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La espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica utilizada en estudios estructurales de
macromoléculas y en particular de proteínas. Este tipo de análisis espectral permite estudiar cambios conformacionales
de proteínas. Estos estudios tienen gran importancia, pues patologías como la amiloidosis sistémica de Alzheimer,
la Diabetes tipo II, entre otras, están relacionadas a anomalías en el plegamiento de proteínas. En este sentido, el
estudio, de los mecanismos que gobiernan estos cambios, es indispensable en el área de las ciencias biológicas.
Para obtener datos significativos se necesita contar con registros precisos de temperatura en la muestra para
correlacionarlos con el espectro obtenido. Esto plantea una situación técnica compleja, pues la muestra se monta
en celdas cerradas. Por otro lado, los cambios de temperatura deben poder ser regulados en el tiempo (Rampas
Temperatura vs. Tiempo (RTT) de diferente pendiente).
Para contar con capacidad de termostatizar y de generar RTT, se diseñó un sistema de control de temperatura (CT)
que utiliza una celda Peltier, un control electrónico y un circuito intercambiador de calor. Para generar el incremento
de temperatura programado se modula el ancho de pulso de una corriente continua. El rango de operación se divide
en tres tramos: 10 a 15ºC, 15 a 35 ºC y 35 a 80ºC, con precisión de 0,5°C. El CT está diseñado para programar RTT
o temperaturas constantes, mediante un programa de control alto nivel  desarrollado para este equipo. Pruebas
preliminares efectuadas con bicapas lipídicas de referencia mostraron que la temperatura de transición de fases del
sistema calentado y registrado con el controlador indicó valores iguales a los tabulados, demostrando la eficiencia
del sistema.

Palabras Clave: Espectrocopía, Peltier, Proteínas, Microcontrolador.
_______________________________________________________________________________________________

Temperature Control based on the Peltier effect to study molecular formation mechanisms using infrared spectroscopy

Fourier Transform infrared spectroscopy (FTIR) is a technique used in studies of macromolecule structures, particularly
proteins. The morphological changes in proteins are studied trough this spectral analysis. These studies have great
importance because Alzheimer systemic amyloid pathologies, Diabetics type II, among others, are linked to anomalies
in the proteins. It is essential in biological sciences to study the mechanisms that govern these changes. Accurate
temperature registers are necessary to obtain relevant data from the sample to correlate them with the spectrum
obtained. This implies a complex technical situation as the sample is mounted on closed cells. Besides, it should be
possible to regulate temperature-time changes (Temperature vs. Time sweep - TTS) of a different slope. A temperature
control system (TC) using a Peltier cell, an electronic control as well as an intercooler circuit, were designed to carry
out thermostatic control and TTS generation.
Continuous pulse width modulation is used to generate the programmed temperature rise planed. The range of
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operation in divided in three stages: 10 to 15ºC, 15 to 35 ºC, and 35 to 80ºC,  with 0,5°C of accuracy. The TC is
designed to program TTS or constant temperatures using high level software developed for this equipment. Preliminary
tests done with  reference lypidic bilayers showed that the phase transition temperature of the system, heated and
registered by the controller, indicated values similar to those tabled, thus  showing  the system efficiency.

Key Words: Spectroscopy, Peltier, Proteins, Microcontroller.

1. Introducción

Las mejoras instrumentales obteni-
das en la última década sobre
Espectrocopía Infrarroja con Trans-
formada de Fourier (FTIR), dieron lu-
gar a la obtención de espectros que
permiten estudiar cambios
conformacionales de proteínas en
medios acuosos (Shin et al, 2008).
Estos estudios tienen gran importan-
cia, pues patologías como la
amiloidosis sistémica de Alzheimer
(De Felice and Ferreira, 2002; Irving
et al, 2008; entre otros) la Diabetes
tipo II, entre otras, están relaciona-
das a anomalías en el plegamiento
de proteínas (Dobson, 2003;
Thirumalai et al, 2003). En este sen-
tido, el estudio de los mecanismos
que lo gobiernan son indispensables
en el área de las ciencias biológicas.
Un protocolo sencillo es estudiar
mediante FTIR  los cambios durante
la desnaturalización térmica de las
proteínas. La espectroscopía FTIR,
para obtener datos significativos,
necesita contar con cambios y re-
gistros precisos de temperatura en
la muestra para correlacionarlos con
el espectro obtenido (Cameron et al,
1981). Esto plantea una situación
técnica compleja, pues la muestra
se monta en celdas cerradas. Por
otro lado, los cambios de tempera-
tura deben poder ser regulados en el
tiempo (Rampas Temperatura vs.
Tiempo (RTT) de diferente pendien-
te).
Se presenta en este trabajo el dise-
ño de un control de temperatura, que
utiliza las propiedades del efecto
Peltier (Creus Sole, 2006), mediante
la utilización de una placa semi con-
ductora, con capacidad de termos-
tatizar y de generar RTT. El controla-

