares del adsorbato, proteina en nuestro caso, que modulan el

proceso de adsorcion.

Segun los resultados obtenidos, no hay evidencias de que la Mioglobina sufra
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cambios conformacionales sobre el latex de clorometilestireno (menos hidrofobico), sin
embargo si parecen producirse alteraciones estructurales sobre el latex de estireno (méas
hidrofobico), siendo éstas de pequefia magnitud dada la relativamente elevada estabilidad
estructural de la Mioglobina en disolucién. Esto sugiere la idea de que la clasificacion de
una molécula de proteina como rigida o como blanda en cuanto a la existencia de cambios
conformacionales concomitantes en el proceso de adsorcion no depende Gnicamente de las
propiedades fisico-quimicas de la proteina, sino también de las caracteristicas de la

superficie adsorbente.

Mediante los experimentos realizados no hay evidencias totalmente concluyentes
que permitan afirmar el establecimiento de enlaces covalentes entre la Mioglobina y los
grupos superficiales del latex de clorometilestireno. Posiblemente tal proceso sea una
reaccion mucho mas lenta que la adsorcién fisica, requiera una energia de activacion
elevada y se produzca conforme la proteina alcanza su disposicion energéticamente mas
favorable sobre la superficie adsorbente. Seria conveniente disponer de otros datos
provenientes de la utilizacion de técnicas complementarias, tales como el espesor de la

capa proteica adsorbida.

La microcalorimetria isotérmica de valoracion se revela como una técnica atil que
permite, junto con otros procedimientos complementarios, abordar el estudio de
fendmenos muy complejos, tales como los procesos de adsorcion de macromoléculas en

interfases.

De todo el trabajo de investigacion se pueden extraer las siguientes conclusiones:
1. El método de medida en microcalorimetria isotérmica de valoracion basado en la

compensacion del efecto térmico por efecto Peltier mejora notablemente el

funcionamiento y las prestaciones del dispositivo microcalorimétrico.
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. Es conveniente adoptar una configuracion simétrica en el sistema de compensacion.

. Es posible desarrollar un modelo matematico basado en leyes fisicas basicas que

reproduce de forma realista el comportamiento del microcalorimetro.

. Se ha resuelto el problema de cémo llevar a cabo una caracterizacion precisa del
microcalorimetro. La Unica forma fiable de llevar a cabo la identificacion del

sistema se basa en la realizacion de experimentos de calibracion eléctricos.

. Se ha presentado un nuevo método de medida en calorimetria isotérmica de
valoracion basado en el control proporcional-integral del dispositivo. Este método
presenta ventajas importantes frente al método tradicional empleado en esta

técnica.

. La compensacion se debe realizar sobre la pared de la célula calorimétrica y nunca

directamente en el contenido de la célula.

. El modelo discreto del microcalorimetro permite establecer los limites para los
regimenes de comportamiento estable y no oscilatorio de una forma mas realista y

mas acorde con la naturaleza digital del dispositivo.

. Se debe utilizar el mayor nimero posible de elementos Peltier en el sistema de

medida y siempre dispuestos térmicamente en paralelo.

. El microcalorimetro construido permite determinar las magnitudes termodinamicas
(constante de equilibrio, variacion de entalpia, variacion de entropia y variacion de

energia de Gibbs) que caracterizan a procesos fisico-quimicos.

10.Se ha puesto de manifiesto la influencia de las caracteristicas de la superficie

adsorbente sobre la adsorcion de proteina sobre dicha superficie. La adsorcion de

Mioglobina sobre un latex de clorometilestireno estd determinada
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fundamentalmente por interacciones electrostaticas entre proteina y superficie
adsorbente, existiendo no obstante una contribucion de las interacciones
hidrofdbicas; sin embargo, en la adsorcion sobre un latex de estireno la adsorcion
estd dirigida fundamentalmente por las interacciones hidrofobicas, moduladas por

la interaccion electrostatica entre proteina y superficie.

11.La entalpia molar de adsorcion depende notablemente del porcentaje de
recubrimiento de la superficie adsorbente (avance de la reaccion). Por tanto, la
entalpia molar de adsorcion se manifiesta como una magnitud que refleja de forma
sensible las interacciones proteina-latex y proteina-proteina en la interfase. En los
casos estudiados se hace evidente que la interpretacion de las isotermas de
adsorcion requiere modelos complejos que incluyan al menos las principales

interacciones detectadas.

