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Resumen

A continuacion se presenta el desarrollo e implementacion de
un sistema compacto de medida multifrecuencia de
Espectroscopia de Impedancia Eléctrica (EIE). A diferencia de
los equipos clasicos de medida de impedancia eléctrica basados
en la técnica de barrido frecuencial, dicho sistema permite la
caracterizacion instantanea del espectro de impedancia gracias
a la realizacion simultdnea de mdaltiples medidas espectrales
mediante el uso de sefiales multiseno. Para disminuir el error en
determinacion de amplitud y fase en la medida se pretende
aumentar la relacion sefial-ruido mediante la minimizacion del
factor de cresta. Para ello, se ha implementado un algoritmo
genético y una distribucion bilateral cuasi logaritmica (BQL) de
frecuencias que concentra un nlmero mayor de puntos
espectrales alrededor de la frecuencia de relajacion de la
impedancia del sistema biol6gico a medir. La aplicacion final es
la caracterizacion in-vitro del proceso de crecimiento y
diferenciacion celular de miocitos a partir de células madre,
con la intencidn de regenerar tejido cardiaco en el campo de la
ingenieria de tejidos.

1. Introduccion

La medida de Espectroscopia de Impedancia Eléctrica
permite la caracterizacion de materiales y sistemas
bioloégicos a nivel fisiologico. El comportamiento
eléctrico del conjunto formado por el liquido extra e
intracelular y la membrana celular depende de la
frecuencia segun las caracteristicas eléctricas pasivas del
material en cuestion (conductividad y permitividad). Para
el caso de tejidos bioldgicos, ocurre que el espectro de
impedancia depende de la densidad y morfologia de las
células, permitiendo la caracterizacion tisular y la
deteccion de patologias.

En particular, el estudio mediante EIE de objetos
bioldgicos cuyas caracteristicas eléctricas cambian con el
tiempo, precisa que las medidas de biompedancia no se
vean afectadas por la modulacion inducida por el
movimiento mecanico del objeto a medir. La
monitorizaciéon on-line de medidas multifrecuencia es
suficientemente restrictiva para descartar la técnica
clasica de medida de impedancia basada en barrido
frecuencial. En su lugar, se utiliza rafagas de sefiales con
contenido frecuencial en el margen de interés, como por
ejemplo, ruido blanco, secuencias de pulsos, etc.

2. Principios basicos de la medida de
bioimpedancia mediante sefales
multiseno.

A dia de hoy, existen multiples formas de onda tiles para
aplicaciones biomédicas [1]. En nuestra aplicacion en
concreto, los factores a tener en cuenta para escoger una u
otra son:

- Minimo tiempo de medida para garantizar que
las medidas de bioimpedancia estan libres de la
modulacion asociada al movimiento mecanico
del tejido biologico a medir. La adquisicion de
dicha modulacién permitirda a su vez tener
informacion de estado del tejido.

- Relacion Sefal-Ruido maxima sin provocar
estimulaciéon en el sistema biologico a medir
para minimizar el error en la estimacién de
amplitud y fase a las frecuencias de interés.

- Ancho de banda comprendido entre 1kHz-
IMHz.

Para esta aplicacion en cuestion se descarta la medida de
bioimpedancia por barrido debido al elevado tiempo de
medida que implica. El abanico de posibles sefales de
inyeccion se restringe a aquellas que permiten la
caracterizacion del espectro en una Unica rafaga de sefial,
como por ejemplo ruido blanco, secuencias pseudo-
aleatorias o sefiales multiseno. La principal ventaja de la
sefial multiseno frente a las otras sefiales es que permite
inyectar mayor cantidad de energia a las frecuencias de
interés, mejorando asi la relacion sefial a ruido en dichas
frecuencias. Ademas, permite evitar el promedio sincrono
que seria necesario en el caso de usar ruido blanco, con lo
que el tiempo de medida es menor. Otra ventaja es que la
distribucion de frecuencias a priori puede ser cualquiera,
lo que implica maxima flexibilidad en el disefio. No
obstante y para la aplicacion que nos concierne, conviene
concentrar mayor numero de puntos alrededor de la
frecuencia central de relajacion a fin de caracterizar
correctamente la caracteristica de la bioimpedancia. Sin
embargo, también tiene inconvenientes y es que inyectar
multiples tonos a un sistema no lineal como es la
respuesta conjunta de la etapa frontal, electrodos y objeto
biolégico, provoca la aparicion de productos de
intermodulacién no deseados que pueden afectar en la
estimacion de la medida. En tal caso, es conveniente
minimizar dicho efecto redistribuyendo apropiadamente
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las frecuencias fundamentales y asignando un intervalo de
guarda entre armoénicos fundamentales y productos de
intermodulacion. Otro punto a tener en cuenta es la
distribucion de fases, que influye en la envolvente de la
sefial multiseno. Una distribucién de fases conveniente
permite aprovechar mejor el rango dindmico y la
resolucion de de la etapa de adquisicion.

