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RESUMEN

La espectroscopia de impedancia eléctrica (EIS) es una herramienta poderosa de
andlisis cuyas aplicaciones son diversas. En el ambito biomédico su utilidad ha sido
demostrada a través de los Ultimos afios con el incremento significativo del nimero de
investigaciones y publicaciones realizadas. Sin embargo, a pesar de ello y del gran
potencial para realizar investigacion y desarrollo de la técnica, a nivel local, sus
aplicaciones son practicamente inexistentes. Posiblemente, la principal limitacion para
desarrollar esta linea de investigacion es la falta de equipos adecuados, los mismos que

tienden a ser muy costosos y complejos.

Este trabajo pretende aportar a la reduccidon de estas limitaciones mediante el
desarrollo y puesta en operacion de un espectrometro de impedancias compacto, con
capacidad multi-electrodo, altamente configurable y de costo considerablemente menor
comparado con el de los equipos comerciales similares. Aunque un instrumento de estas
caracteristicas posee un rango muy amplio de posibilidades, para este trabajo se ha
realizado la validacion y determinacion de las mejores condiciones para ser utilizado
especificamente en microbiologia de impedancias, es decir, la caracterizacién de
microorganismos a través del estudio de las variaciones de la impedancia del medio de

cultivo sobre el cual se desarrollan en condiciones controladas.

Elinstrumento que se ha desarrollado puede adecuarse a las condiciones especificas
de diversas aplicaciones, ademas de permitir su actualizacién, mejora o modernizacion, su
adaptacion para la realizacion de otros experimentos o el afiadido de nuevas

funcionalidades. Todo esto sin necesidad realizar gastos significativos.

El equipo ha sido probado satisfactoriamente para estudiar primeramente el
comportamiento temporal de la impedancia del medio de cultivo TSB (Tryptic Soy Broth) y
el posterior efecto que se produce por la insercion de una cepa de E. Coli. Asimismo,
también ha permitido evaluar las variaciones de la impedancia del mismo medio de cultivo
contaminado con otros microorganismos como bacilos esporulados y cocos ambientales.
Para ello, ha sido necesario establecer un arreglo experimental y un procedimiento
adecuado para garantizar los mejores resultados. Los detalles sobre el procedimiento y

arreglo experimental utilizado también son explicados.



ABSTRACT

Electrical Impedance Spectroscopy (EIS) is a powerful analysis tool whose
applications are diverse. In biomedical applications, its usefulness has been demonstrated
in recent years by the significant increase in the number of investigations and publications
carried out. However, despite this and the great potential to carry out research and
development of the technique, at the local level, its applications are practically non-existent.
Probably, the main limitation to develop this kind of research is the lack of adequate

equipment, which usually to be very expensive and complex.

This work aims to contribute to the reduction of these limitations by developing and
putting into operation a compact impedance spectrometer, with multi-electrode capacity,
highly configurable and considerably lower cost compared to similar commercial equipment.
Although an instrument of these characteristics has a very wide range of possibilities, for
this work the validation and determination of the best conditions to be used specifically in
impedance microbiology has been carried out, that is, the characterization of
microorganisms through the study of variations in the impedance of the culture medium on

which they develop under controlled conditions.

The instrument that has been developed can be adapted to the specific conditions of
various applications, in addition to allowing its updating, improvement or modernization, its
adaptation for the performance of other experiments or the addition of new functionalities.

All this without the need to make significant expenses.

The equipment has been successfully tested to study first the temporal behavior of
the impedance of TSB (Tryptic Soy Broth) medium and the subsequent effect that is
produced after the insertion of an E. Coli sample. Likewise, it has also allowed to evaluate
the variations in the impedance of the same medium but contaminated with other
microorganisms such as sporulated bacilli and environmental coccus. For this, it has been
necessary to establish an experimental arrangement and an adequate procedure to
guarantee the best results. Details about the procedure and experimental arrangement

used are also explained.



INTRODUCCION

La impedancia eléctrica es una propiedad fisica de los materiales y/o tejidos
bioldgicos que depende de multiples variables fisicas, quimicas y en el caso de los
materiales biolégicos, también del tipo de tejido o metabolismo celular de éste. La forma
mas simple de impedancia es denominada resistencia y se refiere a la oposicion que
presenta un material al paso de una corriente eléctrica constante o continua. La propiedad
inversa de la resistencia, referida a la facilidad con que un material permite el paso de una

corriente eléctrica es denominada conductancia.

La interpretacion anterior es menos evidente cuando intentamos explicar el mismo
fendmeno de resistencia pero en el caso que la sefial de corriente o voltaje aplicado a un
material no es constante sino variable en forma de una onda sinusoidal de una determinada
frecuencia. La resistencia en estas condiciones es denominada de forma mas general
como impedancia y su valor depende no solo de las condiciones fisicas, quimicas o
bioldgicas del material sino también de la frecuencia de la sefial. La magnitud de esta
impedancia, de acuerdo con la ley de Ohm, vendra determinada por la relacioén entre la
amplitud entre las sefiales de voltaje que se aplican a la muestra y la sefial de corriente
gue se obtiene. No obstante otro parametro importante que aparece cuando se aplican
sefiales sinusoidales es retardo o adelanto de la sefial de corriente con respecto a la sefal
de voltaje. Esta diferencia temporal es conocida como fase de la impedancia.

Bajo este analisis, la impedancia es una magnitud compleja que posee magnitud y
fase y cuyos valores dependen de la frecuencia de la sefial de excitacion. Por extension,
esto da origen a la técnica de espectroscopia de impedancias que se encarga del estudio
de las variaciones de la impedancia con la frecuencia en combinacion con otras variables

sobre una muestra en estudio.
Fundamentos y motivacion

Esta técnica de andlisis es muy poderosa y su ambito de aplicacion es muy amplio
habiéndose extendido en las ultimas décadas, a las aplicaciones médicas y bioldgicas. Sin
embargo, la complejidad de la técnica de medicion tiene como consecuencia que los
instrumentos necesarios para realizar estos estudios sean muy costosos de adquirir. Por

otro lado, como ya es conocido; cuando nos referimos a equipos comerciales, sobre todo



en el campo de la investigacion cientifica y desarrollo tecnolégico, los costos de adquisicion
de un equipo son sélo un parte, y generalmente la parte mas pequefia, de los costos
asociados al mismo; pues ademas de estos se deben tener en cuenta los costos de
mantenimiento preventivo, correctivo y de actualizaciéon de estos equipos. En muchos
casos estos Ultimos superan a los montos de adquisicién iniciales y de no haberlos
considerado permanentemente en el tiempo, llegara el momento en que inevitablemente
dicho equipo quedara inoperativo. Esto es una norma en casi todos los laboratorios de

investigacion y desarrollo en nuestro pais.

Contradictoriamente, en los ultimos afios, los avances tecnoldgicos en electronica,
sensores, microelectrénica, software y programacion entre otros han permitido que formen
parte de nuestro quehacer cotidiano, dispositivos e instrumentos de altisima tecnologia
pero que al ser de consumo masivo, sus costos de adquisicion resultan siendo
comparativamente muy bajos. Como un ejemplo muy simple, consideremos un sencillo
LED o diodo emisor de luz de los que podemos encontrar en formas, tamafios, potencias
y longitudes de onda de emision muy diversas. Son dispositivos de muy alta tecnologia al
precio de algunos centavos de dolar que si consideramos su uso cotidiano, no podriamos
ir mas alld de considerarlos simples indicadores luminosos. Sin embargo, en la literatura
se pueden encontrar infinidad de usos no convencionales de los LEDs que incluyen
aplicaciones como instrumentos cientificos de medicion, tales como espectrofotometros y
colorimetros [1], [2], [3]; medidor de hidrocarburos en agua [4], medidores de absorbancia

y transmitancia [5], [6], entre otros.

Es asi que el presente Trabajo de Tesis titulado “Desarrollo y evaluacion de un
analizador compacto de impedancias para aplicaciones médicas y biolégicas” pretende
mostrar la factibilidad de aprovechar la ventana de oportunidades existente en el uso de
dispositivos de alta tecnologia de uso masivo, y por ello de bajo costo, para el desarrollo
de instrumentos avanzados que puedan ser aplicados para la implementacién de técnicas
de andlisis de laboratorio en los diversos campos de la investigacion cientifica
especialmente aquellas aplicaciones bioldgicas y/o médicas.

Como es evidente, para el desarrollo de este trabajo ha sido necesario que se
produzca una confluencia de oportunidades evidenciadas en la experiencia del autor y del
equipo de trabajo del que forma parte, en el desarrollo de lo que Francois Puizzi denomina
“sustainable costs technology” [7]. A nivel local, la misma metodologia es mas conocida a
través de la denominacion utilizada por Eduardo Montoya y Aurelio Arbildo como

“instrumentacion cientifica alternativa” [8], [9], concepto que a lo largo de los Ultimos afios



se ha venido aplicando con notable éxito en los laboratorios de la Direccién de

Investigacion y Desarrollo del Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN) [10], [11].

Igualmente, para el desarrollo de este trabajo ha sido fundamental el interés mostrado
por el Dr. Juan Agapito Panta del Laboratorio de Biologia Molecular del IPEN en la
aplicacion de la técnica de espectroscopia de impedancia para la caracterizacion e
identificacion de muestras microbiologicas en condiciones controladas de laboratorio como

un paso previo para su implementacién como técnica de campo.
Objetivos
En el presente trabajo se han planteado los siguientes objetivos.

Objetivo General:

« Desarrollar e implementar un espectrometro de impedancias compacto y autbnomo
con capacidad para operar hasta con 8 electrodos, con elevado nivel de
configuracion y adaptado a los requerimientos para su uso en microbiologia de
impedancia.

Obijetivos Especificos:

« Evaluar y determinar las condiciones de operacion del instrumento que mejor se
ajustan para realizar espectroscopia de impedancia con microorganismos en
medios de cultivo en laboratorio.

e Caracterizar la respuesta del medio de cultivo estéril con el uso de electrodos
interdigitados para determinar los tiempos de estabilizacion del sistema.

e Evaluar las variaciones temporales de la impedancia de medios de cultivo ante la
presencia de microorganismos identificados en proceso de crecimiento.

« Establecer las bases preliminares de una metodologia para desarrollar estudios de

microbiologia de impedancia en condiciones de laboratorio.

Metodologia

Para el desarrollo del presente trabajo se ha utilizado una metodologia teorico-

experimental, la misma que ha sido segmentada en las siguientes etapas:

1. Revision del estado del arte de la técnica, lo que incluyo el estudio de las
caracteristicas técnicas de los equipos disponibles en funcién a las aplicaciones en
las que son utilizados y la identificacion de posibles soluciones tecnolégicas para

ser implementadas en el desarrollo, entre las que se consideraron el médulo



10.