12.La cantidad méaxima de proteina adsorbida no se realiza cuando el pH coincide con

el punto isoeléctrico de la Mioglobina.

13.El efecto ionico del medio es muy importante cuando existe repulsion electrostatica

entre la Mioglobina y la superficie de las particulas de latex.

14.No hay evidencias de que la Mioglobina sufra cambios conformacionales sobre el
latex de clorometilestireno (menos hidrofobico), sin embargo si parecen producirse
alteraciones estructurales sobre el latex de estireno (més hidrofobico), siendo éstas
de pequeiia magnitud dada la relativamente elevada estabilidad estructural de la

Mioglobina.

15.La clasificacion de una molécula como rigida o como blanda en cuanto a la
existencia de cambios conformacionales concomitantes en el proceso de adsorcion
no depende unicamente de las propiedades fisico-quimicas de la proteina, sino

también de las caracteristicas de la superficie adsorbente.

16.Mediante los experimentos realizados no hay evidencias concluyentes que permitan



Resumen y conclusiones. 313

afirmar el establecimiento de enlaces covalentes entre la Mioglobina y los grupos

superficiales del latex de clorometilestireno.
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Al. Criterios de Estabilidad.

La funcidn de transferencia constituye una representacion completa de un sistema,
de modo que si se conoce ésta, se puede obtener toda la informacién relativa al
comportamiento de dicho sistema. Las raices de la ecuacion caracteristica, es decir, los
polos de la funcidn de transferencia, gobiernan la respuesta dinamica. Los métodos de
analisis de sistemas se ocupan de estudiar la localizacion de los polos y ceros de la
fucncion de transferencia en el plano s y z, asi como la evolucién de éstos conforme los
parametros de control varian de forma continua. Los métodos de disefio, que se apoyan en
los métodos de analisis, tratan con el problema de fijar la posicion de los polos y los ceros

de modo que el sistema se comporte de acuerdo con las especificaciones preestablecidas.

De entre todas las especificaciones de disefio, el requerimiento méas importante es el
de la estabilidad del sistema, ya que un sistema inestable no tiene utilidad. La estabilidad
se puede clasificar en absoluta (¢es estable el sistema?) y relativa (si es estable, ¢a que
distancia esta del limite de estabilidad?). Nos ocuparemos s6lamente de la estabilidad
absoluta y haremos primero un repaso sobre los conceptos de estabilidad (Distefano et al.,
1992; Leigh, 1992; Kuo, 1992; Kuo, 1996).

Al.1. Estabilidad en sistemas continuos.
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Supongamos un sistema continuo con funcion de transferencia G(s) y propagador
es g(t). Con condiciones iniciales nulas, se dice que un sistema es estable de entrada-
acotada/salida-acotada (EASA), o simplemente estable, si su salida y(t) es acotada para una

entrada x(t) acotada. Esto implica que el area bajo la curva |g(t)| debe ser finita:
J:w\g(t)\dt < 400 (AL.1)

Para que el sistema sea estable EASA, las raices de la ecuacion caracteristica, es
decir, los polos de G(s), no pueden estar localizadas en el semiplano derecho del plano s.

Si se verifica la condicidn expresada en la ecuacion (Al1.1), entonces:
jo“ g(t)dt < +oo (Al1.2)

y este valor finito coincide con G(0), la ganancia en estado estacionario del sistema, que

también se ha representado por Ko.

Se dice que el sistema es estable de entrada nula, o simplemente estable, si la
respuesta con entrada nula y(t) sujeta a condiciones iniciales finitas y®(to) tiende a cero
cuando t tiende a infinito. Esto implica que para cualquier conjunto finito y®(to) existe un

nimero positivo M, que depende de y®(to), tal que:

y(t)[ £ M <+ t>t
y@) ;

AL3
y(t) =0 (A1)

Ilmt—>+oo

La estabilidad de entrada nula también se denomina estabilidad asintética. Para que
el sistema sea estable de entrada nula, las raices de la ecuacidn caracteristica deben
localizarse en el semiplano izquierdo del plano s. Y como se comprueba, los dos tipos de
estabilidad definidos poseen el mismo requisito sobre la posicion de los polos de la funcion

de transferencia. Por tanto, si un sistema es estable EASA, también sera estable de entrada
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nula o asintéticamente estable. Debido a esto, simplemente se hablara de sistema estable o

inestable, segun verifique o no alguna de las definiciones anteriormente expuestas.
Resumiendo las condiciones de estabilidad de sistemas lineales autbnomos:

Estable Todas las raices poseen parte real negativa.

