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DESCRIPCION
Calorimetro a temperatura estable

La invencion se refiere al campo de la calorimetria y, mas en particular, a un calorimetro a temperatura estable, eficaz
y disefiado para muestras de volumen reducido.

Ya se conocen numerosos calorimetros, todos para medir las cantidades de calor que intervienen en una reaccion
quimica o una transformacién de la materia.

En efecto, por ejemplo durante una transformacion fisica, como una transicion de fase, se produce un intercambio de
calor entre la materia y el exterior, cuyo sentido depende de la naturaleza endotérmica o exotérmica del proceso de
transicion.

Por consiguiente, la medicion de las cantidades de calor permite acceder a informaciones sobre el estado estructural
de la materia. Es por lo que los calorimetros se utilizan en numerosos campos cientificos, en particular la fisica y la
quimica, y, por lo tanto, en la industria.

Competen especialmente a la metalurgia, para el estudio de las reacciones de oxidorreduccién y transiciones térmicas,
la quimica de los polimeros o incluso la bioquimica y la industria agroalimentaria.

En particular, en biofisica, la calorimetria es el Unico método que permite acceder de manera directa a datos
termodinamicos (estabilidad termodinamica, energia libre, entropia, etc.) y la presente solicitud de patente se refiere
a la calorimetria diferencial de barrido.

Esta técnica de analisis consiste en medir las diferencias de intercambio de calor entre una muestra que se tiene que
analizar y una referencia.

Una medicién diferencial presenta la ventaja de eliminar la mayor parte de las desviaciones térmicas debidas al
entorno, sin afadir ruido al sistema. Asi, permite detectar Unicamente la sefal inducida por la trasformacion
termodinamica que se tiene que estudiar.

A modo de ejemplo, en el campo de las ciencias de la vida, para estudiar la evolucion termodindmica de una proteina,
se logran dos células idénticas, integrandose estas células en el entorno de manera térmicamente equivalente. Una
de ellas se llena con un volumen de solucién tampon, constituyendo la referencia, y la otra se llena con una solucion
que comprende la solucién tampén y la proteina, constituyendo la muestra.

En la practica, las dos células se disponen en un horno cuya temperatura evoluciona de manera determinada,
generalmente segln rampas. Esto va a provocar una transformacion fisica de la muestra y, por lo tanto, un flujo de
calor intercambiado entre la muestra y el horno. Una medicion diferencial entre las dos células de la medicion permite
determinar la diferencia de flujo de calor entre la muestra y la referencia y obtener, por lo tanto, directamente la senal
util generada por la proteina.

En los aparatos conocidos se utiliza generalmente la técnica de la calorimetria diferencial de barrido o DSC (Differential
Scanning Calorimetry, en inglés) en la que se prevé una calibracion previa a la medicién y un barrido de gas inerte
para evitar cualquier reaccion de la muestra con la atmdsfera del horno.

Estos aparatos han sido satisfactorios durante mucho tiempo puesto que permiten no solamente medir la cantidad de
calor absorbido o liberado durante la transicion de fase, sino observar igualmente cambios de fase mas complicados,
como las transiciones vitreas.

Se pueden citar especialmente los calorimetros comercializados por las companias Setaram, Mettler Toledo, Netzsch,
TA instruments o MicroCal para los mas importantes, Unicamente con calorimetros DSC destinados a las ciencias de
la vida en TA instruments o MicroCal.

Estos ultimos presentan, sin embargo, los inconvenientes de que soportan especialmente un volumen minimo de
muestra, necesario para que se pueda realizar una medicién con el sensor. En efecto, aunque el volumen en la zona
de medicidn no sea mas que unos cientos de microlitros, el volumen minimo es del orden del mililitro, para tener en
cuenta a la vez el volumen de la célula de la medicion y el volumen minimo necesario para llevar el producto a la
célula.

Este volumen minimo se revela prohibitivo en el campo de las ciencias de la vida o en el campo farmacéutico, en los
que las muestras que se tienen que estudiar estan disponibles en cantidades muy reducidas, especialmente por el
coste de su sintesis. Ademas, es preferible que la concentracidon de moléculas de la muestra sea relativamente
reducida, para limitar los problemas de interaccion bioquimica y de agregacion.

La compania Mettler Toledo ha comercializado recientemente un calorimetro de tipo DSC con el que se puede trabajar
con cantidades infimas de muestra y con velocidades de escaneo que van hasta 10° K/s, pero estos instrumentos
Unicamente se adaptan a mediciones sobre muestras sélidas.
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En la Patente Francesa FR-2 977 034 se describe un sensor de medicion calorimétrica diferencial que permite realizar
mediciones sobre muestras liquidas o soélidas, presentando un volumen del orden del microlitro. Su utilizacion
contribuye a paliar los inconvenientes de los calorimetros conocidos.