AD5933 de Analog Devices y los m6dulos Analog Discovery en sus versiones 1y 2
de Digilent.

Realizacion de pruebas de operacion del modulo Analog Discovery 2 con una PC
de escritorio para la evaluacién de sus caracteristicas con muestras liquidas y
determinacion de los requerimientos de hardware.

Busqueda, identificacion y pruebas de operacion e integracion con placas de
computadoras de tamafio reducido (SBC) para su integraciéon como dispositivo de
control y comunicacién y su operacion con una interface para interaccion con el
usuario.

Disefio y desarrollo de la sonda de medicién porta electrodo y su adaptacién para
su utilizacion con micro electrodos inter-digitados

Desarrollo e implementacion del hardware requerido para la operacion del equipo
con hasta 8 electrodos y la capacidad de trabajo con multiples resistencias shunt
con la finalidad de permitir la seleccion del valor mas adecuado en funcion de las
frecuencias de anlisis, la impedancia del medio en estudio y la relacion sefal/ruido
deseada.

Proceso de integracion y ensamblado de todos los componentes y sub-etapas. Esto
se llevé a cabo dentro de un gabinete de aluminio dentro del cual se han instalado
todas las etapas con excepcion de las sondas porta-electrodo y los electrodos inter
digitados.

Evaluacion y validacion de pruebas en banco utilizando circuitos patron.
Comparacion con valores tedricos o de simulacion.

Disefio del arreglo experimental para su aplicacion en microbiologia de
impedancias, lo que incluyé la identificacién de los tipos de recipientes a utilizar, las
adaptacion de los porta electrodo. La eleccion y preparacion del medio de cultivo,
la identificacion y preparacion de las muestras de microorganismos a ser
estudiados.

Experimentos de medicion y caracterizacion de las variaciones de impedancia de
medios de cultivo estériles, durante periodos largos, para determinar los tiempos de
estabilizacion del electrodo y del medio de cultivo.

Experimentos de medicion de las variaciones de impedancia de medios de cultivo
inoculados con bacterias para correlacionar estos valores, durante periodos largos

de tiempo, con el crecimiento bacteriano dentro del medio.



CAPITULO 1: IMPEDANCIA ELECTRICA

1.1 Definicién

La impedancia eléctrica es un concepto general asociado con la oposicién que
muestra un material o un medio al paso de la corriente eléctrica. La representacion mas
simple de la impedancia se denomina “resistencia”, usualmente representada como “R” y
esta referida a la oposicién al paso de una corriente generada por un voltaje constante (que
no cambia en el tiempo). Por medio de la Ley de Ohm en su forma mas simple, podemos
calcular la resistencia como la relacion entre el voltaje aplicado y la corriente que circula a

través del material (Figura 1).

Fuente:
https://es.wikibooks.org/wiki/Tecno_Recursos/Electricidad/Ley de Ohm

Figura 1. Representacion de las magnitudes involucradas en el
calculo de una resistencia.

Donde:

R= 1)

%4
T

Si el voltaje aplicado al material no es constante y varia en el tiempo, la corriente
también variard en el tiempo. Si la relacion entre estas dos magnitudes es constante, nos
referimos a este valor como resistencia. Sin embargo, si este valor no se mantiene
constante, no podemos referirnos a él, estrictamente como resistencia, sino que

denominamos a esta relacién como impedancia.

El calculo de la impedancia puede ser algo complejo y ademas dependera del voltaje
aplicado y la corriente obtenida que no siempre se mantendran constantes sino que seran

funcion de la forma de la onda de voltaje de entrada.



Seria imposible realizar el analisis de impedancias para cada tipo de onda de voltaje
aplicado a un medio pues las posibilidades serian infinitas. Por esta razon, se recurre
frecuentemente al andlisis en el dominio de frecuencias o analisis de Fourier.

El teorema de Fourier establece que cualquier forma de onda puede descomponerse
en dos partes fundamentalmente, el valor medio de la onda, cominmente denominado
componente de continua, y las componentes de alterna que son representadas como una
sumatoria de ondas sinusoidales en el caso de una onda periédica o como una integral de
las mismas en el caso de una onda no periddica. En cualquier caso, una onda sinusoidal
es considerada la unidad minima de las componentes de alterna de una sefial no periédica.
De esta forma, es posible, en principio, analizar la respuesta de un sistema ante cualquier
onda de excitacion no periddica a partir del analisis de la respuesta para cada componente
sinusoidal que contiene la sefial (principio de superposicion).

Es asi entonces que podemos evaluar la “resistencia aparente” de un componente o
un sistema, no en funcién a una sefial de voltaje constante en cuyo caso llamariamos
simplemente “resistencia”, sino la respuesta ante una sefial de voltaje sinusoidal “pura” de

amplitud “A” y frecuencia angular “w”.

Si la sefal de corriente como respuesta a una sefial de excitacion de voltaje
sinusoidal se encuentran en fase, no se produce desplazamiento de la onda, decimos que
la respuesta del componente es puramente resistiva. Los componentes eléctricos
comunmente llamadores resistores o resistencias muestran este tipo de comportamiento

dentro de su rango de operacion.

Por otro lado, desde el punto de vista eléctrico o fisico existen dos componentes
adicionales que conviene tener en cuenta: estos son los condensadores o capacitores y

los inductores o bobinas.

En el caso de los capacitores, la relacion entre el voltaje y la corriente en el dominio

del tiempo, vienen determinada por:

1
v(t) = Ef i(t)ot (2)

Donde C es la capacitancia del condensador. Para evaluar la “resistencia aparente”
de este componente, asumimos que la corriente i(t) es una onda sinusoidal de amplitud A

y frecuencia angular w.



i(t) = Acos(wt) (3)

En cuyo caso, la sefial de voltaje quedara determinada por:

v(t) = %sin(wt) =%cos(wt —90°) (4)

De acuerdo a la Ley de Ohm, la “resistencia aparente” vendria determinada por la

relacién entre el voltaje y la corriente:

v(t) icos(wt —-90°)

Resistencia aparente = —— =
P i(t) wC cos(wt)

)
En esta expresion, podemos observar claramente dos magnitudes importantes, una
constante l/wC y la relacién entre las dos ondas sinusoidales que muestra una diferencia
de fase de -90°. Independientemente del instante de tiempo, esta diferencia de fase se
mantiene constante, por ello resulta conveniente abstraerse del dominio temporal y
representar esta “resistencia aparente” Gnicamente en términos de la constante 1/wC yla
diferencia de fase. Esto es lo que comUnmente se denomina “fasor”’y es la representacion
estatica de un vector que gira con una frecuencia angular constante, en este caso w. Bajo
esta representacion, es claro que la “resistencia aparente” posee un médulo y un angulo
de fase, algo que la diferencia de una resistencia “convencional’ que no posee angulo de

fase. Este tipo de resistencia aparente para un capacitor es denominada “reactancia

capacitiva” o simplemente X, (Figura 2).

1
Xc= —&24£-90° 6
= ©)

m
)
Y
Ay
A
(2]

Fuente: http://www.sapiensman.com/electrotecnia/problemas22.htm

Figura 2. Desfase entre la sefial de voltaje y corriente que circula a
través de un capacitor.



Como puede verse, el valor de la reactancia capacitiva (resistencia aparente del
condensador) depende Unicamente de la capacitancia y el valor de la frecuencia angular

de la sefial aplicada al mismo.

Para un inductor o bobina, es posible realizar el mismo analisis anterior teniendo en

cuenta que en un inductor se cumple que:

_ i
v(t) =1L 5t (7)

Para una corriente sinusoidal, independientemente de la amplitud de la misma, se

tendra que:

X, = wLz90° ®)

Similar al caso anterior, a esta magnitud se denomina reactancia inductiva X; y su
magnitud sélo depende del valor de la inductancia L y la frecuencia angular de la sefal
aplicada (Figura 3).

Fuente: http://www.sapiensman.com/electrotecnia/problemas22.htm

Figura 3. Desfase entre la sefial de voltaje y corriente que circula a
través de un inductor.

A diferencia de la resistencia que esta constituida por un escalar, las reactancias
capacitivas e inductivas poseen angulos de fase de -90° y 90° con respecto a la resistencia.
Debido a ello no es posible realizar la suma algebraica de ambas sino que debe realizarse
en forma vectorial. La combinacion de una resistencia y una reactancia produce una
magnitud que posee parte real (escalar) y parte imaginaria en angulo recto respecto del eje
real. Esta magnitud es denominada “impedancia” y es un concepto general que abarca
tanto el concepto de resistencia (como parte real de la impedancia) como el de reactancia

(como parte imaginaria de la impedancia).



1.2 Medicion de la impedancia.

Aunque existen diversas técnicas para realizar la medicion de la impedancia, la forma
mas simple de realizarla es mediante la aplicacion de un voltaje sinusoidal sobre el
componente o medio bajo estudio (DUT “Device Under Test”) y medir la corriente que
circula a través de él (Figura 4). La corriente obtenida al ser también sinusoidal permitira
obtener la impedancia aplicando la Ley de Ohm y considerando que el médulo de la misma
sera el cociente entre las amplitudes de las sefales de voltaje y corriente, en tanto el angulo
del fasor de impedancia se obtendra de la medicioén del angulo de desfasaje entre la sefal
de voltaje y de corriente.

vac) | \l/ DUT

Fuente: O. Baltuano

Figura 4. Determinacién de la impedancia a través de la
medicion de la corriente (1) sobre un dispositivo bajo andlisis
(DUT) para un voltaje de entrada conocido (VAC)
En la practica, la medicion de la corriente en un sistema eléctrico se realiza de forma
indirecta a través de una resistencia “shunt”, por ello una forma diferente de medicién de la

impedancia puede hacerse mediante la configuracion que se muestra en la Figura 5.

- —>
| DUT
AQ)
™

V2| Rshmt
A Ve

Fuente: O. Baltuano

Figura 5. Configuracién para medicion de la impedancia (Z) de un
elemento de interés (DUT) utilizando una resistencia shunt conocida.

Donde:



i—V,
Zpyr = - (©)

Aunque, en principio, la medicién de impedancia parece ser algo trivial, hay factores
que pueden reducir considerablemente la consistencia de los resultados. Estos pueden
ser, las capacitancias parasitas de los cables utilizados, el ruido eléctrico de los equipos,
las interferencias electromagnéticas y/o las corrientes parasitas a bajas frecuencias. La
eliminacion completa de estos efectos indeseados es imposible, por esta razon se busca
mediante diferentes configuraciones una solucién de compromiso entre las prestaciones
del sistema de medicion y la complejidad del mismo que suele ir emparejada con el costo
de este Ultimo.