dor de temperatura (CT) utiliza un sis-
tema que combina, la celda Peltier,
un control electrónico y un circuito
intercambiador de calor. Mediante un
adecuado control de la corriente es
posible modificar la temperatura de
una de las caras, mientras que de la
otra se evacua calor. El CT cuenta,
para el control de la corriente, con
un sistema microcontrolado que eva-
lúa la temperatura sobre la platina de
la muestra mediante una mini-
termocupla K. Para generar el incre-
mento de temperatura programado
(2ºC/min, 1ºC/min, 0,5ºC/min ó
0,33ºC/min) se modula el ancho de
pulso de una corriente continua. El
rango de operación se divide en tres
tramos: 10 a 15ºC, 15 a 35 ºC y 35 a
80ºC, con precisión de 0,5°C. El CT
está diseñado para que un operador
desde una PC y mediante un progra-
ma de control alto nivel, desarrollado
para este equipo, pueda programar
RTT o temperaturas constantes. El
resultado del proceso que se mues-
tra por pantalla, se puede exportar e
imprimir.

2. El método de estudio
Calibración del RTT  mediante la
transición de fases de membranas
lipídicas artificiales

Los cristales líquidos que constitu-
yen el cuarto estado de agregación
de la materia, que comparten con los
líquidos su fluidez y con los sólidos
cristalinos el orden de largo alcance.
Los cristales líquidos liotrópicos, se
encuentran en sistemas biológicos
como las membranas y poseen la
propiedad de formarse al calentar
ciertos sólidos a una temperatura
característica para cada sustancia
(Fandrich et al, 2001). Al calentar la
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fase gel (L ) por encima de una cier-
ta temperatura generalmente se con-
vierte en la fase laminar fluida (L )
(Cameron et al, 1980). En esta trans-
formación, las cadenas hidrocarbo-
nadas experimentan un proceso se-
mejante al de una fusión y adquieren
una conformación similar a la de los
hidrocarburos líquidos.
La espectroscopía de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR) fue
una técnica muy utilizada para estu-
diar cambios del estado liotrópico de
membranas biológicas tanto natura-
les como artificiales. La absorción de
la radiación infrarroja está relaciona-
da con los diferentes modos de vi-
bración de las moléculas que com-
ponen la sustancia a analizar. De esta
manera, cada sustancia tiene aso-
ciado un espectro de absorción ca-
racterístico. El espectro infrarrojo de
una membrana en medio acuoso a
diferentes temperaturas es muy útil
para evaluar el estado de fases así
como la temperatura a la que se pro-
duce la transición (L )  (L ) (Cas-
tellano et al, 2007).
Las vibraciones de tensión correspon-
dientes a los enlaces C-H del resi-
duo acilo de los fosfolípidos dan lu-
gar a bandas de absorción en la re-
gión de 2.800-3.100 cm-1. Las ban-
das mas fuertes en el espectro de
un fosfolípido son, generalmente, las
correspondientes a las de tensión
antisimétrica (

a CH2
 2920 cm-1) y

simétrica (
s CH2

 2850 cm-1 ) del gru-
po -CH

2
. Cuando las membranas pa-

san de fase gel a fase líquido crista-
linos, estas bandas vibracionales
muestran un corrimiento del máximo
de absorción a número de onda
mayores, cambiando su posición en
el espectro.
En el presente trabajo se prepararon
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membranas artificiales (liposomas) obtenidas mediante
la sonicación de una dispersión de fosfolípidos sintéticos
con temperatura de transición de fases (L )  (L )
conocida: dipalmitoil fosfatidilcolina (Tm 41°C) y dimiristoil
fosfatidilcolina (Tm 23°C). Los resultados obtenidos se
muestran en las figuras 1 y 2, de la cual se deduce que
el desempeño del dispo-sitivo RTT cumple con el objetivo
de elevar adecuadamente la temperatura de la muestra
en 1°C/min y que la transición de fases de la muestra,
que se calcula como el punto de inflexión del sigmoide,
coincide con las temperaturas obtenidas por otras
técnicas espec-troscópicas (Dluhy y Cols., 1985).

Fig.1 Progresión de la banda de estiramiento 
s CH2

 en
función al aumento de la temperatura para dipalmitoil
fosfatidilcolina.
2.2. Formación de agregados amiloideos a partir de
albúmina sérica bovina.