Sin embargo, para ello, es ademas necesario que el calorimetro proporcione, a dicho sensor, un entorno térmico con
una estabilidad muy alta.

En otras palabras, para realizar mediciones nanocalorimétricas sobre volimenes de muestras del orden del microlitro,
conviene que el calorimetro permita obtener, al nivel del sensor, una estabilidad de la temperatura del orden de algunas
decenas de microkelvins en modo de rampa o en modo isotermo.

A menos que se indique lo contrario, la sefial util liberada por el sensor es demasiado reducida con respecto al ruido
y la medicion no es significativa.

Ademas, si los calorimetros conocidos proporcionan un entorno térmico estable a los sensores que contienen, esta
estabilidad es del orden de unos milikelvins.

Se pueden citar especialmente los aparatos comercializados con la denominaciéon Micro-DSC Il por la compania
Sétaram o con la denominacién Nano-DSC para TA Instruments.

El aparato Micro-DSC lll asegura una estabilidad de la medicién maxima del orden de 0,5 mK pico a pico. Es adecuado,
por lo tanto, para muestras cuyo volumen sea del orden del mililitro, pero no del microlitro.

El aparato de TA Instruments asegura, a su vez, un entorno térmico estable para muestras con un volumen minimo
del orden de 300 pl.

Ya se han realizado trabajos para poner a punto calorimetros que proporcionen un entorno térmico mas estable.

Se puede citar especialmente el articulo de Wang et Al. «Nano-watt stabilized DSC and its applications» (Journal of
thermal Analysis and Calorimetry, vol. 79 (2005) 605-613).

En este articulo se describe un calorimetro DSC de alta sensibilidad y alta resolucion que comprende una serie de
recintos con temperatura regulada y metidos unos en otros.

Este calorimetro permite asegurar una estabilidad térmica del orden de 2 mK pico a pico para el segundo recinto o de
0,2 mK pico a pico para el tercer recinto situado en el segundo. La estabilidad térmica mejora, por lo tanto, con respecto
a la de los aparatos comercializados hasta ahora. Sin embargo, no permite siempre analizar correctamente las
muestras cuyo volumen sea del orden del microlitro.

La invencién tiene por objeto paliar estos inconvenientes proponiendo un calorimetro eficaz, que proporcione un
entorno térmico con muy alta estabilidad y especialmente destinado a sensores disefiados para analizar muestras
solidas o liquidas cuyo volumen sea muy reducido, es decir, del orden del microlitro.

Asi, la invencion se refiere a un calorimetro que comprende al menos un sensor de medicion, para alojar al menos
una muestra, y al menos tres superficies de regulacién de la temperatura, de tamafo decreciente, comprendiendo
cada una un soporte y medios de regulacion de la temperatura, estando asociada la superficie de tamafo mas reducido
a al menos dicho sensor, en el que:

- una primera superficie comprende igualmente una barrera que forma un primer recinto con el soporte de esta
primera superficie, disponiéndose esta Ultima en el exterior del calorimetro, que esta desacoplado térmicamente,
y permitiendo que los medios de regulacién de la temperatura de esta primera superficie aislen el interior del
primer recinto de las variaciones de temperatura de dicho exterior,

- una segunda superficie esta dispuesta en dicho primer recinto y su soporte esta térmicamente acoplado al
soporte de la primera superficie por las primeras conductancias térmicas que consisten en elementos con efecto
Peltier y

- una tercera superficie esta dispuesta en el interior del segundo recinto definido por dicha segunda superficie
acoplada térmicamente a dicha segunda superficie por segundas conductancias térmicas pasivas definiendo un
valor adaptado de la constante de tiempo, permitiendo los medios de regulacion de la temperatura de esta tercera
superficie obtener valores de temperatura necesarios para la obtencién de mediciones mediante al menos dicho
sensor, en el que las segundas conductancias térmicas definen una constante de tiempo comprendida entre diez
y varios cientos de segundos, por ejemplo, del orden de cien segundos.

De manera preferida, las primeras conductancias térmicas son elementos con efecto Peltier de alta potencia y
constituyen los medios de regulacién térmica de la segunda superficie.

En una variante de realizacion, entre el soporte de la primera superficie y el de la segunda superficie, se dispone otra
primera superficie, desacoplada térmicamente de dicha primera superficie.
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En otra variante de realizacion del calorimetro segun la invencién, entre las superficies segunda y tercera se dispone
otra segunda superficie.