1.3 Espectroscopia de impedancia

Como ya ha sido mencionado, la impedancia es una magnitud que depende de la
frecuencia que es aplicada al sistema en estudio. El andlisis de la variacion de la
impedancia en funciobn de la frecuencia aplicada se denomina espectroscopia de
impedancia o espectroscopia dieléctrica. Se trata de una técnica muy potente y muy
utilizada en aplicaciones muy diversas, desde la caracterizacion de materiales, circuitos
electronicos, celdas de combustibles, hasta cultivos celulares (Barsoukov and Macdonald,
2005). En los ultimos afios, su aplicacién se ha extendido desde ensayos no invasivos,
aplicaciones médicas, mediciones sobre cuerpo entero, identificacion de ARN por
hibridacion, entre otras.

Los rangos de frecuencias para realizar un estudio dependen fundamentalmente de
tipo de estudio y del tipo de muestra. Aunque los rangos posibles van desde algunos pHz
hasta decenas de MHz, lo usual es que para un cierto estudio, este rango esté limitado

dentro de un intervalo mas pequefio.

Respecto de la amplitud de la sefal de excitacion que se aplica a la muestra, existen
dos tipos de mediciones que pueden realizarse: la espectroscopia de impedancia faradica
y no faradica, esto dependiendo del tipo de proceso electroquimico que se puede producir
durante el estudio. Fundamentalmente, tratandose de muestras liquidas, si en la interface
entre el electrodo y el electrolito se producen reacciones de oxidacion reduccion debido al
paso de los electrones, se denomina Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS:
Electrochemical Impedance Spectroscopy). Por otro lado, si estos efectos no se producen,

se denomina de forma general Espectroscopia de Impedancia (IS: Impedance
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Spectroscopy) o Espectroscopia de Impedancia Dieléctrica (Varshney and Li, 2009,
Macdonald, 1992).

) ® 1E+6
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Fuente: N. Ramirez, A. Regueiro, O. Arias, R. Contreras; Espectroscopia de impedancia electroquimica,
herramienta eficaz para el diagnéstico rapido microbiolégico; Biotecnologia Aplicada 2009; 26:65-71

Figura 6. Ejemplo de un arreglo experimental para realizar espectroscopia de
impedancia (A) electrodos y medio liquido a medir, (B) representacion mediante
componentes eléctricos o circuito equivalente, (C) representacion de la variacion del
modulo de la impedancia con la frecuencia.

De acuerdo a lo anterior, la amplitud del voltaje de la onda de excitacion determinara
el tipo o los tipos de fendmenos que se produciran y por tanto el tipo de estudio a realizar.
Por ejemplo en estudios de corrosion es importante reproducir los procesos de oxidacién y
reduccion que se producen entre los metales y el medio circundante, por esta razén es
usual que los voltajes de excitacion aplicados en el orden de algunos voltios hasta decenas
de voltios. Por otra parte, en estudios bioldgicos, las amplitudes de voltajes utilizados estan
en el orden de milivoltios con la finalidad de no producir fendmenos de oxidacién reduccion
asi como evitar que las corrientes generadas produzcan alteraciones en el comportamiento

0 metabolismo del tejido bioldgico que se encuentra dentro del medio.

En la Figura 6A puede observarse un caso tipico de arreglo experimental para estudio
por espectroscopia de impedancia de un medio liquido dentro del cual se han insertado
dos electrodos tipo alambre. Para este arreglo se demuestra experimentalmente, que el
maodulo de la impedancia varia en funcién de la frecuencia segun la curva mostrada en la
Figura 6C.
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1.4 Representacion de espectros de impedancia

La impedancia es una magnitud compleja que esta conformada por una parte real,
denominada resistencia, y otra parte imaginaria, denominada reactancia. En un estudio

real, alguno de estos valores o ambos pueden ser dependientes de la frecuencia angular.

Z(w) =R(w) +j - X(w) (10)

Donde el operador imaginario j presenta la perpendicularidad (dngulo de 90°) del
valor de X(w) con respecto a R(w). Esta representacion cartesiana de Z(w) también se

puede expresar en la forma polar como:

Z(w) = |M(w)|26(w) (11)

Donde |M(w)| expresa el modulo de la impedancia y 8(w) el &ngulo de fase de la

misma. La relacion entre la forma de expresion cartesiana y la polar viene dada por:

IM(w)| = VR(0)? + X ()? (12)
X
0(w) = tan™t {%} (13)

Ambas formas de expresar el valor de la impedancia en funcién de la frecuencia
angular determinan que existan diversas alternativas para representar graficamente estas
variaciones con la frecuencia. Dos son las formas més ampliamente utilizadas: diagramas

de Bode y el diagrama de Nyquist, también denominado diagrama de Cole-Cole.
1.5 Diagramas de Bode

Los diagramas de Bode son ampliamente utilizados para representar los cambios en
el médulo de la ganancia y el angulo de fase de una funcién de transferencia. Debido a la
similitud de estos parametros con los de la impedancia, dichos diagramas también son
Utiles para el estudio de espectroscopia de impedancia. Estos diagramas constan de dos
dibujos para representar el modulo y el &ngulo de fase de la impedancia con respecto a la
frecuencia sobre el eje de las abscisas (Figura 7). El eje de frecuencias se representa en

forma logaritmica, en tanto el eje del médulo y el angulo de fase se representan en forma
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lineal. Cuando son utilizados para representar el médulo de la funcién de transferencia, el

gréfico estd normalizado para expresar el modulo en decibeles segun la expresion:

dB =20 -log(Médulo) (14)

Sin embargo para mediciones de impedancia esto no necesariamente es tan estricto
debido a que la unidad decibeles representa especificamente una relacion entre dos
magnitudes (ganancia) en tanto la impedancia es una sola magnitud en si misma. Por ello,
so6lo en el caso de espectroscopia de impedancia, el diagrama de magnitud se representa

el médulo en una escala logaritmica.
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Fuente: O. Baltuano / Software Waveforms

Figura 7. Representacion como diagrama de Bode de la impedancia resultante
del circuito de la figura. En la parte superior el diagrama de magnitud o médulo,
en la parte inferior, diagrama de fase, ambos en funcion de la frecuencia.

1.6 Diagrama de Nyquist o Cole-Cole

A diferencia de un diagrama de Bode, en el diagrama de Nyquist o Cole-Cole se
representa la relacion entre la componente imaginaria de la impedancia versus la
componente real de la misma como se aprecia en la Figura 8. Aunque la informacién del

maodulo y de la fase se puede visualizar rapidamente sobre este diagrama, la informacién
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de la frecuencia no se encuentra presente y por ello no es posible identificar directamente
cual es la frecuencia que corresponde a cada punto en el diagrama. A pesar de ello, este
tipo de representacion es la mas ampliamente utilizada en espectroscopia de impedancia
debido a que permite visualizar rapidamente el comportamiento del sistema en un solo

gréfico.

3.01KQ

o4 100nF

f =100 KHz f=10Hz

31 ko 1.48 ki -1.B6 k2 1340 0.62 k2 ok 0.62 k2 124y 186k 1.45 ko il

Fuente: O. Baltuano / Software Waveforms

Figura 8. Representacion como diagrama de Nyquist de la impedancia
resultante del circuito mostrado en la figura.

En espectroscopia de impedancias de sistemas reales, los efectos encontrados son
basicamente capacitivos, por ello, en un diagrama de Cole-Cole la parte imaginaria de la
impedancia se dibuja con signo cambiado con la finalidad que el grafico se posicione en la
parte superior del mismo. En este mismo sentido, no se grafica la parte negativa de la parte

real de impedancia por no tener un significado fisico (Figura 9).
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Figura 9. Representacion en la forma habitual de diagrama de
Nyquist de la impedancia del circuito mostrado en la figura.
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CAPITULO 2: MICROBIOLOGIA DE IMPEDANCIA

La microbiologia de impedancia (MI) consiste en la medicion de las variaciones de la
impedancia de un medio de cultivo sobre el cual se han sembrado microorganismos. Las
variaciones de la impedancia en el tiempo se deben fundamentalmente a los cambios que
se producen en la conductividad eléctrica del medio como consecuencia de la
metabolizacidén que realizan los microorganismos de los nutrientes que se encuentran en
el medio de cultivo. Los microorganismos convierten el oxigeno y los carbohidratos del
medio en didoxido de carbono y &acidos lacticos. Aunque la membrana celular de los
microorganismos, también contribuye a la conductividad eléctrica debido a que permite el
transporte de cargas a través de los canales io6nicos, usualmente la contribucion de este
efecto sobre el cambio total de la impedancia por el aumento de microorganismos es menor

que el producido por la liberacion de iones durante el metabolismo celular.
2.1 Antecedentes

La espectroscopia de impedancia eléctrica o EIS (Electrical Impedance
Spectroscopy) es muy antigua pues los primeros estudios se remontan a afio 1894 cuando
W. Nerst realizé la medicion de la constante dieléctrica de electrolitos en suspension y otros
fluidos organicos. Sin embargo, no es sino hasta mediados de los afios 80 cuando se
produce un incremento sustancial del interés por esta técnica como técnica de analisis en
una variedad muy amplia de aplicaciones, como por ejemplo, analisis microbiologico,
tamizaje de productos alimenticios, estudios de corrosion, control de calidad de
recubrimientos, caracterizacion de electrolitos, estudios del cuerpo humano, deteccién de
algunas enfermedades, entre otras. Esto gracias al desarrollo de los instrumentos
controlados por computadora que facilitan la automatizacion del proceso de la técnica y
que también permiten el procesamiento y analisis de datos en el dominio complejo
(Fourier). De acuerdo con Orazem y Tribollet [12] el nimero de articulos cientificos sobre
aplicaciones de la EIS se duplica cada 4 o 5 afios y ya en el 2006 el nimero de
publicaciones bordeaba los 1200 articulos. Por otro lado, como muestra del gran interés de
esta técnica, en el afio 1989 se inici6 en Bombannes (Francia) una conferencia
internacional especialmente dedicada a la técnica EIS la que se realiza cada 3 afios. Este
afo 2019 se realizara el 11v° Simposio Internacional sobre EIS en la ciudad de Lége-Cap-

Ferret (Francia)
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Es asi que la microbiologia de impedancia o IM (Impedance Microbiology) empieza
a expandirse a partir de la década del 70 gracias al nUmero creciente de publicaciones que
le dieron un gran impulso y difusidn internacional [13]. Desde 1975 hasta 1999 aparecieron
nuevos trabajos y los aportes significativos de Felice y Valentinuzzi [14] aunque para esa
época las aplicaciones estaban orientadas al control de calidad principalmente en la
industria de alimentos y productos lacteos. Cady y col. [15] y Gnan-Luedecke [16], fueron
de los primeros en proponer emplear la medicion de impedancia como método alternativo
de cuentas en placa.