Marginalmente Estable No hay raices con parte real positiva, pero alguna raiz
simple tiene parte real nula.

Inestable Alguna raiz en el semiplano derecho s o alguna raiz

multiple en el eje imaginario.

En la practica hay varios métodos para determinar la estabilidad de sistemas
lineales continuos sin tener que resolver directamente la ecuacion caracteristica: Criterio
de Routh-Hurwitz, Criterio de Nyquist y Diagrama de Bode. Aunque los dos ultimos son
bastante mas potentes que el primero (sobre todo el Criterio de Nyquist), como las
funciones de transferencia que aparecen en esta memoria son fracciones algebraicas
relativamente sencillas y los polinomios caracteristicos no seran de grado mayor que tres,

unicamente aplicaremos el Criterio de Routh-Hurwitz por ser mas sencillo.

Si F(s) es el polinomio caracteristico de grado n de un sistema continuo lineal

autébnomo, la ecuacion caracteristica es de la forma:
F(s)=>.as' =0 (A1.4)
i=0

donde todos los coeficientes son reales. Una condicion necesaria (Cardano-Vietta) para
que la ec. (Al.4) no tenga soluciones con parte real positiva es que se verifique que: todos
los coeficientes de la ecuacién tengan el mismo signo y ninguno de los coeficientes sea
nulo.

El Criterio de Hurwitz afirma que la condicion necesaria y suficiente para que todas

las raices de la ecuacion (Al.4) tengan parte real negativa es que los determinantes de
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Hurwitz de la ecuacion,

{D«}i=1,.n, formados a partir de los coeficientes de la ecuacion,

sean todos positivos:

o U

a‘n—l
an—l an—s
a, a,
an—l an—3 an—S
a, a,, a,,
0 2 2 (A1.5)
a, ., a, 5 a . 0
a, a,., N4 0
0 w1 A g 0
0 0 0 a,

Para simplificar el calculo cuando n es elevado, se utiliza el método de tabulacién

de Routh, denominandose ahora Criterio de Roth-Hurwitz. Se construye la Tabla de Routh

definida del siguiente modo:

b,

C

QD

n n-2 n-4
an—l n-3 n-5
b, b b

e

(AL6)
a1, , —4,a,_; b a3, 4, 3,85
, =
an—1 a'n—l
_ blan—S - an—lbz C. = b1an—5 — an—1b3
b L)

El Criterio de Routh-Hurwitz afirma que la condicion necesaria y suficiente para

que las raices de la ec. (A1.4) tengan parte real negativa es que los elementos de la primera
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columna de la tabla de Routh tengan el mismo signo. En caso contario, el nimero de

cambios de signo es igual al nimero de raices con parte real positiva.

Si particularizamos el Criterio de Routh a una ecuacién caracteristica de 2° y 3%
grado se obtienen los siguientes resultados:

a, >0, 0
F(s) =, + &S +a,s° {°> %

signo(a,) = signo(a,) = signo(a,)

(A1.7)
a, >0,aa,-aa,>0,a,>0a>0
F(s)=a,+as+a,s’ +a,5° = 4signo(a,) = signo(a,) =
= signo(a,) = signo(a,)

Al.2. Estabilidad en sistemas discretos.

Podemos extender las definiciones de estabilidad a los sistemas discretos lineales y
autonomos. Supongamos un sistema discreto cuya repuesta impulso es g(kT). Con
condiciones iniciales nulas, se dice que un sistema es estable de entrada-acotada/salida-
acotada (EASA), o simplemente estable, si su salida y(kT) es acotada para una entrada

X(kT) acotada. Esto implica que se cumple la condicion:
D g (KT)| < +oo (A1.8)
0

Para que el sistema sea estable EASA, las raices de la ecuacion caracteristica, es
decir, los polos de G(s), no pueden estar localizadas fuera del circulo unidad en el plano z.