Fig. 2 Progresión de la banda de estiramiento 
s CH2

 en
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función al aumento de la temperatura para dimiristoil
fosfatidilcolina.
Un importante número de patologías reunidas bajo el
nombre general de amiloidosis son producidas por la
formación  irreversible  de agregados insolubles con
estructura “cross- ", denominados amiloides (Aguzzi y
Haass, 2003) a partir de proteínas solubles. La amiloidosis
sistémica de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, las
enfermedades priónicas, la diabetes tipo II entre otras
son claros ejemplos de estas patologías. Las carac-
terísticas de las formas solubles de las proteínas
involucradas en la formación de las fibras amiloides es
muy variada comprendiendo desde péptidos no
estructurados hasta proteínas globulares (Kayed et al.,
2003). Los mecanismos moleculares relacionados a la
formación de los agregados amiloides no han sido aún
dilucidados pero actualmente se acepta que ciertas
proteínas solubles a pH ácido y en un entorno hidrofóbico
pueden formar rápidamente estos agregados. Estudios
realizados in vitro (Chiti et al, 1999) demostraron que la
albúmina, la proteína sérica más abundante, es capaz
de formar bajo ciertas condiciones (disminuión de pH y
aumento de la temperatura) estos agregados.

La desnaturalización de las proteínas, o parte de ellas,
es uno de los eventos implicados en el mecanismo de
formación de estructuras amiloides. Este proceso de
desnaturalización puede ser monitoreado observando los
cambios que se producen en la región de 1700-1600 cm-

1, correspondiente al estiramiento del grupo C=O
(carbonilo) de los enlaces peptídicos. En este trabajo se
realizó la desnaturalización térmica de la seroalbúmina
bovina (Holm et al, 2007) con un incremento de 1°C/min
y la obtención de un espectro de absorción por cada gra-
do incrementado, el que se aprecia en la figura 3. El sis-
tema de control de temperatura diseñado nos permitirá
estudiar como es afectada la estructura de la seroalbúmina
bovina con el incremento de la temperatura bajo diferen-
tes condiciones. Estos estudios pretenden ser un aporte
al conocimiento de los mecanismos de formación de fi-
bras amiloides.
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Fig. 3 Espectros de absorción correspondientes al esti-
ramiento

C=O
 de la seroalbumina bovina entre 34 y 80°C.

3. El generador de rampa temperatura-tiempo

Fig. 4. Control de temperatura

El Generador de Rampa Temperatura-Tiempo (RTT), utili-
za un sistema que combina, una celda Peltier, un control
electrónico de temperatura, un registrador de temperatu-
ra (T. Reg.) con termopar, un circuito intercambiador de
calor (B,D1,D2), un sistema de protección y un software

PC

Datos 

Control 

T. Reg. 

Sensor 

Depósito con refrigerante 

Celda Peltier

D1 

Protección 

D2 

B

D1: Disipador en la celda 
D2: Radiador en espiral 
B : Bomba de líquido ref.

de adquisición desde una PC; como se esquematiza en
la figura 4.

Descripción del sistema

El sistema de control de temperatura y generación de
rampa térmica está constituido por los siguientes  blo-
ques fundamentales: i) La Unidad de Generación y Con-
trol (UC) de la rampa temperatura-tiempo, cuya función
es la de modular la corriente que alimenta la celda Peltier
(CP), en función de los parámetros de inicialización y el
tiempo transcurrido; ii) la Unidad de Sensado y pre-pro-
cesamiento, que tiene la función de realizar la medición
continua de la temperatura sobre la muestra, realizar la
conversión analógica/digital de las lecturas para luego
transmitir esta información a requerimiento de la UC; iii)
la celda Peltier, que permite termostatizar la platina
portaobjeto, mediante el contacto directo celda-platina,
con la muestra a ensayar según lo que le indica la uni-
dad de control; iv) el circuito intercambiador de calor com-
puesto de una bomba, un radiador adosado a la celda,
un radiador en espiral y un receptáculo para el líquido
refrigerante (en nuestro caso utilizamos agua bidestilada).
Un circuito de protección deshabilita la bomba, la ener-
gía a la celda y activa una alarma visual y sonora, en
caso de que el líquido baje de un nivel mínimo programa-
do.