La IM también ha sido aplicada con éxito en el estudio y registro de la carga
microbiana en una amplia gama de productos alimenticios: vegetales, cereales, dulces,
carnes, entre otros. También ha sido empleada para identificar coliformes en carne [17],
gram negativos en leche pasteurizada [18], salmonella [19-20] asi como para evaluar
rendimiento de antibidticos. Las aplicaciones de deteccion y cuantificacion de
microorganismos han incluido también cerveza [21], vino [22], pescados [23], productos
farmacéuticos y cosméticos [24] asi como jugo de frutas [25]. También hubo aplicaciones
en efluentes cloacales para detectar bacterias coliformes [26] y para detectar infecciones
urinarias [27] o en sangre humana [28]. Las técnicas de IM también pueden ser utilizadas
para supervisar la forma de crecimiento de las bacterias. En 1998, Fehlhaber y Kruger
encontraron que diferentes especies de bacterias, bajo condiciones diferentes,
presentaban curvas de crecimiento de impedancia especificas [29]. En afios recientes,
Grossi y Ricco [30] hacen una revision de estado de la técnica de espectroscopia de

impedancias para el analisis biolégico y caracterizacion de alimentos.

Como es evidente, estos avances e investigaciones requieren el uso de equipos
altamente especializados para realizar los barridos y andlisis de frecuencias que son
necesarios para obtener el espectro de impedancias de la muestra en estudio. Para ello,
diversos instrumentos analiticos comerciales estan disponibles, basados en el principio de
la IM clasica, por ejemplo: Malthus System (Malthus Instruments, Crawley, West Sussex,
UK), Bactometer (bioMerieux, Hazelwood, MO, USA), técnica rapida automatizada para la
medicién de la impedancia bacteriana (RABIT) (Don Whitley Scientific Ltd., Shipley, UK) y

BacTrac (Sy-Lab, Purkersdorf, Austria) [31-34], respectivamente.

Sin embargo, al tratarse de equipos comerciales, los costos de adquisicion y

mantenimiento son bastante elevados, lo cual restringe el desarrollo y la investigacién de
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las aplicaciones de la IM a aquellos laboratorios o instituciones que tienen los recursos

suficientes para solventar dichos costos.

Por ello, desde la aparicidon de los micro-controladores de bajo costo, la reduccion de
costos de los dispositivos FPGA (Field-Programmable Gate Array) y posteriormente la
puesta en el mercado de los dispositivos PSoC (Programable System on Chip) se han
realizado diversas investigaciones y desarrollos destinados a proveer equipos para
estudios de EIS de bajo costo y adaptados para cubrir un determinado tipo de aplicacion.
Ademés de lo anterior, los estos desarrollos también tienen en cuenta la autonomia,
portabilidad y bajo consumo de energia como una condicién para la implementacion de
equipos de medicién compactos y totalmente portatiles que pueden facilmente integrarse
con por ejemplo dispositivos moviles, equipos remotos de medicion totalmente automaticos
o0 integrados como nodos |oT.

En afios recientes, la aparicién en el mercado del Cl AD5933 de Analog Devices [35],
un analizador de impedancias SoC (System on Chip) de bajo costo ha permitido ampliar
de manera significativa el desarrollo de equipos para estudios de EIS en frecuencias de
hasta 100KHz y con rangos de medicion de 100Q hasta 10MQ. Como ejemplo, Alonso-
Arce et al. (2013) [36] presentaron un nodo sensor in-body portétil para realizar bio-
monitoreo; Margo et al. (2013) [37] extendi6 el uso del AD5933 para mediciones usando 4
electrodos; Grinsven et al. (2010) [38] propone el uso de este dispositivo para identificacion
de DNA y proteinas; Chuang et al. (2016) [39] sugiere un sensor para deteccion de cancer
de vejiga en forma no invasiva; en forma similar, Kamat et al. (2014) [40] propone un sensor
no invasivo para analisis de glucosa en sangre; Ferreira et al. (2010) [41] propusieron un
medidor para analisis de composicién corporal cuerpo humano y el analisis de distribucion

de fluidos.

Aunque la mayor parte de las investigaciones y desarrollos anteriores estdn basados
en el uso del Cl AD5933 o equipos comerciales, otras alternativas también son posibles.
Tal es el caso del Analog Discovery 2 de Digilent [42]. Un sistema integrado de bajo costo
concebido como un laboratorio todo en uno para facilitar diversos tipos de mediciones
eléctricas. En operaciéon como medidor de impedancia puede realizar barridos de
frecuencia desde 100 pHz hasta 25MHz y es altamente configurable. Aunque esta
disefiado para operar como dispositivo esclavo junto con una PC a través de una conexion
USB, en conjunto con alguna plataforma SBC (Single Board Computer) tal como Raspberry
[43], Beaglebone [44], Orange PI [45] o similar, y adicionando algunos otros componentes

para su interaccion con un usuario (pantalla TFT tactil y dispositivos de comunicacion
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inalambrica), podria integrarse para operar como equipo portatil y autbnomo para estudios

de EIS con mejores prestaciones que los anteriormente descritos.
2.2 Técnicas de medicion

Aunque existen diferentes métodos para realizar el estudio del metabolismo de
microorganismos mediantes espectroscopia de impedancia, todos ellos se pueden
clasificar en dos grandes grupos, técnicas directas y técnicas indirectas (Silley and
Forsythe, 1996)
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Fuente: N. Ramirez, A. Regueiro, O. Arias, R. Contreras; Espectroscopia de impedancia
electroquimica, herramienta eficaz para el diagnéstico rapido microbioldgico; Biotecnologia
Aplicada 2009; 26:65-71

Figura 10. Representacion de los principales mecanismos que contribuyen al
cambio de la impedancia eléctrica del medio de cultivo.

En la técnica directa, el método mas sencillo es introducir dos electrodos en el medio
de cultivo liquido (electrolito) donde se ha sembrado la bacteria y realizar mediciones de
impedancia a diferentes frecuencias a intervalos de tiempo regulares [46]. Los cambios en
la impedancia son producidos principalmente por la liberacion de moléculas, debido al
metabolismo energético de la celular, con mayor capacidad de transporte de cargas lo que
produce cambios en las interfaces entre los electrodos y el electrolito. Por ejemplo los iones
lactatos producidos por la metabolizacién de la glucosa que una gran parte de

microorganismos realizan, son moléculas que tienen mayor movilidad para el trasporte de
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carga. lgualmente el &cido lactico al ser convertido en &cido carbonico, éste ultimo también
contribuye al incremento de la conductividad. Por otro lado, el intercambio de iones a través
de la membrana celular también contribuye al incremento de la conductividad y
consecuentemente al cambio de la impedancia. Independientemente de cual sea el
proceso, estos cambios son proporcionales a la concentracion y tipo de microorganismos
en el medio de cultivo. La Figura 10 muestra de forma grafica los diferentes procesos que

aportan al aumento de la conductividad.

En el caso de las técnicas indirectas, no se mide la impedancia del medio de
crecimiento bacteriano sino que los gases producidos por el metabolismo son
transportados a un medio diferente, usualmente una solucion de hidréxido de potasio,
sobre el cual el CO, contenido en el gas proveniente del primer medio reacciona con el
hidréxido de potasio produciendo una disminucion de la impedancia. En esta técnica los
electrodos son introducidos en este segundo medio. Una de las ventajas de la técnica
indirecta es que se evita la contaminacion de los electrodos y los soportes del mismo con
las bacterias en estudio, pudiéndose hacer el cambio de forma més réapida del todo el

primer medio de cultivo.
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impedancia electroquimica, herramienta eficaz para el diagnéstico rapido
microbiolégico; Biotecnologia Aplicada 2009; 26:65-71

Figura 11. Correlacién entre el crecimiento de microorganismos y la
impedancia del medio del cultivo en funcién del tiempo.
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La deteccion, identificacién y/o cuantificacion de la poblacion bacteriana ser realiza a
través del monitoreo o registro a intervalos de tiempo regulares de los cambios absolutos
o relativos de la conductancia o impedancia. En algunos casos también se realiza
analizando los cambios en la capacitancia del medio aunque ello requiera alguna técnica
de ajuste al comportamiento de un circuito equivalente. Si se mantienen controladas el
resto de variables como la temperatura y la humedad, los cambios en la impedancia seran

determinados Unicamente por el crecimiento bacteriano (Figura 11).
2.3 Modelamiento con circuitos equivalentes

El estudio del comportamiento de sistemas reales por espectroscopia de
impedancias puede llegar a ser un proceso muy complejo debido a todos los fendmenos
fisicos, quimicos o biolégicos que pueden ocurrir simultdneamente. En estos casos se
recurre al modelamiento del sistema, es decir, utilizar sistemas mas simples que bajo
ciertas condiciones o dentro de determinados margenes permiten explicar una parte del
comportamiento del sistema real. Es asi que, en algunos casos, el comportamiento de la
impedancia en funcion de la frecuencia de un determinado sistema puede modelarse
utilizando algunos de los dispositivos eléctricos sencillos descritos anteriormente:
resistencias, condensadores e inductores. Tomando como ejemplo el caso mostrado en la
Figura 6A en la cual se muestra un electrolito o medio liquido en el cual se han insertado
dos electrodos. Experimentalmente, de la medicion del espectro de impedancia se obtiene
el grafico mostrado en la Figura 6C. Este comportamiento en su forma mas simple podria
modelarse como un circuito que incluya dos condensadores que representarian cada uno
las dos capacitancias que se forman en la interface entre cada electrodo con el electrolito

y una resistencia que representaria la resistencia eléctrica de la solucién (Figura 6B).

Si consideramos por ejemplo, una resistencia de 1.02 KQ para representar la
resistencia de la solucion y dos condensadores de 95 nF para representar la capacitancia
entre los electrodos y el electrolito, obtendriamos un grafico como el que se muestra en la
Figura 12. Este gréafico no ha sido generado por simulacion sino que se ha obtenido al
montar el circuito mostrado utilizando componentes con tolerancias de 1% (resistencia de
pelicula metélica y condensadores de mylar) y someterlo a un barrido de frecuencias entre
10 Hz y 1 MHz con el equipo que ha sido desarrollado en el presente trabajo. Como puede
observarse claramente, la forma de la curva obtenida es muy similar a la curva mostrada
en la Figura 6C obtenida de forma experimental utilizando dos electrodos y una solucion,
lo que demuestra que el circuito equivalente usado explica perfectamente el resultado

experimental.
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Figura 12. Espectro del modulo de la impedancia de un circuito equivalente
con 2 condensadores y una resistencia en serie.