En este caso, el acoplamiento por medio de las segundas conductancias térmicas se realiza entre la segunda
superficie y dicha otra segunda superficie o entre la tercera superficie y la otra segunda superficie.

En esta otra misma variante, se prevén terceras conductancias térmicas que, en determinados casos, estén previstas
entre la otra segunda superficie y la tercera superficie o entre la otra segunda superficie y la segunda superficie.

Estas terceras conductancias térmicas definen una potencia constante cuyo valor se elige en funcién del tipo de
muestra que se tenga que analizar.

Se trata, por ejemplo, de elementos con efecto Peltier que definen una fuente fria para el soporte de la otra segunda
superficie o el soporte de la tercera superficie.

En un modo de realizacién preferido, la segunda superficie comprende igualmente una barrera formando un segundo
recinto con el soporte de esta segunda superficie, en el que se dispone dicha tercera superficie y eventualmente dicha
otra segunda superficie.

En otro modo de realizacion del calorimetro, la tercera superficie comprende igualmente una barrera formando otro
recinto con el soporte de esta tercera superficie, en el que se dispone al menos dicho sensor.

En otro modo de realizacién, dicha otra primera superficie comprende un soporte asociado a una barrera, formando
un recinto en el que se disponen la segunda superficie, |a tercera superficie y eventualmente la otra segunda superficie.

En incluso otro modo preferido de realizacion del calorimetro, dicha otra segunda superficie estd asociada a una
barrera formando un tercer recinto en el que se dispone dicha tercera superficie.

Los medios de regulacion de la temperatura de dicha primera superficie estan constituidos ventajosamente por un
bafio de circulacion de fluido, especialmente de agua.

Los medios de regulacion de la temperatura de la otra primera superficie estan constituidos ventajosamente por un
bafio de circulacion de fluido, especialmente del tipo aceite de silicona.

Finalmente, todo el volumen en el interior del primer recinto esta a vacio.

La invencion se comprendera mejor y otros objetivos, ventajas y caracteristicas de la misma serdn mas evidentes con
la lectura de la descripcion que sigue y que se hace teniendo en cuenta los dibujos adjuntos que representan ejemplos
no limitantes de realizacion del calorimetro segun la invencion y sobre los que:

- lafigura 1 es una vista en corte de un primer ejemplo de realizacién del calorimetro segun la invencién,

- lafigura 2 es una vista en corte similar a la de la figura 1 y que representa una primera variante de realizacion
del calorimetro segun la invencién,

- lafigura 3 es una vista en corte similar a la de la figura 1 y que representa una segunda variante de realizacion
del calorimetro segun la invencién,

- lafigura 4 es una vista en corte similar a la de la figura 1 y que representa una tercera variante de realizacion del
calorimetro segun la invencién,

- lafigura 5 comprende las figuras 5ay 5b, siendo la figura 5a una curva experimental que representa la variacion
de temperatura en funcion del tiempo a nivel de la segunda superficie de la segunda variante de realizacion
ilustrada en la figura 3, y siendo la figura 5b una curva idéntica a la de la figura 5a, pero con una escala aumentada
por un factor 10,

- lafigura 6 comprende las figuras 6ay 6b, siendo la figura 6a una curva experimental que representa la variacion
de temperatura en funcion del tiempo al nivel de la tercera superficie de la segunda variante de realizacion
ilustrada en la figura 3, y siendo la figura 6b una curva idéntica a la de la figura 6a, pero con una escala aumentada
por un factor 10, y

- lafigura 7 es una curva experimental que concierne a una muestra de proteina alfa-lactalbumina dispuesta en el
calorimetro segun la invencién y representa la potencia generada por la muestra en funcion de la temperatura.

Los elementos comunes a las diferentes figuras se ilustraran por las mismas referencias.

La figura 1 representa un calorimetro segln la invencion que comprende tres superficies de regulacion de la
temperatura.

La primera superficie 1 comprende un soporte 10 y una barrera 11.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2799 324 T3

Se define, por lo tanto, un recinto en el que se disponen otras superficies de regulacion de la temperatura.

Esta primera superficie esta en contacto con el exterior del calorimetro. Su primera funcion es, por lo tanto, aislar el
interior 12 del recinto de las variaciones de temperatura de este entorno.

En la practica, la barrera 11 se realiza de un material que presenta una conductividad térmica muy buena. Se regula
la temperatura mediante el soporte 10 al que esta acoplado térmicamente. La pared exterior de la barrera y del soporte
se recubre con un aislante térmico para asegurar un desacoplamiento térmico entre la primera superficie y el exterior.