Principio de Funcionamiento

Se utilizan las propiedades del efecto Peltier (Creus Sole,
2006; Rowe, 2006) para lograr variaciones  de temperatu-
ra sobre una  platina portaobjetos, manteniendo la cara
opuesta de la celda a temperatura constante. Esto se
logra con un disipador de calor y un circuito de refrigera-
ción que desde el punto de vista termodinámico tiene
masa infinita frente a la platina porta objeto. Se utilizan
1700 cm3 de agua que circula con un caudal de 5000cm3/
min, la platina completa (toda de aluminio) tiene una masa
de 200 gr. Al circular corriente por la celda se logra la
mayor variación de temperatura en el elemento cuyo pro-
ducto masa (m) por calor específico (C) es  menor, que
en nuestro caso es la platina. La evacuación de calor de
la cara opuesta a la platina se logra mediante un disipa-
dor de aluminio, adosado a esta cara de la celda, por
cuyo interior circula el refrigerante, impulsado por una
bomba sumergida en el depósito de líquido. Para aumen-
tar el rendimiento térmico se implementó un segundo di-
sipador del tipo helicoidal con circulación forzada de aire.

La celda Peltier utilizada es de la firma Supercool
(www.supercool.c), con una potencia aproximada de 30W.

BSA 

1700 
cm-1 

1600 
cm-1 

34°
C

80°
C

Miguel A. Cabrera, Martín G. Ferreyra, Rosana Chehin, Silvina A. Grupalli, y Leonardo Cortéz



cet       -   Octubre de 2009   -    6

El equipo puede programarse para
operar en un rango de temperaturas
que varían desde los 10 ºC a los 80
ºC. Para iniciar un proceso de medi-
ción, el programador de gradiente
requiere el ingreso de los siguientes
parámetros de inicialización: Tempe-
ratura inicial; Temperatura final; In-
cremento térmico, con valores admi-
sibles de: 2[ºC/min], 1[ºC/min],
0,5[ºC/min]  ó 0,33[ºC/min]. A partir
de estos valores, el equipo alimenta-
rá la celda con una corriente conti-
nua modulada y sensará la tempera-
tura de la muestra cada dos segun-
dos. Una vez alcanzado el valor ini-
cial de temperatura, el programador
de rampa  activa una alerta sonora y
mantiene dicha temperatura en la
muestra hasta que es pulsado el
botón de comienzo de generación de
la rampa. Esto permite al usuario
realizar tareas de preparación de
muestras para comenzar el ensayo.

Para generar el incremento de tem-
peratura programado, el controlador
modula el ancho de pulso (Boylestad,
2003) de una corriente continua so-
bre la celda, según la diferencia que
se evalúa entre el valor calculado
(para un determinado tiempo) y el
valor medido de temperatura cada
dos segundos.

El rango de operación se divide en
tres secciones: 10 a 15ºC, 15 a 35
ºC y 35 a 80ºC.  En el primer tramo,
sólo circula corriente en un sentido
(modulada por pulsos de ancho va-
riable), logrando estabilizar la tem-
peratura deseada con la misma disi-
pación del elemento. En el segundo
tramo se invierte el sentido de la co-
rriente con cada pulso para lograr
alcanzar la temperatura deseada,
enfriando y calentando la celda. Se
opto por este método de control para
independizrase de la temperatura
ambiente, logrando que el equipo
opere sin inconvenientes en un ran-
go de temperaturas entre 10 y 80ºC
(Ferreyra et al, 2007).

Termocupla tipo K

Unidad de Control y 
Programación de Rampa

Celda Peltier

Unidad de Sensado y 
Pre- procesamiento

T

Parámetros de 
Inicialización 

Programador de RTT

A partir de los 35ºC se  hace circular nuevamente corriente en un solo senti-
do, pero inverso al primer tramo, para calentar la celda. Al igual que en el
rango más bajo el equilibrio térmico se logra permitiendo que el equipo
intercambie el exceso de calor con el medio. Este proceso logra mantener la
rampa térmica con un error menor a 0,5ºC en todo el rango. La figura 5
muestra un diagrama simplificado de la operación del sistema.

Fig. 5 Diagrama Simplificado de la operación del sistema

Electrónica asociada

La temperatura de la muestra se
mide insertando una termocupla tipo
K, miniatura, que permite el registro
de temperatura sobre receptáculo de
boro-silicato que contiene la mues-
tra. Se opto por este sistema a fin de
minimizar errores de interacción por
disipación del elemento sensor
(Pérez García, 2004; entre otros). La
señal de la termocupla se amplifica
con la técnica de instrumentación
denominada “corrección por  punta
fría” (Creus Sole, 2006) utilizando

para ello un sensor monolítico de la
firma Nacional Instruments
(www.ni.com). La señal se digitaliza
mediante un conversor Analógico
Digital de 10 bits, lo que permite
medir con precisión de 0,1°C en un
rango de 0 a 100°C.
Cada lectura de temperatura que
arroja el instrumento corresponde al
promedio de 10 muestras tomadas
durante un segundo.