Si se verifica la condicion expresada en la ecuacion (A1.8), entonces:

ig(kT) < +00 (A1.9)
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y este valor finito coincide con G(1), la ganancia en estado estacionario del sistema, que

también se ha representado mediante Ko.

Se dice que el sistema es estable de entrada nula, o simplemente estable, si la

Y(KT) <M < +o0

_ (A1.10)
lim,_,..,| y(kT)| =0

denominandose también estabilidad asintética este tipo de estabilidad. Para que el sistema
sea estable de entrada nula, las raices de la ecuacion caracteristica deben localizarse dentro
del circulo unidad en el plano z. Como se observa, los dos tipos de estabilidad definidos
poseen el mismo requisito sobre las raices de la ecuacion caracteristica. Por tanto, si un
sistema es estable EASA, también sera estable de entrada nula o asintéticamente estable.
Debido a esto, simplemente se hablara de sistema estable o inestable, segun verifique o no

alguna de las definiciones anteriormente expuestas.
Resumiendo las condiciones de estabilidad:

Estable Todas las raices poseen modulo menor que 1.

Marginalmente Estable No hay raices con mddulo mayor que 1, pero alguna
raiz simple tiene modulo 1.

Inestable Alguna raiz tiene modulo mayor que 1 o alguna raiz

multiple tiene modulo 1.

En la préctica para estudiar la estabilidad de sistemas lineales discretos sin tener
que resolver directamente la ecuacion caracteristica se pueden emplear los métodos de
analisis para sistemas continuos: Criterio de Routh-Hurwitz, Criterio de Nyquist y
Diagrama de Bode. Para ello se utiliza una transformacion bilineal que hace corresponder

el circulo unidad en el plano z con el eje imaginario en el plano s, es decir, establece una

320



Criterios de Estabilidad. A1.321

correspondencia entre los limites de estabilidad en cada plano. Sin embargo, aplicaremos

un método directo que se conoce con el nombre de Criterio de Jury.

Si F(2) es el polinomio caracteristico de grado n de un sistema discreto lineal

autébnomo, la ecuacion caracteristica es de la forma:
n .
F(z)=Y az' =0 (A1.11)
i=0

donde todos los coeficientes son reales. Se construye la Tabla de Jury:

a0 a1 a2 an—l n
an an—l an—2 al 0
bO bl b2 bn—l
bn—l bn—2 bn—3 bo
CO Cl C2 Cn—2
Cn—2 Cn—S Cn—4 CO
r0 r1 r-2 rS
r3 r2 r-l I’-0
S S S,
(A1.12)
bk — Z‘O a;—k Ck — be bnl;l—k
n k n-1 k

s, = h I 5, = L s, = h n

r, I b n rn n

El Criterio de Jury establece que las condiciones necesarias y suficientes para que

todas las raices de la ecuacion (A1.11) son:
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FM) >0

. (_1){> 0 n -par
<0 nimpar

a,| < a,
b/ > b, (A1.13)

Col >[Cos)

> [n

S0/ > 8,

Si particularizamos el Criterio de Jury para una ecuacion caracteristica de 2° y 3%

grado se obtienen los siguientes resultados:

a,+a, +a, >0
a,—a +a,>0

B 2
F(z)=a,+az+a,z = 3l <a,
a, +a,| > g
(AL1.7)
a,+a +a,+a, >0
a,—a,+a,—a; >0
F(z2)=a,+az+a,2’+a,2 = {la|<a
‘ag_ae?‘ >‘aoaz_aiaa‘
‘ao(ao + az)_ a3(as + ai)‘ > ‘aoai - azas‘
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A2. Tecnica del Lugar de las Raices.

En el Apéndice Al se ha indicado la importancia de los polos de la funcion de
transferencia de lazo cerrado en el comportamiento dindmico del sistema. La localizacion
de estos polos, raices de la ecuacién caracteristica, en el plano s 0 z (segun el sistema sea
continuo o discreto) gobierna la estabilidad absoluta y relativa y las propiedades del
comportamiento transitorio de un sistema. Por ello, una etapa muy importante del proceso
de andlisis de un sistema es el estudio de la evoluciéon de dichos polos conforme algun
parametro del sistema varia. Es decir, la determinacion de las trayectorias o lugar
geomeétrico de las raices de la ecuacion caracteristica del sistema cuando cierto parametro
del sistema toma valores en un intervalo concreto. En caso de haber varios parametros

variables, los lugares geométricos de las raices se denominan contornos de las raices.