3. Implementacion

En un primer paso y para validar el método de medida
mediante sefiales multiseno, se desarrolld un set-up de
medida basado en un generador de forma de onda
arbitrario, una etapa frontal, un osciloscopio como
sistema de adquisicion controlados a través de un enlace
USB/GPIB. El diseiio de la sefial multiseno se realizé con
Matlab para el calculo de la distribucion de frecuencias
casi logaritmica y se implementd un algoritmo genético
para la minimizacion del factor de cresta [2]. Mediante
una aplicacion realizada con Labview, se programaba y
controlaba todo el sistema de medida. La sefial de salida
del generador arbitrario se aplicaba a la etapa frontal,
encargada de hacer la medida de impedancia a 4
electrodos. La medida de corriente y tension procedente
de la etapa frontal se realizaba mediante el osciloscopio.
La aplicacion de control del PC procesaba las medidas
tras recibirlas del enlace USB/GPIB. El principal escollo
y cuello de botella del sistema de medida fue la
comunicacion entre osciloscopio y PC, que limitaba la
velocidad del conjunto.

A fin de reducir la cantidad y volumen de equipos de
medida y aumentar las prestaciones del sistema, se esta
llevando a cabo el desarrollo basado en una estructura
modular del tipo PXI de National Instruments, que integra
en un Unico chasis todas las funcionalidades requeridas.

3.1. Equipo de medida

El equipo actual de medida (figura 1), estd compuesto por
los siguientes modulos:

- PXIe-8130: Controlador embebido PXI Express,
2GB RAM DDR2, Procesador AMD Turion 64
X2 de 2.3 GHz dual-core.

- PXI-5422: tarjeta generadora de forma de onda
arbitraria, 200Ms/s, 32MB y 16 bits.

- PXle-5122: tarjeta digitalizadora de dos canales,
100Ms/s, 64MB/canal y 14bits.

- PXI-2530: matriz de multiplexacion de 128
canales para la conexion simultanea de multiples
etapas frontales analogicas externas.

- PXIe-1062Q: chasis del equipo.

- Etapa Frontal: soporta medidas de impedancia a
2 y 4 hilos. La medida de tension se realiza
mediante un amplificador diferencial de ancho
de banda elevado (modelo MAX4145), con dos
amplificadores operacionales AD8066 como
buffer de entrada. La medida de corriente se
lleva a cabo a través de un amplificador de
transimpedancia basado también en el AD8066.
El conjunto tiene un ancho de banda superior a
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20MHz, con un CMRR de mas de 60dB hasta
10MHz.

Figura 1. Equipo de medida.

3.2. Demodulacion digital de sefiales multiseno
mediante la FFT

En segun qué aplicaciones es una tarea ardua realizar
medidas en el dominio temporal. En cambio, es posible
simplificarlo si se aborda el problema desde un punto de
vista del dominio frecuencial.

En concreto, una de las técnicas de analisis espectral en
aplicaciones de espectroscopia consiste en el calculo de la
FFT [3]. Su principal ventaja se debe a su elevada
velocidad de computacion ya que a diferencia de la
demodulacion coherente, la FFT analiza a la vez todas las
frecuencias del espectro. Estas caracteristicas hacen de la
FFT el candidato ideal para la demodulaciéon en
aplicaciones donde es un requisito el andlisis en tiempo
real y la monitorizacion on-line de las medidas.

A continuacion se comentan los principales parametros
que intervienen de forma directa en la demodulacion de
seflales multiseno. Para empezar, la tarjeta PXIe-5122
digitaliza los canales de corriente I y tension V
procedentes de la etapa frontal a 100Ms/s por lo que el
ancho de banda maximo tedrico aceptable para la sefial de
entrada es 5S0MHz, muy por encima del rango de medida
comprendido desde 1kHz hasta IMHz.

Otro parametro a tener en cuenta para la demodulacion
digital es el nimero de muestras (N). El niimero de
muestras determinara la duracion temporal, la resolucion
frecuencial de la sefial multiseno, la cantidad de memoria
necesaria y el tiempo de célculo de la FFT. En nuestra
aplicacion, N toma el valor de 10.000 muestras.

Intrinsecamente, el nimero de muestras también define la
minima frecuencia detectable del espectro de entrada y
que coincide con la resolucion espectral. La resolucion
frecuencial se corresponde a minima frecuencia que
puede ser analizada y generada y define la resolucion
frecuencial de la FFT. Para los valores de Fs y N,
obtenemos una resolucion frecuencial de 1kHz. Si es
posible y respetando los intervalos de guarda comentados
en el punto 2, es conveniente distribuir los tonos de la
sefial multiseno a fin de que sean un multiplo entero y asi
coincidir con los bins de la FFT.
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Con el objetivo de realizar una estimacion precisa de
amplitud y fase de los armoénicos fundamentales de la
sefial multiseno, la aplicacion permite realizar un nimero
arbitrario de promedios de los valores de la FFT (parte
real e imaginaria se promedian de forma independiente).
Esto permite disminuir el nivel de ruido de sefiales
aleatorias al ser incorreladas con la sefial de entrada y
aumentar la relacion sefial a ruido. Aunque no todo son
ventajas, ya que aumenta también el tiempo de calculo.