Ademas, el recinto definido por el soporte y la barrera estan cerrados herméticamente. Puede, por lo tanto, asociarse
a un dispositivo de bombeo para establecer un vacio secundario en el interior 12 del recinto, es decir, una presion
comprendida entre 102 mbar y 107 mbar o entre 10" Pay 10 Pa.

El hecho de poner el recinto a vacio permite anular las relaciones térmicas por conduccién y por conveccion entre las
diferentes superficies en el interior del recinto definido por la primera superficie y también entre la primera superficie y
las otras. El Unico acoplamiento térmico de interferencia es entonces la radiacion térmica que el calorimetro segun la
invencion permite liberar.

En la practica, los recintos presentes en el interior de este primer recinto estan igualmente a vacio.

El soporte 10 esta constituido por una placa de metal que presenta una buena conductividad térmica y una buena
difusividad térmica.

Este metal puede ser especialmente el aluminio.

Los medios de regulacién de la temperatura estan asociados al soporte 10. Estos medios de regulacion estan
constituidos ventajosamente por un bafio con circulacion de fluido, especialmente de agua (no representado en la
figura 1), asociado a un termémetro.

Permiten aislar el interior del primer recinto de las variaciones de temperatura del exterior y, asi, estabilizar la
temperatura de todo el volumen en el interior del primer recinto.

Los medios de este tipo estan disefiados para regular la temperatura unas decenas de milikelvins aproximadamente.

El calorimetro segun la invencién comprende una segunda superficie de regulacién 2, dispuesta en el interior 12 del
primer recinto.

En el ejemplo ilustrado en la figura 1, la segunda superficie 2 comprende un soporte 20 y una barrera 21 que definen
un segundo recinto.

Sin embargo, la barrera 21 podria omitirse.

El soporte 20 de la segunda superficie consiste en una placa de un material que es muy buen conductor del calor.
Puede realizarse especialmente de cobre, como la barrera 21.

La segunda superficie esta acoplada térmicamente a la primera superficie mediante las conductancias térmicas 23.

Estas conductancias térmicas pueden consistir en fugas térmicas asociadas a los medios de regulaciéon que consisten,
por ejemplo, en medios de calentamiento asociados a un termémetro o un barfio de circulacién de fluido asociado a un
termémetro.

Estas fugas térmicas pueden estar constituidas, por ejemplo, por soportes mecanicos, definiendo la geometria de los
soportes y el valor de la conductividad térmica del material utilizado una conductancia térmica de valor adaptado.

Estas conductancias térmicas pueden consistir igualmente en elementos con efecto Peltier de gran potencia que
cumplan también la funcion de medios de regulacién de la temperatura de esta segunda superficie. Por los elementos
con efecto Peltier de gran potencia, se entiende uno o varios elementos con efecto Peltier con una potencia fria
necesaria para absorber toda potencia térmica que provenga de superficies insertadas en la superficie 1. Un orden de
las dimensiones podria ser de varias centenas de vatios hasta un kilovatio.

Los elementos con efecto Peltier se asocian a un termémetro.
Definen una constante del tiempo comprendida entre 100 sy 1000 s.

Los elementos de este tipo estan disefiados para regular la temperatura de algunos milikelvins a algunas decenas de
milikelvins aproximadamente.

Es ventajoso prever elementos con efecto Peltier para regular la temperatura de la segunda superficie. En efecto,
estos elementos permiten disminuir considerablemente la temperatura del soporte 20, pudiendo ser la temperatura
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menor que 0 °C.
Esto permite obtener una temperatura baja igualmente al nivel del soporte 30.

En general, la cara fria de los elementos con efecto Peltier 23 esta en contacto con el soporte 20 y la cara caliente
esta en contacto con el soporte 10. La corriente que alimenta los elementos 23 se ajusta en funcion de la temperatura
de la segunda superficie 2, para regular de manera apropiada la temperatura de esta segunda superficie 2.

Los elementos con efecto Peltier 23 tienen por funcion igualmente absorber las potencias de regulacion de la(s)
superficie(s) de regulacion dispuesta(s) en el interior 22 del recinto definido por esta segunda superficie.

Finalmente, el calorimetro segun la invencion comprende una tercera superficie 3 que esté dispuesta en el interior 22
del recinto definido por la segunda superficie.

Esta tercera superficie 3 comprende un soporte 30 y una barrera 31 que definen un tercer recinto. En el interior 32 de
este tercer recinto esta dispuesto un sensor 4 de medicion calorimétrica diferencial, por ejemplo, del tipo descrito en
la Patente Francesa FR-2 977 034.