En este apéndice se mostrara como construir los Diagramas del Lugar de las Raices
utilizando reglas simples de las cuales no se indicard su demostracion, ya que en la
bibliografia se encuentra ampliamente desarrollado este método (Distefano et al., 1992;
Leigh, 1992; Kuo, 1992; Kuo, 1996). En nuestro caso no es importante que dichos
diagramas no sean exactos; el aspecto esencial es la posibilidad de obtener informacion

cualitativa sobre las caracteristicas del sistema.

La técnica del lugar de las raices no esta restringida al estudio de sistemas. Es un
método que se aplica de forma genérica al analisis del comportamiento de las raices de
cualquier ecuacion algebraica con pardmetros variables. Aplicada a sistemas controlados,
es un ejemplo mas, aparte del método de Nyquist o de Bode, de como las caracteristicas de
la funcién de transferencia en lazo abierto determinan el comportamiento del sistema en
lazo cerrado.

Supongamos que en un sistema lineal autbnomo controlado la relacion entre la
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sefial de entrada, X(s), y la de salida, Y(s), viene dada por:

G(s)

Y 696, )

X (s) (A2.1)

donde G(s) es la funcion detransferencia directa, Ggg(s) es la funcion de transferencia de
retroalimentacion, G(s)Ges(s) es la funcion de transferencia en lazo abierto y todo el factor
qgue multiplica a X(s) es la funcién de transferencia en lazo cerrado del sistema. La
ecuacion caracteristica del sistema se obtiene al anular el denominador de la funcion de

transferencia en lazo cerrado o polinomio caracteristico:
1+G(s)G(s) =0 (A2.2)

y las raices de esta ecuacion son los polos de la funcién de transferencia en lazo cerrado
del sistema. Consideremos que la funcion de transferencia en lazo abierto contiene un
parametro variable K tal que, a partir de la ec. (A2.2), se puede llegar a la expresion

siguiente:

1+k 20 _ g (A2.3)
P(s)

donde Q(s) y P(s) son polinomios de la variable s. Y esta Gltima ecuacion se puede

escribir:
P(s)+KQ(s) =0 (A2.4)

de modo que el problema de determinar el lugar geométrico de las raices de un sistema
controlado se puede identificar con el problema general de obtener el lugar geométrico de
las raices de una ecuacion algebraica con parametros variables. A la hora de aplicar esta
técnica en el analisis del dispositivo microcalorimétrico el parametro K sera el parametro
(o los parametros) de control, ya que los demés parametros instrumentales son fijos.

Se definen los siguientes conceptos:
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e lugar de las raices parte del lugar geométrico de las raices donde K toma valores

positivos (0<K<+c0).

e lugar de las raices complementario parte del lugar geométrico de las raices

donde K toma valores negativos (-0o<K<0).

e contorno de las raices lugar geométrico de las raices cuando hay mas de un

parametro variable.

En lo que sigue se demostrara cémo el lugar geométrico de las raices se puede
construir a partir del conocimiento de las propiedades de Q(s)/P(s), es decir, de las
propiedades de la funcion de transferencia en lazo abierto, G(s)Ggg(S). Se considerara que

esta Ultima funcion se puede expresar:

G(5)Grs (5) = KG,(5) = Kf,g (A2.5)

donde G4(s) no depende del parametro K. Entonces, la ec. (A2.2) se puede escribir:

G,(s) = —i (A2.6)

por lo que si un punto so pertenece al lugar de las raices, deben cumplirse simultaneamente

dos condiciones:

e Condicion de modulo
1

—o0 < K <+ (A2.7)
K

‘Gl(so)‘ =

e Condicion de argumento
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arg(G,(s,))=(i+)z  K=>0

) i—0,41,+2,+3,. (A2.8)
arg(G,(s,))=2iz K<0

En la préactica, la segunda condicion se emplea para determinar graficamente el
lugar geométrico de las raices en el plano s (método de analisis de sistemas) y la primera
condicion se utiliza para determinar los valores de K sobre el lugar geométrico de las

raices una vez obtenidos los diagramas correspondientes (método de disefio).