3.3. Software de medida

El disefio de la sefial multiseno se ha realizado con
Matlab y la aplicacion de control del sistema de medida
con el entorno de programacion LabView.

La aplicacion de control principal se divide en dos partes:
un primer moédulo encargado de la inicializacion y
configuraciéon del hardware seguido de un segundo
moédulo encargado de la generacion, adquisicion y
procesado de las medidas. Referente a la fase de
configuracién y a fin de garantizar el sincronismo entre
las tarjetas de generacion y adquisicion, la aplicacion
configura como sefial de disparo una linea dedicada
interna del chasis destinada a tal fin. Ademas, con el
objetivo de optimizar recursos y aumentar la eficiencia
del sistema, se ha implementado un sistema paralelo
formado por dos bucles independientes que gobiernan el
proceso de adquisicion y procesado de las medidas y que
intercambian informacion mediante un sistema de colas.

4. Materiales y métodos

Después de caracterizar el sistema mediante la medida de
resistencias y redes RC, para emular el crecimiento de
células sobre los microelectrodos (Fig.2.b) se ha dejado
sedimentar una suspension de levadura durante 12 horas.
La suspension contiene 50g/1 (peso humedo) de levadura
(saccharomyces cervisae) diluida en una solucion salina
del 0,2%.

il

Figura 2.a.Minibioreactor, 2.b.microelectrodo de medida
interdigitado (Abtech) y 2.c.montaje del microelectrodo en
el fondo del minibioreactor.

Se ha dispuesto un set up de preliminar para la validacion
del sistema de medida para la caracterizacion del proceso
de sedimentacion de levadura en suspension. Para ello, se
ha vertido la mezcla en un minibioreactor (Fig.2.a) en el
fondo del cual se aloja una pletina que contiene electrodos
miniaturizados dispuestos en forma de peine para la
medida de impedancia a 4 hilos (Fig.2.c) [4]. La conexién
entre los electrodos de medida y el equipo se realiza
mediante la etapa frontal. Los canales de corriente y
tension procedentes de la etapa frontal se conectan
directamente a las entradas analdgicas modulo PXI.

5. Medidas

Durante 12 horas y cada 5 minutos, el equipo realiza una
bateria de 100 medidas (10ms), con un total de 14400
medidas. Después de cada medida, calcula el promedio
espectral resultante de la FFT y se obtiene el espectro de
modulo y fase. El numero de frecuencias inyectadas de la
sefial multiseno es 21 distribuidas entre SkHz y
1.313MHz con una amplitud de corriente de ImA.
Gracias al ajuste de las fases se obtiene un factor de cresta
resultante de 2,7. A continuacion se muestra las medidas
de magnitud (Fig.3.a) y fase (Fig.3.b) tras el proceso de
normalizacion en el instante 0 y una vez filtrado con un
filtro de mediana de orden 5.
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Figura 3.a. Evolucion del mddulo y 3.b.fase de la impedancia
debido al proceso de sedimentacion de la levadura al cabo
de 12 horas en intervalos de 5 minutos.

La siguiente figura muestra, a partir de la medida de
modulo de impedancia, la evolucion con el tiempo del
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estimador de concentracion de biomasa (1) propuesto en
[5]:

—_ |Zm—>0|_|Zm—>oo|
By = Pesellocel ()
w—-0
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Figura 4.Evolucion temporal del estimador de concentracion de
biomasa a partir del médulo de impedancia.

Representando la medida de impedancia como parte Real
y parte Imaginaria tal y como muestra la figura 5 y
ajustando las medidas al modelo de impedancia descrito
por la expresion de Cole-Cole (2):

Z(f) =Ry +

Rop—R
e )
1+(]ﬁ)
se obtiene un nuevo estimador de crecimiento celular a
partir de la relacién entre los parametros Ry y R, (3)
(Fig.6).
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Figura 5. Arco de Cole-Cole de las series de impedancia
medida a 4 hilos en intervalos de 5 minutos.
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Figura 6. Evolucién temporal del estimador de crecimiento
celular a partir de los parametros del arco de Cole-Cole.

6. Conclusiones

Se ha construido y validado un sistema rapido de medida
de biomasa in vitro mediante sefiales multiseno. Por
simplicidad, se ha caracterizado un proceso de
sedimentacion de levadura en suspension sobre electrodos
interdigitados  dispuestos en el fondo de un
minibioreactor. Los resultados obtenidos demuestran que
tanto el equipo como el método de medida son validos
para detectar y caracterizar crecimiento celular ya sea a
través del modulo de impedancia como a partir del ajuste
a modelo. Su aplicacion final es el seguimiento de
cultivos de precursores de miocitos que pueden presentar
un comportamiento dinamico.
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