Aunque utilizar circuitos equivalentes con componentes eléctricos (resistencias,
condensadores e inductores) pudiera parecer algo sencillo, en muchos casos, sobre todo
en procesos electroquimicos mas complejos, el comportamiento de los mismos no se
puede modelar con estos componentes sencillos. Por esta razén se recurre a elementos
mas complejos que, aunque no poseen un equivalente fisico real, a partir del modelamiento
matematico si cumplen con aproximarse al comportamiento del sistema electroquimico en
estudio. Algunos ejemplos de estos elementos son: los de fase constante (O), Warburg
semi infinito (W), Warburg de bordes porosos (O) o Warburg finito (T), los mismos que son
ampliamente utilizados para modelar por impedancia electroquimica los fenémenos de

corrosion o de caracterizacion de materiales.

Tabla 1: Elementos mas complejos usados en impedancia electroquimica

Elemento Impedancia
equivalente
Elemento de /Ygw)
fase constante Q
Warburg semi 1Yyw)"”
infinito W
Warburg de 1/Yjw)"* Coteh{B
bordes porosos Gw"}
(0)
Warburg finito 1/Yjw)"” Tanh {B
T oW’}

Tomado de U. Morales, A. Camargo, J. Olaya, Impedancia electroguimica -
Interpretacion de diagramas tipicos con circuitos equivalentes.Dyna, Afio 77, Nro.
164, pp. 6975. Medellin, Diciembre de 2010. ISSN 00127353
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CAPITULO 3: DESARROLLO DEL EQUIPO DE MEDICION DE IM PEDANCIA

Aunque existen diversas alternativas de equipos comerciales para realizar estudios
de espectroscopia de impedancias, sin embargo, la totalidad de ellos proporcionan
soluciones “llave en mano”, es decir una alternativa tecnoldgica cerrada sobre la cual no
es posible realizar escalamientos o adaptaciones sin el costo adicional que ello implica. En
otros casos, los equipos tienen especificaciones técnicas sobredimensionadas para las
aplicaciones en las cuales se utilizan y esto también involucra un costo excesivo que

muchas veces se convierte en prohibitivo.

Por esta razon, como parte de este trabajo de desarroll6 un equipo para medicién de
impedancias multielectrodo en liquidos utilizando electrodos inter-digitados. El equipo es
totalmente autbnomo y automatico y no requiere estar conectado a una PC para su
operacion que usualmente es de varios dias, aunque internamente se incluya una
computadora reducida. Es compacto en el sentido que esta integrado como una sola
unidad y se componentes que son de facil acceso y de comparativamente mejor
asequibilidad. Posee ademas la caracteristica que puede operar hasta con 8 electrodos
simultaneamente, compartiendo los tiempos de espera entre cada medicion, lo cual permite
planificar experimentos hasta con 8 muestras diferentes con el mismo equipo. Esta
disefiado para operar en rangos de frecuencias de algunos Hertz y hasta los 100 KHz que
se ha demostrado es el rango de frecuencias de mayor utilidad en aplicaciones de

microbiologia de impedancias.
3.1 Diagrama de bloques

En la Figura 13 se muestra el diagrama de bloques del equipo que ha sido
desarrollado especificamente para mediciones de impedancia en medios liquidos. El
ndcleo del mismo esta constituido por una tarjeta Analog Discovery 2 controlada por una
computadora de placa reducida, en nuestro caso una Orange Pi PC Plus. La interface con
el usuario u operador se realiza a través de una pantalla TFT tactil. Se fabricé una tarjeta
conteniendo algunas resistencias de shunt con valores tipicos, las mismas que pueden ser
seleccionadas mediante las lineas de 1/O genéricas que posee la Analog Discovery 2.
Igualmente a través de estas lineas es posible seleccionar hasta 4 electrodos de trabajo
diferentes. La resistencia de shunt junto con el medio liquido a estudiar determina el rango

de frecuencias que es factible analizar con una adecuada relacién sefial a ruido. Dos
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sondas de medicién, cada una con un electrodo inter-digitado removible se han construido
para facilitar la medicion sobre medios de cultivo colocadores en matraces de laboratorio.
A continuacion se describen cada una de estas etapas.

)
Tarjeta
Seleccién de
VS : ;
Resistencia Shunt
Computadora
. Analog
Placa Reducida Discovery 2
(SBC) v
—— .
Multiplexor
Electrodos
A
T
Pantalla Tactil
TFT
- o
Sondade Sondade
Medicién 1 Medicion
Electrodo Electrodo
Inter-Digitado 1 Inter-Digitado 2
Fuente: O. Baltuano

Figura 13. Diagrama de bloques simplificado del espectrometro de impedancias
multielectrodo.

3.2 Analog Discovery 2

La segunda version de Analog Discovery, denominada Analog Discovery 2, es un
instrumento multifuncién de bajo costo fabricado con la compafiia Digilent en alianza con
Analog Devices (Figura 14), reconocido fabricante de componentes electronicos de gama
alta. Este instrumento posee la funcionalidad de diversos instrumentos de laboratorio, tales
como dos osciloscopios de 30 MHz de ancho de banda, dos generadores de funciones de
hasta 12 MHz, analizador |6gico y generador de patrones digitales de 16 canales, voltimetro

de 2 canales y una fuente de alimentacion dual programable.

Este equipo permite medir la impedancia que muestra una carga mediante el uso de
uno de los generadores de funciones como generador de ondas sinusoidales con
frecuencia ajustable y las dos entradas de ambos osciloscopios en una configuracion como

la que se muestra en la Figura 15.
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Fuente: https://store.digilentinc.com/analog-discovery-2-100msps-
usb-oscilloscope-logic-analyzer-and-variable-power-supply/

Figura 14. Modulo Analog Discovery 2.

El osciloscopio 1 o canal 1 monitorea la sefial de entrada a la carga que esta
proporcionando el generador de funciones y gracias a ello permite corregir la mayor parte

de errores debidos a las posibles variaciones por efecto de carga del DUT (Load)

Scope 1 Scope 2

Load | Resistor

GND

Wavegen 1

Fuente: https://store.digilentinc.com/analog-discovery-2-100msps-usb-oscilloscope-logic-analyzer-and-
variable-power-supply/

Figura 15. Configuracion utilizada para medicion de impedancia utilizando una
resistencia de shunt, un generador de funciones y las dos entradas de osciloscopio
del médulo AD2

El osciloscopio 2 o canal 2 mide el voltaje que cae sobre la resistencia de referencia
conocida, también denominada resistencia shunt, conectada a tierra y por tanto permite

determinar el vector de corriente que circula a través del circuito segun:

Vscope 2

I =
R

(15)
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Finalmente es posible calcular el valor de la impedancia de la carga “Load” segun la

expresion:

Vscope 1 = Vscope 2
ZLoad: scope - scope (16)

Este valor depende de la frecuencia sinusoidal aplicada y por lo tanto para determinar
el espectro de impedancia es necesario realizar un barrido de frecuencias entre los valores
de frecuencia de interés (ancho de banda)

Ademas de la frecuencia, también es posible ajustar la amplitud de voltaje de la onda,
realizar muestreos multiples sobre una misma frecuencia con la finalidad de mejorar la
relacion sefial a ruido, realizar la compensacion de capacitancia y resistencia de las puntas
de prueba, aplicar un nivel de continua sobre la carga, especificar el nUmero de puntos de
muestreo dentro del ancho de banda de andlisis, etc. En términos generales, permite
realizar una configuracion muy amplia de parametros lo que le da amplia versatilidad para

adaptarse a casi cualquier aplicacion.

Este instrumento es un equipo de tipo esclavo que para operar requiere estar
conectado a una computadora a través de un puerto USB. El fabricante proporciona una
aplicacion especifica para su control, denominada WaveForms y de la cual se encuentran
versiones para Windows, Maxc, Linux y plataformas ARM. Esta aplicacion es altamente
configurable y soporta el uso de scripts para automatizar tareas. Digilent también
proporciona una libreria que le permite a las aplicaciones de control escritas en C++, C# o

Python, comunicarse directamente con el hardware del instrumento.
3.3 Resistencia de shunt y multiplexor de electrodo s

Las resistencias de referencia, o resistencias shunt, han sido montadas en una tarjeta
adaptadora con conector IDC hembra para insertarse directamente sobre la tarjeta Analog
Discovery 2 construida especificamente para este trabajo, la cual puede observarse en la
Figura 16. Se han instalado resistencias de pelicula metalica con valores nominales de
10Q, 100Q, 1KQ y 10KQ, todas ellas con una tolerancia de 1%. La resistencia que desea
utilizarse es seleccionada mediante un conjunto de relays, que son controlados a través de

las lineas de 1/0O genéricas del médulo AD2.
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Figura 16. Tarjeta selectora de resistencia de shunt fabricada
para el espectrometro y acoplada con médulo AD2

Las mediciones de espectroscopia de impedancias no se realizan permanentemente
el tiempo, es decir, en un estudio real se realiza el barrido de frecuencias que toma un
tiempo que depende del rango de frecuencias, del nimero de frecuencias que se analizan
y del nimero de muestras que se toman para cada una de dichas frecuencias. Luego que
el barrido de frecuencias es realizado, el equipo entra en modo de espera durante un
tiempo que es determinado por el usuario en funcién a las caracteristicas del estudio.
Durante este tiempo de espera todo el hardware del equipo, en especial de la AD2 queda

subutilizado.

Debido a lo anterior y considerando que durante estos tiempos de espera es posible
utilizar el hardware para realizar una medicién en un medio o una muestra diferente, se ha
realizado el disefio y ensamblaje de una tarjeta de seleccion de electrodo de trabajo (Figura
17A). Esta tarjeta, de las cuales se pueden conectar hasta 8 apildndolas una sobre otra
(Figura 17B), permite seleccionar un electrodo conectado a cualquiera de ellas. La
seleccién se realiza direccionando la tarjeta correspondiente con las lineas de 1/O

genéricas que posee la AD2.

Todo esto permite optimizar significativamente el uso del hardware ampliando la
capacidad del equipo para realizar mediante multiplexacion de tiempo hasta 8 muestras
diferentes. Las prestaciones de esta configuracion seran dependientes de las condiciones
de medida de cada muestra y el tiempo que se requiere para realizar un barrido en cada
una de ellas. A manera de ejemplo, en los estudios realizados en este trabajo, todas las

mediciones se normalizaron para ejecutar barridos entre 10 Hz y 100 KHz, considerando
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500 puntos de frecuencias dentro de este intervalo y tomando en cada punto 2 muestras
para mejorar la relacién sefial/ruido. En estas condiciones, tipicamente un barrido completo
tomo un tiempo de 4 minutos. Si se tiene en cuenta que usualmente las mediciones se
realizan cada 30 minutos, los tiempos muertos son considerablemente mayores que los
tiempos de utilizacion del equipo. En ello radica la ventaja de multiplexar varios electrodos

con el mismo equipo.