La invencion no esta limitada a esta aplicacion.

El recinto podria comprender especialmente varios sensores de medicion diferencial, un sensor con al menos dos
termémetros o incluso un sensor no diferencial con un solo termémetro.

El soporte 30 y la barrera 31 estan realizados de un material que es muy buen conductor del calor, especialmente de
cobre.

La barrera 31 podria omitirse.

Esta tercera superficie 3 tiene temperatura regulada por medios de calentamiento (no representados en la figura 1).
Estos medios de calentamiento permiten establecer los niveles de temperatura necesarios para el buen
funcionamiento del sensor 4.

Asi, estos medios pueden crear una rampa de temperatura, por ejemplo, comprendida entre 0,01 °C/min y 100 °C/min
0 incluso establecer un modo isotermo.

Combine indicar aqui que el sensor descrito en la Patente Francesa FR 2 977 034 funciona bien con rampas de
temperatura abruptas.

Cuando los elementos 23 son elementos con efecto Peltier de alta potencia, la temperatura del soporte 30 puede ser
menor que 0 °C, especialmente puede estar comprendida entre -50 °C y 0 °C.

Esto permite disponer una franja mas grande de temperaturas para fijar la temperatura de partida de la rampa de
temperatura que sera aplicada al nivel de la tercera superficie.

Por otra parte, esta tercera superficie 3 se acopla térmicamente a la segunda superficie 2, mediante las conductancias
térmicas 33.

Estas conductancias se eligen de manera apropiada para definir una constante de tiempo comprendida entre 10 sy
varias centenas de segundos. En la practica, esta constante de tiempo se elige que sea relativamente elevada, por
ejemplo del orden de 100 segundos.

Contrariamente a los elementos con efecto Peltier, estas conductancias térmicas 33 son pasivas, es decir que no
pueden utilizarse para regular la temperatura de la tercera superficie.

Pueden presentar especialmente la forma de U y realizarse de cobre recocido.

Cabe senalar que estas conductancias térmicas no contribuyen a la rigidez mecanica del conjunto puesto que son
flexibles.

Asi, estas conductancias térmicas 33 permiten crear un aislamiento térmico muy eficaz entre la segunda superficie y
la tercera superficie, pudiéndose regular esta ultima, asi, a unos 0,01 mK aproximadamente.

En la practica, lo que permite crear un gradiente térmico entre la segunda superficie y la tercera superficie, tipicamente
del orden de 1 °C, gracias a medios de calentamiento especificos previstos a nivel del soporte 30. Se disefian para
proporcionar una potencia P tal que P = KAT, donde K es el valor de las conductancias térmicas 33 e AT el gradiente
de temperatura.

La asociacion de estas tres superficies de regulacién permite obtener una estabilidad de la temperatura del orden de
algunos microkelvins en el interior del recinto que encierra al sensor de medicion calorimétrica diferencial.
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Este resultado se debe especialmente a la presencia de las conductancias 33 térmicas entre la segunda superficie 2
y la tercera superficie 3, asegurando estas conductancias térmicas un gran aislamiento de la tercera superficie con
respecto a las perturbaciones térmicas exteriores.

La figura 2 representa una variante de la realizacién del calorimetro segun la invencién.

La figura 2 muestra que se dispone otra primera superficie de regulacién de temperatura 1a entre la primera superficie
1y la segunda superficie 2.

Esta superficie 1a permite aislar mejor la segunda superficie 2 del entorno exterior.

Esta superficie 1a comprende un soporte 10a que esta asociado mecanicamente al soporte 10, por ejemplo, por los
vastagos 12a.

La conexion mecénica esta disefiada para evitar el acoplamiento térmico entre los soportes 10 y 10a. Para ello, los
vastagos pueden realizarse especialmente de acero inoxidable o de plastico.

Este soporte 10a esta constituido igualmente por una placa de metal que presenta muy buena conductividad térmica,
especialmente de cobre.

Este soporte 10a esta regulado térmicamente por un bafio de circulacién de fluido, especialmente de aceite de silicona
(no representado en la figura 2). Esto permite regular el soporte 10a a temperaturas por debajo de 0 °C.

Como se indicd anteriormente, los medios de este tipo estan disefiados para regular la temperatura a unas decenas
de milikelvins aproximadamente.

Una barrera (no representada en la figura 2) podria estar asociada al soporte 10a. Entonces se realiza de un material
que presenta muy buena conductividad térmica.