La construccion del lugar geométrico de las raices requiere el conocimiento de los

polos, -pi, y los ceros, -zj, de la funcion de transferencia en lazo abierto, que se podra
escribir como:

m

[16+z)

G(5)Ges () = KG, (s) = K2—— n>m (A2.9)

[1G+p)

i=1

Si se aplican las condiciones de modulo y argumento (ecs. (A2.7) y (A2.8)), se
obtiene el siguiente resultado:

m

H\so +1;] .

Gy(sy) =t =" —w<K<+o (A2.10)

K
[lso+pil K

i=1

m n

arg(G, (s,)) = Y arg(s, +z;)— Y. arg(s, + p;)=(2i+)z K =0
= = (A2.11)
arg(Gl(so)):Zarg(so+zi)—Zarg(so+ p,)=2ix K<0

La ec. (A2.11) constituye un método grafico de construccion del lugar geométrico
de las raices:

e Si un punto sp del plano s pertenece al lugar de las raices, la diferencia entre las

sumas de los angulos de los vectores dibujados desde los ceros y aquellos
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dibujados desde los polos de G(s)Grs(s) hasta sp es un multiplo impar de =
radianes.

e Si un punto so del plano s pertenece al lugar de las raices complementario, la
diferencia entre las sumas de los angulos de los vectores dibujados desde los
ceros y aquellos dibujados desde los polos de G(s)Ggs(s) hasta so es un multiplo

par de & radianes.

Una vez determinado el lugar geométrico de las raices, los valores de K a lo largo

de éste se pueden obtener mediante la ec. (A2.10):

K=" (A2.12)

lo que indica que en cada punto so del lugar de geométrico de las raices el valor de |K|
viene dado por el cociente entre los productos de los méddulos de los vectores dibujados
desde los polos y aquellos dibujados desde los ceros de G(s)Ggs(s) hasta so. El signo de K
es positivo 0 negativo si So pertenece al lugar de las raices o al lugar complementario,

respectivamente.

El procedimiento de construccién del lugar geométrico de las raices presentado no
es operativo, salvo si se dispone de programas eficientes calculo, ya que se limitaria a
emplear el método de ensayo y error en la buasqueda de los posibles puntos sy que
pertenecen a dicho lugar, es decir, que verifiquen la condicion de argumento (ecs. (A2.8) o
(A2.11)). Por esta razon, es conveniente disponer de un conjunto de reglas, basadas en
propiedades del lugar geométrico de las raices, que permitan construir de forma rapida y
manual, sin recurrir a calculos engorrosos, los diagramas del lugar geométrico de las

raices. Los siguientes teoremas constituyen el conjunto de reglas basicas mencionado.

Teorema 1

Los puntos del lugar geométrico de las raices donde K=0 son los polos (finitos o infinitos)
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de G(s)Grs(s).
Los puntos del lugar geométrico de las raices donde K=z son los ceros (finitos o
infinitos) de G(s)Grs(s).

A la hora de confeccionar los diagramas del lugar geométrico de las raices se
dibujan trayectorias en el plano s que comienzan en K=0 y terminan en K=+co (lugar de las
raices) y trayectorias que comienzan en K=0 y terminan en K=-o (lugar de las raices

complementario).

Teorema 2
El nimero de ramas del lugar geométrico de las raices de la ec. (A2.2) es igual al grado del

polinomio caracteristico.

Teorema 3
El lugar geométrico de las raices es simétrico respecto a los ejes de simetria de la
configuracion de polos y ceros de G(s)Grs(s). En concreto, el lugar geométrico de las

raices es simétrico respecto al eje real del plano s.

Teorema 4
El lugar de las raices posee 2|n-m| asintotas cuyos angulos con el eje real vienen dados por:
2i+1
= T
n-m

i=012,..,

n-m-1 (A2.13)

El lugar de las raices complementario posee 2|n-m| asintotas cuyos angulos con el eje real
vienen dados por:
2i
= T
n—-m

0.

1=012,..,

n—m-1 (A2.14)

Teorema 5
El punto de interseccion de las 2|n-m| asintotas del lugar geométrico de las raices, o1, esta

localizado en el eje real del plano s y viene dado por:
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o, = -1 (z p, —izij (A2.15)

n—m i1

Teorema 6

El eje real completo del plano s esta ocupado por el lugar geométrico de las raices.