Durante los tiempos en los cuales un electrodo no es utilizado, ambos terminales del
electrodo son conectados entre si en corto circuito con la finalidad de mantenerlos al mismo
potencial y evitar que se generen potenciales positivos o negativos que pudieran dafiar el

electrodo durante periodos muy largos de medicion.

(@) (b)

Fuente: O. Baltuano

Figura 17. (a) Tarjeta selectora de electrodo y (b) cuatro tarjetas
apiladas para operar con igual niumero de electrodos.

Para el presente trabajo, por limitaciones de insumos, cepas de microorganismos y
tiempos de preparacion de muestras Unicamente se han realizado mediciones simultaneas

hasta en 2 muestras en cada experimento.
3.4 Orange Pi

Orange Pi es un fabricante asiatico de computadoras de placa reducida o SBC
(Single Board Computer). Algunos de sus productos son los principales competidores en
el amplio mercado ganado por la plataforma Raspberry Pi. Aunque ambas plataformas
utilizan hardware totalmente diferente, debido a que ambas pueden ejecutar los mismos
sistemas operativos basados en Linux, tales como Raspbian Debian, Ubuntu o incluso

Android, desde el punto de vista del usuario, el hardware se hace transparente en su mayor
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parte y las aplicaciones, salvo excepciones, corren indistintamente en cualquier plataforma.
Gracias al modelo de desarrollo OpenSource de estas placas, existen multiples marcas y
variantes perfectamente compatibles entre ellas: Banana Pi, CubieBoard, BeagleBone, por

mencionar algunas.

Para el presente trabajo, la primera opcién evaluada fue la plataforma Raspberry.
Para ello se configuraron las tarjetas Raspberry Pi version, Rapsberry Pi 2 y Raspberry Pi
3. En el primer caso, la potencia del hardware no fue suficiente para ejecutar WaveForms,
mientras que en las versiones Pi 2 y Pi 3, la conectividad con la tarjeta Analog Discovery 2
fallaba de forma aleatoria. Esta falla, aparentemente se debe a un error en el driver del
puente convertidor USB a serial utilizado en ambas SBC’s. En el momento de escribir estas
lineas, ha sido lanzada al mercado la version cuatro, denominada Raspberry Pi 4, con un
hardware diferente en el cual el puente convertidor USB a serial ha sido reemplazado, sin
embargo debido a la poca disponibilidad de estas tarjetas, no se han podido realizar
pruebas de integracién. También se evalu6 el rendimiento de una placa BeagleBone Black,
pero al igual que en el caso de Raspberry Pi version B, el hardware limitado no permitié

ejecutar el programa WaveForms.

Por otro lado, se evaluaron las dos siguiente tarjetas pertenecientes al mismo
fabricante: Orange Pi PC Plus y Orange Pi 3. Aunque el hardware de la Orange Pi 3 es de
mejores prestaciones que la Orange Pi PC Plus, no fue posible compilar adecuadamente
las librerias proporcionadas por Digilent para la operacion de WaveForms sobre esta
tarjeta. Finalmente, una placa Orange Pi PC Plus logré pasar todas etapas de compilacion
y pruebas de compatibilidad con el software Waveforms quedando como Unica alternativa

para integrarse dentro del instrumento desarrollado.

La placa Orange Pi PC Plus (Figura 18) posee un procesador Allwinner H3 basado
en un ARM Cortex A7 de cuatro nlcleos operando a una frecuencia de 1.6GHz. Dentro del
hardware de soporte podemos mencionar: 3 puertos USB 2.0, un puerto USB OTG, 8GB
de memoria Flash no volatil, 512 de memoria RAM, slot para tarjeta micro SD, un puerto
HDMI, modulo y antena Wi-Fi, puerto Ethernet 100 Mbsps, conector de 40 pines con lineas

de I/O genéricas, entre otras.

Aunque no todo el hardware disponible es utilizado para la operacion del equipo como
medidor de impedancia, los periféricos que la placa Orange Pi posee posibilitan aumentar

las funcionalidades y operatividad del equipo.
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Fuente: http://www.orangepi.org/orangepipcplus/

Figura 18. Vista superior e inferior de una tarjeta Orange Pi PC Plus
similar a la integrada en el espectrometro de impedancia desarrollado

3.5 Pantalla tactil

Con la finalidad de mantener el tamafio compacto y la portabilidad del equipo se
utilizé como dispositivo de interface con el usuario, una pantalla TFT a color de 7 pulgadas
(Figura 19), con membrana tactil capacitiva. La resolucion nominal de este dispositivo es
de 800 x 480 pixeles. Posee una entrada de video HDMI y un conector micro USB utilizado
para la comunicacién de la membrana tactil y proporcionar el voltaje de alimentacion para
la operacién de la pantalla. Este dispositivo tiene una alta versatilidad y cuando es
integrado dentro de instrumentos compactos o portatiles, evita la necesidad de utilizar un
teclado y/o un mouse por parte del usuario. Existe una amplia y muy bien establecida
comunidad de desarrolladores que suministran drivers de operacion para diferentes
plataformas. El escalamiento es un proceso sencillo debido a que usualmente son

compatibles entre si con versiones de hardware anteriores o de menor resolucion.
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Fuente: https://www.aliexpress.com/item/32682184439.html

Figura 19. Pantalla TFT de 7 pulgadas con membrana
tactil capacitiva utilizada para la interface con el
usuario del equipo.

3.6 Electrodos

Los electrodos proporcionan el contacto eléctrico entre el medio que se desea medir
y el sistema electronico. Si el medio es liquido como en nuestro caso, es necesario utilizar
un material que proporcione una baja resistencia eléctrica y que sea resistente a los efectos
del medio que pueden dafiar el electrodo. El oro es el material mas ampliamente utilizado.
El electrodo més simple consiste en un simple alambre de oro sumergido dentro del medio,
sin embargo la superficie de contacto con el medio puede ser bastante pequefa. Al
aumentar la superficie de contacto la resistencia de la interface se reduce y para un mismo
potencial aplicado entre dos electrodos la corriente serd mayor. Una corriente mayor
permite incrementar la relacion sefal/ruido y por lo tanto mejorar la sensibilidad y limites
de deteccion. Aunque es posible obtener corrientes mayores aumentado el potencial de
excitacion, esto Ultimo no es conveniente, debido a que un potencial elevado producira
reacciones de oxidacion-reduccion en la interface electrodo-electrolito enmascarando la
medida de la impedancia del medio. Ademas de ello, los potenciales elevados, por encima
de algunas decenas de mili-voltios pueden producir cambios en el medio y muerte de los
microorganismos cuyo efecto sobre la impedancia se desea estudiar. Debido a todo ello,
los electrodos interdigitados han revolucionado la técnica de espectroscopia de impedancia
como resultado de las grandes ventajas que ofrecen sobre los electrodos convencionales
de alambre o de disco, gracias a su baja resistencia, alta relacion sefal a ruido, tiempos
mas cortos para su estabilizacion y la posibilidad de utilizar volumenes muy pequefios de

solucion.
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Para el presente trabajo se han utilizado electrodos inter-digitados (Figura 20) con
recubrimiento de oro de 3 nm sobre conductores de cobre depositados en una oblea de
Oxido de aluminio o alimina de 40 mm x 15 mm. El electrodo posee en total 23 pares de
dedos con un ancho nominal de 100 micras con una separacion nominal de 80 micras. El
area efectiva de trabajo o de medicion es de 20 mm x 10 mm. Estos electrodos han sido
adquiridos desde el proveedor global Aliexpress
(https:/Iwww.aliexpress.com/item/32870780708.html)

(a) (b)

Fuente: https://www.aliexpress.com/item/32870780708.html

Figura 20. Electrodo utilizado para las pruebas (a) imagen completa
del electrodo, (b) microfotografia mostrando el detalle de los dedos
inter-digitados.

La oblea de alimina que soporta los dedos del electrodo inter-digitado tiene un
espesor de 0.7 mm, lo cual hace que no pueda insertarse directamente en algin conector
para tarjetas por insercion (Card Edge Plug) o similar. Ademas de ello, debido al tamafio
pequefio del electrodo y que éste debe sumergirse dentro del liquido del cual se pretende
hacer la medicion de la impedancia, existe un alto riesgo que el liquido pueda producir
alguna reaccion sobre los extremos de contacto del electrodo y/o contaminarse alguno de

estos puntos con los microorganismos dentro del medio que se esta estudiando.

Debido a lo anterior, se fabricd un soporte intermedio para fijar el electrodo. Este
soporte ha sido fabricado en una tarjeta de circuito impreso PCB de material FR4. El
soporte intermedio tiene un espesor de 1.6 mm el cual es un estandar para los conectores

tipo insercion que permiten retirar de forma sencilla el electrodo.

El electrodo ha sido fijado utilizando resina epéxica transparente endurecida con luz
ultravioleta. Este tipo de resina es totalmente inerte y posee buena resistencia mecanica y
guimica ademas de buena adhesion. Se ha realizado la unién de los puntos de contacto
del electrodo con los puntos de contacto de los conductores del soporte intermedio. Las

pistas de cobre fueron estafiadas y posteriormente recubiertas con resina epoéxica al igual
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gque todos los puntos donde hubiera contactos metélicos exceptuando los dedos
interdigitados del electrodo en un extremo y los pads de contacto con el conector en el otro

extremo (Figura 21).

Fuente: O. Baltuano

Figura 21. Imagen del electrodo montado sobre tarjeta adaptadora. Se
observa el recubrimiento de resina epoxica de proyeccion.

La configuracién anterior permite insertar o retirar facilmente el electrodo de la sonda
de medicion (ver 3.7) ademas de mantener a cierta distancia dicha sonda de medicién que
incluye el conector y cables del medio de cultivo para evitar una posible contaminacion

cruzada.
3.7 Sonda de medicién

Para realizar los estudios, el medio de cultivo es introducido dentro de un matraz de
laboratorio. Con la finalidad de optimizar la cantidad de material e insumos utilizados, sélo
se usaron 250 ml de medio de cultivo. Esta cantidad hace que se tenga que introducir el
electrodo y el correspondiente soporte a través del cuello del matraz hasta la parte inferior
del mismo. Para ello ha sido necesario preparar una sonda de medicidn consistente en un
soporte cilindrico de acrilico en el cual se ha acoplado un cabezal del mismo material que
aloja el conector de tipo insercion para la tarjeta de soporte intermedio del electrodo. El
cilindro de acrilico es hueco en la parte interior para alojar los cables de conexidn entre el
electrodo y el sistema electronico de medicién. Un tope coOnico cuya posicion puede
ajustarse en el cuerpo del cilindro central se usa como tope para fijar la profundidad a la

cual se coloca el electrodo de medicion.