Esta otra superficie 1a esta desacoplada térmicamente de la primera superficie 1, los medios de regulaciéon de la
temperatura de la primera superficie 1 y de la superficie 1a siendo independientes entre si y estando asociados los
soportes 10 y 10a mecanicamente sin acoplamiento térmico.

En la figura 2 se muestra que, en esta variante de realizacion, es la superficie 1a la que sirve de bafio térmico a los
elementos 23.

En otras palabras, esta otra superficie 1a constituye una referencia térmica para la segunda superficie 2 y a una
temperatura estable.

Esta temperatura de referencia es, por ejemplo, menor que 0 °C.

La segunda superficie 2 y la tercera superficie 3 presentan la misma estructura que la descrita con referencia a la
figura 1. No se describiran, por lo tanto, con mas detalle.

La figura 3 ilustra otra variante de realizacion del calorimetro descrito en la figura 1.

Como se muestra en la figura 3, la primera superficie 1 y la segunda superficie 2 presentan la misma estructura que
la que se ha descrito con referencia a la figura 1. Estas dos superficies no se describiran, por lo tanto, de nuevo con
detalle.

En la variante ilustrada, otra segunda superficie 2a de regulacién esté prevista entre la segunda superficie 2 y la tercera
superficie 3.

Esta otra superficie 2a comprende un soporte 20a y una barrera 21a definiendo un recinto.

Alli incluso, el soporte 20a y la barrera 21a se realizan de un material que es muy buen conductor del calor. Se puede
tratar especialmente de cobre.

En el interior 22a de este recinto se dispone la tercera superficie 3 que contiene el sensor 4.
En la practica, la barrera 21a podria omitirse.

Asi, en esta variante, las conductancias térmicas 33 no estan situadas entre el soporte 20 de la segunda superficie y
el soporte 30 de la tercera superficie, sino entre el soporte 20a de la superficie suplementaria 2a y el soporte 20 de la
segunda superficie 2.

Estas conductancias térmicas 33 desempenan la misma funcidén que anteriormente, es decir, definir una constante de
tiempo comprendida entre 10 s y varias centenas de segundos y especialmente del orden de la centena de segundos.
Esto permite realizar un aislamiento térmico muy eficaz entre la segunda superficie 2 y la superficie complementaria
2a. Es posible entonces regular de manera muy precisa la temperatura de la superficie complementaria 2a, gracias a
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los medios de regulacién que tiene asociados (no representados en la figura 3).

Por otra parte, entre el soporte 20a y el soporte 30 de la tercera superficie, se prevén conductancias térmicas 23a,
constituidas aqui por elementos con efecto Peltier.

Estos elementos 23a permiten proporcionar una potencia constante al nivel de la tercera superficie 3, lo que permite
definir una temperatura media antes de que el sensor 4 realice una medicion.

Permite igualmente definir una constante de tiempo adaptada, comprendida entre 100 s y 1000 s.

En la practica, estos elementos con efecto Peltier 23a pueden alimentarse en la corriente para definir una temperatura
media de partida de experiencia que sea negativa, especialmente comprendida entre -30 °C y 0 °C.

Los elementos con efecto Peltier podrian utilizarse para regular la temperatura de la tercera superficie.

Sin embargo, en el &mbito de la invencidn, parece ventajoso no utilizar estos elementos con efecto Peltier para regular
la temperatura de la tercera superficie 3.

La regulacion de esta tercera superficie se efectlia entonces mediante elementos de calentamiento y un termémetro.

El soporte 20a estd mecanicamente asociado al soporte 20 mediante arandelas Belleville (no representadas en la
figura 3).

Estas arandelas permiten asegurar una fuerza mecanica constante sobre los elementos con efecto Peltier 23 sin
acoplar térmicamente los soportes 20a y 20 puesto que no son conductores del calor.

Por supuesto, la calorimetria ilustrada en la figura 3 podria igualmente modificarse para incluir la variante ilustrada en
la figura 2.

En la figura 4 se ilustra incluso otra variante del calorimetro ilustrado en la figura 1.

Este calorimetro presenta la variante de realizacion ilustrada en la figura 2. En efecto, esta prevista una superficie
complementaria 1a entre la primera superficie 1y la primera superficie 2.

Estas tres superficies 1, 1a 'y 2 presentan la misma estructura que la que se ha descrito con referencia a las figuras 1
y 2y no se describiran, por lo tanto, con més detalle.

En la figura 4 se muestra que en el calorimetro incluye otra superficie suplementaria 2a, tal como se ha descrito con
referencia a la figura 3.