El circuito electrónico que controla
todo el sistema del programador RTT,
es un microcontrolador de 8 bits de
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la serie 16F87X de la firma Microchip
(www.microchip.com), este opera a una frecuencia de reloj
de 4Mhz. Este microcontrolador tiene una memoria de
programa del tipo flash con una capacidad de  14 KB,
256 registros EEPROM, 25 I/O digitales y 8 inputs
analógicos. Tiene capacidad de comunicación I2C y una
USART asincrónica. Es posible programarlo en C.

El RTT implementa dos puertos serie RS232, uno para
comunicarse con la PC en la que corre el software de
control y el otro puerto que se comunica con el Termo-
registrador.

Para realizar el seguimiento de las lecturas medidas por el
equipo, se desarrolló un Software llamado “Smll Data Temp”
(Grupalli, 2006), implementado en Visual Basic®, que
actualmente se encuentra en su versión 2.0. Esta aplica-
ción contiene toda la funcionalidad necesaria para: auto-
matizar la lectura de los datos en tiempos programables,
configurar parámetros de comunicación con el equipo,
visualizar la información en formato de tablas y gráficos,
exportar los datos obtenidos a planillas cálculo tipo MS
Excel, etc.

Protocolo de Comunicación

El Generador de RTT, está provisto de un módulo de comu-
nicación serial RS-232, que le permite  transmitir informa-
ción hacia una PC mediante un protocolo propietario basa-
do en comandos de caracteres ASCII.
Cada vez que se requiere obtener el valor de temperatura
medido por el equipo en un determinado instante, el en-
cargado de efectuar esta tarea es el software de adquisi-
ción instalado en una computadora.

Con este fin, Smll DataTemp debe en primera instancia
transferir al CT los parámetros de inicialización necesa-
rios para dar comienzo un ensayo tipo. Para ello envía un
paquete de caracteres conteniendo esta información a
través del puerto serie. A partir de ese momento, para
conocer un valor de temperatura, enviará como comando
el carácter ASCII “t”, indicando al RTT que debe transmi-
tir. Cuando este dispositivo recibe el comando, responde
inmediatamente transmitiendo la información solicitada
encapsulada en un único paquete de un tamaño de 5
bytes en un tiempo de 100 mseg.

Interfaz de Usuario

El software Smll DataTemp presenta en su pantalla
principal, un panel de configuración desde donde los
usuarios pueden configurar: i) Parámetros de
Inicialización, que incluyen: Temperaturas Inicial y Final

para la realización del ensayo e Incremento Térmico para
el cálculo de la  rampa; ii) Puerto COM (RS-232), permite
seleccionar el Puerto que se utiliza la computadora para
comunicarse con el RTT; iii) Parámetros para la
Adquisición de datos, como el Intervalo de captura, el que
establece el intervalo de tiempo entre cada pedido de lectura
y el tiempo de Medición que determina el tiempo total que
durará el ensayo.
El seguimiento de las lecturas en tiempo real puede
realizarse a través de una tabla donde se apilan los datos
a medida que son adquiridos y se genera un gráfico donde
se representan las lecturas en función del tiempo.
Una vez finalizado el ensayo los datos obtenidos pueden
ser exportados a un archivo de texto separado por comas,
compatible con Microsoft Excel ® para su posterior
procesamiento.

5. Conclusiones

Se diseño un Generador de Rampa Temperatura-Tiempo
como equipo complementario para realizar estudios en
aplicaciones de Espectrocopía Infrarroja con Trans-
formada de Fourier (FTIR). Este sistema contribuye con
los ensayos que se realizan para estudiar los cambios
conformacionales de proteínas en medios acuosos. El
sistema permitió contar con cambios y registros precisos
de temperatura en la muestra para correlacionarlos con
el espectro obtenido.
Pruebas preliminares efectuadas con bicapas lipídicas
de referencia mostraron que la temperatura de transición
de fases del sistema calentado y registrado con el
controlador indicó valores iguales a los tabulados,
demostrando de este modo la eficiencia del sistema.
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Apendice 1

Datos del Instrumento utilizado para la calibración del
CT:

Termómetro Digital:
Marca: Fluke Corporation Division Hart Scientific
Modelo: 1529
Sensores: Termorresistencias (RTD) Marca Hart
Scientific
Rango (RTD): - 189 a 960°C
Exactitud (RTD) : ±0.004°C en - 100°C / ±0.006°C en 0°C
/ ±0.009°C en 100°C / ±0.012°C en 200°C / ±0.018°C en
400°C / ±0.024°C en 600°C
Resolución (RTD): 0,001°C
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