Para las conexiones eléctricas se ha utilizado cable coaxial RG316 de 2.5 mm de
diametro y 50 ohmios de impedancia nominal. Se instaldé un cable para cada uno de los
terminales del electrodo. La pantalla externa del cable coaxial es puesta a tierra con el
objetivo de blindar las sefiales contra interferencias electromagnéticas. Este tipo de cable

tiene una razonable flexibilidad mecanica lo cual permite realizar facilmente el arreglo
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experimental requerido. Aunque es un cable que puede operar a muy altas frecuencias,
para los efectos de este trabajo dicha caracteristica no es importante debido a los rangos
de frecuencias comparativamente bajos que se utilizaron (10 Hz — 100 KHz). Ambos cables

esta terminados en conectores SMA macho. Todo el arreglo se muestra en la Figura 22.

(@) (b)

Fuente: O. Baltuano / J. Gago

Figura 22. Sonda de medicién (a) ensamblaje con cables y conectores
SMA 'y (b) esquema de disefio CAD.

3.8 Integracién y ensamblado

Todo el equipo, con excepcion de las sondas de medicion y los electrodos, ha sido
montado en un gabinete de aluminio de 24 cm de ancho, 18 cm de profundidad y 16 cm de
altura (Figura 23). Esto proporciona una excelente jaula de Faraday que evita las
interferencias electromagnéticas (EMI’s). La parte superior del gabinete tiene una parte
inclinada a 30° sobre la cual se ha montado la pantalla TFT, lo que facilita la visualizacion

y operacion por parte del usuario.

El equipo se alimenta de una toma convencional de 220VAC gracias a una fuente de
poder que proporciona multiples salidas de 5V en 4 conectores USB tipo A. No es necesario
ningun otro tipo de conector o valor de voltaje debido a que todos los componentes internos
funcionan Unicamente con 5V. Esto simplifica considerablemente la integracion de cada
sub etapa (Figura 24).
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Fuente: O. Baltuano

Figura 23. Imagen de la parte frontal del equipo mostrando
la pantalla TFT para interaccién con el usuario y el software
Waveforms cargado para entorno Armbian.

El disefio de las tarjetas multiplexoras de los electrodos permite conectar un maximo
de 8 electrodos al mismo equipo, sin embargo por consideraciones de espacio y teniendo
en cuenta la aplicacién inmediata el equipo, Unicamente se ha instalado el hardware para
soportar 4 sondas de medicion con sus respectivos electrodos. Esto brinda gran

versatilidad de trabajo para la casi totalidad de aplicaciones posibles del equipo.

Médulo Analog Plataforma de
Discovery 2 soporte
"

snateem

ADIGILENT

Tarjeta selectora Tarjetas Fuente multiple
de resistencia multiplexoras de de energia 5V

shunt electrodos

Fuente: O. Baltuano

Figura 24. Imagen de la parte interior del equipo con la
descripcion de cada componente (alin no se muestran las
conexiones entre ellos)
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Las conexiones de los electrodos se realizan a través de conectores SMA hembras
en la parte posterior del equipo (Figura 25). 8 conectores SMA, permiten el trabajo con
hasta 4 electrodos simultaneamente (2 conectores por cada electrodo). Los electrodos y
las sondas de medicion son conectadas al equipo a través de cable coaxial RG316, del
cual, la malla externa se encuentra puesta a tierra con la finalidad de proporcionar un buen

blindaje contra interferencias electromagnéticas.

Tal como ya ha sido descrito previamente, aunque se encuentran conectados
fisicamente 4 electrodos simultaneamente al mismo equipo (Figura 28), su utilizacion se
hace mediante multiplexacion en el tiempo, es decir, no es posible utilizar mas de un
electrodo en un mismo instante de tiempo. Aun asi, esto no representa problema debido a
los tiempos muertos en los cuales el equipo no es utilizado durante un experimento

convencional.

Fuente: O. Baltuano

Figura 25. Imagen de la parte posterior del equipo descubierta sin tapa.
En primer plano se muestran los conectores SMA para los 4 electrodos.

3.9 Calibracion con circuitos patrén

Con la finalidad de evaluar la respuesta del equipo previo a su utilizacion con medios
de cultivo, se ha obtenido el espectro de impedancia de un circuito patréon implementado
con componentes de precision en la configuracion mostrada en la Figura 26 y utilizando
una resistencia de shunt de 1KQ
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Fuente: O. Baltuano

Figura 26. Circuito patron utilizado para evaluar la respuesta
del equipo.

En la Figura 27 se observa la respuesta del equipo a través del diagrama de Nyquist
de la impedancia del circuito anterior. Los puntos representan los valores medidos en el
intervalo entre 10 Hz y 100 KHz y la linea en naranja la curva tedrica obtenida para los

mismos valores.
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Fuente: O. Baltuano

Figura 27. Diagrama de Nyquist de la respuesta del equipo para el circuito patron
utilizado con un barrido de frecuencias desde 10 Hz hasta 100 KHz

Las diferencias entre la curva tedrica y la curva obtenida con los datos experimentales
es debida a un conjunto de factores relacionados con las caracteristicas de entrada del
ADC vy salida del DAC de la tarjeta AD2; los errores debidos a las capacitancias y
resistencias adicionales de los cables y las tolerancias de los componentes utilizados. En
relacion a las caracteristicas de la tarjeta AD2, se debe tener en cuenta que, de acuerdo a

las especificaciones del fabricante, el ADC utilizado tiene una resolucion de 14 bits y un
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rango de entrada entre -2,65 y +2,65 voltios cuando se utiliza la configuracién de alta
ganancia. Esto da como resultado una resolucion de 320 uV para las dos entradas de

osciloscopio.

+2,65V — (—=2,65V) 53V
214 "~ 16384

Resolucion ADC = =0.32mV a7)
Respecto del DAC, el mismo posee una resolucién nominal de 14 bits y un rango de

salida de tension entre -1,36 y +1,36 voltios cuando se utiliza la configuracién de baja

ganancia. Con estos valores se obtiene una resolucion de 166 pV para las dos salidas del

generador de funciones programable.

+1,36V — (—=1,36V) _ 2,72V
214 "~ 16384

Resolucion DAC = = 0.166 mV (18)
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CAPITULO 4: PRUEBAS DE LABORATORIO Y RESULTADOS

4.1 Medio de Cultivo

Para las pruebas microbiologicas se ha utilizado Tripteina Soya Caldo (Tryptic Soy
Broth 6 TSB) que es un medio liquido para enriquecimiento y cultivo de microorganismos
aerobios no exigentes. Este medio favorece el crecimiento de una amplia variedad de
microorganismos especialmente bacterias anaerobias facultativas, aerobias comunes y
algunos hongos. La tripteina y la peptona de soya aportan los nutrientes ricos en péptidos,
aminoécidos libres, bases puricas y pirimidicas, minerales y vitaminas. La peptona de soya
proporciona carbohidratos que estimulan el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos. El cloruro de sodio proporciona el balance osmético de la pared celular
y el fosfato dipotasico proporciona la capacidad de buffer. La glucosa es el principal
componente que es metabolizado para proporcionar energia. Algunos microorganismos
gue muestran buen crecimiento en este medio de cultivo son; escherichia coli,
staphylococcus aureus, enterobacter aerogenes, candida aerogenes, streptococcus

pyogenes, psudomonas aureginosa, salmonella typhimurium entre otros.

El producto que ha sido utilizado es distribuido con presentacién en polvo
deshidratado, homogéneo, de libre desplazamiento y color beige. La preparacion se realiza
disolviendo 30 gr de polvo en un litro de agua purificada. El color del preparado es &mbar

claro transparente.

Tabla 2: Formula de TSB por litro de agua

Hidrolizado pancreético de caseina (Tripteina) | 17.0 g

Hidrolizado pancreatico de harina de soya 3.0¢g
(Peptona de soya)

Cloruro de sodio 509
Fosfato dipotasico 25¢g
Glucosa 25¢g

El pH total final obtenido es de 7.3 £+ 0.2

En todos los casos, el medio de cultivo y el matraz utilizado fueron sometidos a

esterilizacion en autoclave a 125°C durante un periodo de una hora.
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4.2 Arreglo experimental

Todas las mediciones experimentales se han realizado utilizado como elementos
sensores, los micro-electrodos inter-digitados instalados sobre sus correspondientes
tarjetas adaptadoras segun se han descrito en 3.6. Estos electrodos a su vez han sido
insertados en las sondas de mediciéon que se han construido de acuerdo a lo detallado en
3.7. En todos los casos se ha utilizado entre 250 y 300 ml de medio de cultivo TSB
previamente esterilizado dentro de matraces o botellas de cultivo. El cuerpo de cada
electrodo inter-digitado fue sumergido en la parte superior del medio de cultivo, regulando
la altura del mismo mediante el anillo de ajuste de la sonda de medicion.

El conjunto de sensores y medios de cultivo han sido colocados dentro de una estufa
a una temperatura de 37°C con la finalidad de otorgar las condiciones de temperatura
Optimas para la reproduccion de los microorganismos (Figura 28). La conexion entre los
electrodos y el equipo de medicion se ha realizado mediante cables coaxiales RG316 y sus
correspondientes conectores SMA. Gracias a la capacidad multielectrodo del equipo de
medicion que se ha construido, ha sido posible realizar mediciones simultaneas de 2

medios de cultivo.

Fuente: O. Baltuano / J. Agapito

Figura 28. Arreglo experimental utilizado para medicién de impedancia en
medios de cultivo. (a) Electrodo y sonda de medicidn colocada dentro de
matraz de cultivo esteril, (b) dos matraces con sus respectivas sondas de
medicion dentro de estufa a 37°C, el cambio en la tonalidad del medio de
cultivo es debido al crecimiento de bacterias.
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4.3 Esterilizacion de electrodos

La esterilizacion del medio de cultivo se realizé usando un autoclave a 125°C durante
una hora es parte del protocolo microbiologico de preparacion de muestras. Ademas de
éste procedimiento, se ha verificado la necesidad de esterilizar previamente tanto los
electrodos que seran sumergidos dentro del medio de cultivo asi como la tarjeta adaptadora
entre estos y el porta electrodo. Ademas de eliminar la contaminacion producida por un uso
previo de los electrodos, se ha encontrado experimentalmente que los microorganismos
ambientales crecen muy facilmente el en medio TSB y debido a que antes de introducir las
bacterias sujetas a estudio dentro del medio se procede a esperar un tiempo de
estabilizacion del medio. Este tiempo de estabilizacion permitia que se contaminara el
medio de cultivo con microorganismos ambientales antes de incluso haber introducido las
bacterias a estudiar, enmascarando los datos obtenidos de las lecturas de impedancia en
el tiempo. Diferentes especies de cocos ambientales y sobretodo una especie de bacilo
espurolado gram positivo (Bacillus sp) han sido encontrados y producido que diversas

pruebas hayan dado resultados contradictorios (Figura 29).
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Figura 29. Microorganismos ambientales provenientes del electrodo sin
esterilizar encontrados en el medio de cultivo. (a) bacilos esporulados, (b)
cocos ambientales. Ambos microorganismos son grampositivos.