Sin embargo, en esta variante de realizacion, las conductancias térmicas 33 estan previstas entre la superficie
complementaria 2a y la tercera superficie 3 y no entre la superficie complementaria 2a y la segunda superficie 2. Sin
embargo, desempefian la misma funcién que la que se ha descrito con referencia a la figura 3.

Por otra parte, los elementos con efecto Peltier 23a estan previstos entre el soporte 20a y el soporte 20 de la segunda
superficie y no entre el soporte 30 de la tercera superficie y el soporte 20a de la superficie complementaria 2a, como
en la figura 3.

Asi, el calorimetro segun la invencion esté constituido por varias superficies de regulacion de la temperatura que estan
metidas unas en otras. Se trata, por lo tanto, de una configuracién de tipo «mufiecas rusas».

En general, cuando la barrera se asocia a un soporte, es ventajoso que se acople perfectamente a este soporte para
asegurar una temperatura homogénea en el recinto asi definido.

Cada superficie de regulacion permite atenuar por un factor dado las variaciones de temperatura de la habitaciéon en
la que se dispone el calorimetro.

En dicho sistema, el entorno inmediato de una superficie se define por la superficie que lo soporta o lo contiene.
Por otra parte, las regulaciones de cada superficie son independientes entre si y no perturban su entorno inmediato.

En la préactica, cada superficie de regulacion permite atenuar por un factor de 10 a 100 las variaciones de su entorno
inmediato.

Especialmente gracias a la presencia de las conductancias térmicas 33, el calorimetro segun la invencién asegura una
estabilidad de la temperatura del orden de 10 K al nivel del sensor de medicién 4.

Asi, el calorimetro segun la invencion permite mejorar la estabilidad de la temperatura por un factor comprendido entre
10y 100, con respecto a los aparatos conocidos.
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Esto surge especialmente de las figuras 5 y 6 en que se muestra la regulacion de la temperatura en funcién del tiempo
de las superficies 2a y 3 del calorimetro ilustrado en la figura 3, estando reguladas estas dos superficies alrededor de
una temperatura constante.

En la figura 5 se muestra que la fluctuacion de temperatura al nivel de la superficie 2a es de #0,1 mK, mientras que
en la figura 6 se muestra que la fluctuacion de la temperatura es de 0,01 mK al nivel de la superficie 3.

El calorimetro segun la invencién permite mejorar, por lo tanto, la estabilidad de la temperatura por un factor 10 con
respecto al calorimetro descrito en el articulo precitado de Wang.

Permite, por lo tanto, realizar mediciones sobre las muestras cuyo volumen sea del orden del microlitro, utilizando un
sensor de medicién apropiado, incluso para materiales que emitan sefiales débiles.

Esto se deduce de la figura 7, que es un ensayo de desnaturalizacion térmica de una proteina alfa-lactalbumina.

Una muestra de esta proteina ha sido objeto de medicion de la temperatura diferencial en un calorimetro segun la
invencion, tal como se ilustra en la figura 3.

Esta muestra presentd una masa de proteinas de 20 ug diluida en un disolvente para obtener un volumen de 2 pl. Su
concentracién de proteinas fue, por lo tanto, de 10 mg/ml. Se sometié, como referencia, a una rampa de temperatura
de 5 °C/min.

El calorimetro permite medir, en funcidn del tiempo, una temperatura diferencial de la que se deduce una potencia
(mW) ilustrada en la figura 7.

En la curva ilustrada en la figura 7 se muestra que a una temperatura de 71 grados, la proteina considerada se
desnaturaliza.

El calorimetro segun la invencion permite, por lo tanto, realizar mediciones con muestras de volumen muy reducido,
incluso con productos que emitan sefales débiles, como los materiales biolégicos.

Cabe senalar que, en el articulo antes citado de Wang, el material ensayado no es una muestra bioldgica.

Esto resulta particularmente interesante en el campo de la biofisica y de las ciencias de la vida donde las diferencias
de temperatura para medir son infimas.

Los signos de referencia introducidos después de las caracteristicas técnicas que figuran en las reivindicaciones solo
se proporcionan para facilitar la comprension de estas ultimas y no para limitar el alcance.
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REIVINDICACIONES

1. Calorimetro que comprende al menos un sensor (4) de medicién, para recibir al menos una muestra y al menos tres
superficies (1, 2, 3) de regulacién de la temperatura, de tamafio decreciente, comprendiendo cada una un soporte (10,
20, 30) y medios de regulacion de la temperatura, estando asociada la superficie de tamafo mas reducido a al menos
dicho sensor (4), en el que:

- una primera superficie (1) comprende igualmente una barrera (11) que forma un primer recinto con el soporte (10)
de esta primera superficie, disponiéndose esta Ultima en el exterior del calorimetro que esta desacoplado
térmicamente y permitiendo los medios de regulacién de la temperatura de esta primera superficie aislar el interior
(12) del primer recinto de las variaciones de temperatura de dicho exterior,

- una segunda superficie (2) esta dispuesta en el interior (12) de dicho primer recinto y su soporte (20) esta
térmicamente acoplado al soporte (10) de la primera superficie por las primeras conductancias térmicas (23) que
consisten en elementos con efecto Peltier,

- una tercera superficie (3) esta dispuesta en el interior del segundo recinto definido por la segunda superficie y esta
acoplada térmicamente a dicha segunda superficie (2) por las segundas conductancias térmicas (33), que son
pasivas y definen un valor adaptado de la constante de tiempo, permitiendo los medios de regulacién de la
temperatura de esta tercera superficie obtener valores de temperatura necesarios para la obtencion de mediciones
por al menos dicho sensor,

en el que las segundas conductancias térmicas definen una constante de tiempo comprendida entre diez segundos y
varios cientos de segundos, por ejemplo, del orden de unos cien segundos.

2. Calorimetro segun la reivindicacion 1, en el que las primeras conductancias térmicas (23) son elementos con efecto
Peltier de alta potencia y constituyen medios de regulacion de la temperatura de la segunda superficie (2).

3. Calorimetro segun la reivindicacion 1 o 2, en el que entre el soporte (10) de la primera superficie y el soporte (20)
de la segunda superficie esta dispuesta otra primera superficie (1a), desacoplada térmicamente de dicha primera
superficie.

4. Calorimetro segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que entre las superficies segunda y tercera (2, 3) esta
dispuesta otra segunda superficie (2a).

5. Calorimetro segun la reivindicacion 4, en el que las segundas conductancias térmicas (33) estan dispuestas entre
el soporte (20) de la segunda superficie y el soporte (20a) de la otra segunda superficie (2), estando previstas terceras
conductancias térmicas (23a) entre el soporte (20a) de la otra segunda superficie (2a) y el soporte (30) de la tercera
superficie (3).

6. Calorimetro segun la reivindicacion 4, en el que las segundas conductancias térmicas (33) estan dispuestas entre
el soporte (20a) de la otra segunda superficie (2a) y el soporte (30) de la tercera superficie (3), estando previstas
terceras conductancias térmicas (23a) entre el soporte (20) de la segunda superficie (2) y el soporte (20a) de la otra
segunda superficie (2a).

7. Calorimetro segun la reivindicacion 5 o 6, en el que las terceras conductancias térmicas (23a) definen una potencia
constante cuyo valor se elige en funcion del tipo de muestra que se tenga que analizar.

8. Calorimetro segun la reivindicacién 7, en el que dichas terceras conductancias térmicas (23a) son elementos con
efecto Peltier que definen una fuente fria para el soporte (20a) o el soporte (30).

9. Calorimetro segun una de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la segunda superficie (2) comprende igualmente una
barrera (21) que forma un segundo recinto con el soporte (20) de esta segunda superficie, en el interior (22) de la cual
se dispone dicha tercera superficie (3) y eventualmente dicha otra segunda superficie (2a).

10. Calorimetro segun las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicha tercera superficie comprende igualmente una barrera
(31) formando otro recinto con el soporte (30) de esta tercera superficie, en el interior (32) del que se dispone al menos
dicho sensor (4).

11. Calorimetro segun las reivindicaciones 3 a 10, en el que dicha otra primera superficie (1a) comprende un soporte
(10a) asociado a una barrera formando un recinto en el que se disponen la segunda superficie y la tercera superficie
y eventualmente dicha otra segunda superficie.

12. Calorimetro segun una de las reivindicaciones 4 a 11, en el que dicha otra segunda superficie (2a) esta asociada
a una barrera (21a) que forma un tercer recinto en el interior (22a) del que se dispone dicha tercera superficie (3).

13. Calorimetro segun una de las reivindicaciones 1 a 12, en el que los medios de regulacién de la temperatura de
dicha primera superficie (1) estan constituidos por un bafo de circulacién de fluido, especialmente de agua.

10
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14. Calorimetro segun una de las reivindicaciones 3 a 13, en el que los medios de regulacién de la temperatura de la
otra primera superficie (1a) estan constituidos por un bafo de circulacion de fluido, especialmente del tipo aceite de
silicona.

15. Calorimetro segun una de las reivindicaciones 1 a 14, en donde todo el volumen en el interior (12) del primer
recinto esta a vacio.

11
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