Un intervalo del eje real del plano s pertenece al lugar de las raices si el nimero total de
polos y ceros de G(s)Ggg(s) a la derecha de dicho intervalo es impar.

Un intervalo del eje real del plano s pertenece al lugar de las raices complementario si el

namero total de polos y ceros de G(s)Ggg(S) a la derecha de dicho intervalo es par.

Teorema 7
Los puntos de ruptura sobre el lugar geométrico de las raices, o, corresponden a raices
multiples de la ec. (A2.2), es decir, polos multiples de la funcion de transferencia en lazo
cerrado, y satisfacen la siguiente condicion (no suficiente):

dG(;S(S) =0 (A2.16)

s=0,

Si en un punto de ruptura confluyen n ramas, llegan o parten con angulos de =/n radianes.
A partir del lugar geométrico de las raices se pueden determinar los valores
maximos y minimos permitidos para el parametro K de modo que el sistema sea estable. Se

definen dos indices que se utilizan para representar la estabilidad relativa:

Margen de ganancia (MG)

K|
MG = it (A2.17)
K
Margen de fase (MF)

MF =180° + arg(G(sl)GFB (51))

] (A2.18)
S =Jo, ‘G(Sl)GFB (51)‘ =1

Todo el desarrollo anterior considera un unico parametro K variable en la ecuacion
carcateristica (ec. (A2.2)). A veces aparecen varios parametros variables en la ecuacion

caracteristica y se debe recurrir a una generalizacion del lugar geométrico de las raices
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denominada contornos de las raices. Los contornos de las raices poseen las mismas
propiedades que el lugar geométrico de las raices para un parametro sencillo, por lo que el
procedimiento de construccidon es el mismo.
Supongamos que la ecuacion caracteristica desarrollada analoga a la ec. (A2.4) es:
P(S) + KlQl (S) + KzQz (S) =0 (A2-19)
donde K; y K; son los parametros variables y P(s), Qi(s) y Q2z(s) son polinomios en s.

Primero se considera que uno de los parametros (K, por ejemplo) es nulo. Entonces, la ec.
(A2.19) queda:

P(s)+ KQ(s)=0 (A2.20)
que Unicamente contiene un parametro variable, K1, por lo que es posible construir el lugar

geomeétrico de las raices para el parametro K; correspondiente a la ec. (A2.20) teniendo en

cuenta la configuracion de polos y ceros de Gy(s):

Qu(s) _ _
1+ K% =1+ KG,(s) =0 (A2.21)

Ahora se considera que K; es un parametro fijo y que K, es un parametro variable.

Laec. (A2.19) se puede expresar:

Q,(s)
2 P(s) + K,Q,(s)

=1+K,G,(s) =0 (A2.22)

y se construye el lugar geométrico de las raices para el parametro K, correspondiente a la
ec. (A2.22) teniendo en cuenta la configuracion de polos y ceros de G,(s). Los polos de
G»(s) son justamente las raices de la ec. (A2.21), por lo que los contornos de las raices
cuando K; es variable deben comenzar (K,=0) sobre el lugar geométrico de las raices de la
ec. (A2.21).
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La técnica del lugar geométrico de las raices es aplicable a sistemas discretos en el
tiempo. Obtenida la funcién de transferencia en lazo cerrado, 0 en su caso la respuesta
impulso unitario, en términos de la Transformada Z, se puede construir el lugar geométrico
de las raices en el plano z empleando las mismas reglas basicas que se han indicado en el

desarrollo anterior. La ecuacion caracteristica del sistema en el plano z es:

1+[GGJ(z) =0 (A2.23)
y en el plano s se escribe:

1+ (GG ) (s) =0 (A2.24)

donde el asterisco indica una operacion muestreo, de modo que:

(GGFB)*(S) = .il.- §6(5+ inog )GFB(S+ jnws) (A2.25)

n=-w

donde Ty ws son el periodo y la frecuencia de muestreo. Al ser la expresién indicada en la
ec. (A2.25) una serie infinita, los polos y ceros de (GGgg)*(s) en el plano s serdn infinitos
en namero y esto complica la construccion del lugar geométrico de las raices en el plano s.
La solucion de este problema consiste en utilizar la ec. (A2.23) en el plano z como
ecuacion caracteristica. Siendo /GGgg/(z) una funcion racional de la variable z, tendré un

namero finito de polos y ceros.
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