Los bacilos esporulados son altamente resistentes a la temperatura, a ciertos tipos
de desinfectantes, son parcialmente resistentes a la radiaciéon UV, a los medios acidos y
son extremadamente agresivos con algunos metales y otros materiales en los que otros
tipos de microorganismos ambientales son inocuos. Durante los experimentos realizados
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se ha evidenciado que estos microorganismos producen dafio sobre el recubrimiento de
estafio que cubre las pistas de cobre de la tarjeta adaptadora del electrodo y que evita su
oxidacion por humedad. Del mismo modo, se ha encontrado que ataca parcialmente el
recubrimiento de oro de la superficie de los electrodos inter-digitados lo cual puede producir
una degradacion en las prestaciones del mismo (Figura 30). Los vapores emanados por el
metabolismo de los bacilos esporulados también han producido un depdsito de material
sobre el acrilico del portaelectrodo impidiendo que el anillo de soporte pueda ser ajustado

adecuadamente sobre la boca del matraz para regular la altura del electrodo.

Dafio en el recubrimiento
de estafio de las pistas de
cobre

| Zona protegida con resina
epodxica

= ““Dafoen el
recubrimiento de oro

(a) (b)

Fuente: O. Baltuano

Figura 30. Dafios producidos en el electrodo y tarjeta adaptadora por bacilos
esporulados ambientales. (a) recubrimiento de estafio y recubrimiento de oro
dafiados, (b) amplificacién de uno de ataques producidos sobre el electrodo.

Se ensayaron diferentes métodos para realizar la esterilizacion y limpieza de los
electrodos y tarjetas adaptadoras. En primer lugar se utilizé alcohol etilico al 70° y alcohol
isopropilico o isopropanol. En ningln caso se logré eliminar las cepas de bacilos
esporulados. Posteriormente se ensayd la esterilizacion con radiacion UV durante una
hora, sin embargo esto tampoco logré eliminar completamente los microorganismos
posiblemente debido a las irregularidades del dispositivo o la porosidad propia de la fibra
de vidrio que compone el nucleo del material FR4 con el que se fabricaron las tarjetas
adaptadoras de los electrodos y que impide que la luz UV pueda penetrar lo suficiente
como para eliminar todos los microorganismos. En ambos casos anteriores, los electrodos
sometidos a estos procesos producian igualmente la contaminacion del medio de cultivo

durante el tiempo de estabilizacion del mismo.

Como tercera opcion se procedio a la esterilizacion por temperatura, sometiendo los
electrodos y sus correspondientes tarjetas adaptadoras a un proceso de autoclavado a

125°C durante 1 hora. Este método logré eliminar completamente los microorganismos y
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no produjo ningun dafio o degradacion de los materiales. La resina epdxica utilizada no

perdi6 rigidez mecanica ni adherencia durante el proceso.

Finalmente, como cuarta opcién, los elementos anteriores fueron sometidos a
irradiacion gamma de 1.71 MeV y 1.33 MeV utilizando un irradiador de Co-60. La dosis
total absorbida fue de 25 KGy. En este ultimo caso, si bien se logré eliminar cualquier
microorganismo, el efecto de la irradiacion produjo un cambio de color significativo tanto
del material de fibra de vidrio del adaptador de electrodos asi como de la alimina que sirve
de soporte para el electrodo inter-digitado (Figura 31). En ambos materiales se produjo un
efecto de “quemado” de los mismos que aunque no produjo cambios en la rigidez mecénica
de estos materiales, el continuo proceso de irradiacion gamma podria degradar
irreparablemente estos dispositivos. Debido a lo expuesto anteriormente se optd por
incorporar el proceso de autoclavado de los electrodos y adaptadores a 125°C como

método de esterilizacion mas adecuado.

Fuente: O. Baltuano

Figura 31. Comparacion del efecto entre procesos de esterilizacion.
Arriba, electrodo sometido a autoclavado de 125°C durante 1 hora.
Abajo, electrodo sometido a irradiacion gamma de 25 KGy. Se observa
el cambio de color de la fibra de vidrio y la alimina de soporte del micro-
electrodo en el caso de irradiacién gamma.

4.4 Determinacion del rango de frecuencias

La eleccion del rango de frecuencias o ancho de banda a aplicar depende
fundamentalmente de dos factores: el valor de la resistencia de shunt y los valores de la
impedancia del medio para el rango de frecuencias elegido. Una adecuada seleccion de la

resistencia de shunt determina una mejor relacion sefial/ruido y con ello mayor sensibilidad.
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Es importante tener en cuenta que si el valor de la resistencia de shunt de muy bajo
con respecto al valor de la impedancia del medio, entonces la sefial de voltaje medida
sobre la resistencia VScope 2 (ver figura 15) sera muy pequefia con respecto a VScope 1
y entonces se obtendra demasiada incertidumbre en la medida de la impedancia y como
consecuencia un nivel de ruido elevado. En el caso contrario, que la resistencia de shunt
sea muy alta con respecto a la impedancia del medio, entonces los valores de Vscope 2 y
Vscope 1 serdn muy cercanos y la determinacién exacta de la caida de tensién entre ambos

tendrd mayor incertidumbre y ruido.

En principio, no es posible conocer tedricamente la impedancia del medio de cultivo
utilizado, por ello ha sido necesario realizar pruebas de ensayo y error utilizando como
muestra el medio de cultivo con las caracteristicas previamente detallas y antes de
introducir dentro de él las muestras microbioldgicas a estudiar.

Como ya es conocido, la impedancia tiende a disminuir luego de sembrar los
microorganismos debido a la liberacién de los radicales que se producen por el

metabolismo de estos y que facilitan el transporte de cargas eléctricas.

Una primera prueba se realizé utilizando el electrodo inter-digitado descrito dentro de
250 mililitros de un medio de cultivo TSB en un matraz a 37°C durante 24 horas con lecturas
cada 30 minutos. Se utiliz6 una resistencia shunt de 100 ohms y se determin6 que el rango
de frecuencias con mejor relacion sefial/ruido fue de 100 Hz hasta 1 MHz (Figura 31). La
amplitud del voltaje aplicado se fijo en 50 mV para evitar reacciones de oxidacion reduccion

en la interface entre el electrodo y el medio.

Se observa una buena relacion lineal entre el logaritmo del médulo de la impedancia
y la frecuencia hasta los 100 KHz. Para frecuencias mas altas no hay variaciones
significativas de la impedancia, lo cual concuerda con lo descrito por Yang y col en el 2003
[47] y que se observa en la Figura 6C. Del diagrama de fase respecto de la frecuencia se
verifica que el para frecuencias bajas, la principal componente de la impedancia esta
formada por la reactancia capacitiva del medio y conforme la frecuencia se incrementa el
valor de la reactancia capacitiva disminuye. Para frecuencias por encima de unos 200 KHz
el comportamiento de la impedancia es puramente resistivo. A partir del grafico, podemos
afirmar que por encima de 100 KHz no tendremos diferencias significativas en los cambios
de la impedancia y por lo tanto no son de utilidad para el medio de cultivo utilizado. Para
frecuencias por debajo de 100 Hz, con la resistencia shunt de 100 ohms la relacion
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sefial/ruido se degrada considerablemente al ser esta de un valor muy pequefio comparado
con el de la impedancia del medio.
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Fuente: O. Baltuano

Figura 32. Diagramas de Bode sucesivos de medio de cultivo limpio en el
rango de 100 Hz a 1 MHz. (a) Diagrama del médulo de la impedancia versus
frecuencia, (b) diagrama de fase versus frecuencia (30/05/2019)

En las mismas condiciones anteriores, se cambid la resistencia de shunt por una de
1 KQy se reajust6 el rango de frecuencias en el rango de 10 Hz a 100 KHz. Los resultados
de estas pruebas se observan en la Figura 32.

Se observa nuevamente una muy buena correlacion lineal entre el logaritmo de la
impedancia y la frecuencia a lo largo de todo el intervalo. Sin embargo para frecuencias

por encima de 10 KHz el valor de la impedancia se hace significativamente mas pequefio
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gue la resistencia de shunt y se degrada la relacion sefal/ruido, lo que se manifiesta en

una linea ruidosa en ambos trazos.
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Figura 33. Diagramas de Bode sucesivos de medio de cultivo limpio en el
rango de 10 Hz a 100 KHz. Arriba, diagrama del médulo de la impedancia
versus frecuencia. Abajo, diagrama de fase versus frecuencia (11/06/2019)

Un fenédmeno indeseado se obtuvo debido al ruido generado por la componente de
60 Hz de las lineas de alimentacion y sus armoénicos asociados. Puede notarse claramente
este ruido alrededor de 60 Hz en el diagrama de fase. Aunque es menos claro, también se
observa en el grafico de la magnitud de la impedancia. A pesar de ello, es no es problema
debido a que el andlisis se realiza sobre todo el espectro de frecuencias y es posible

eliminar aquellas frecuencias que contienen armoénicos de 60 Hz.
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Con lo observado anteriormente, se establecié que el mejor rango de frecuencias
para el andlisis del medio de cultivo se encontraba entre 10 Hz y 10 KHz, teniendo en
cuenta evitar los armonicos de 60 Hz.

4.5 Espectros temporales de medio de cultivo limpio

Con la finalidad de estudiar el comportamiento de la impedancia y poder evaluar el
tiempo de estabilizacion del electrodo dentro del medio de cultivo limpio (esterilizado) se
ha realizado el barrido de frecuencias entre 10 Hz y 100 KHz con una amplitud de 50 mV
con mediciones en intervalos de 45 minutos en 250 ml de medio de cultivo esterilizado
TSB. Se obtuvieron en total 31 espectros de impedancia durante un tiempo total
aproximado de 23 horas. El matraz conteniendo el medio de cultivo fue introducido dentro
de una estufa a 37°C para estudiar el comportamiento en las mismas condiciones utilizadas
para el cultivo de bacterias. El diagrama de Bode del modulo de los 31 espectros

superpuestos se muestra en la Figura 34.
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Figura 34. Diagramas del médulo de la impedancia de 31 espectros de medio
de cultivo limpio en intervalos de 45 minutos. Se muestra la interferencia mas
significativa a 60 Hz. Los armdnicos de 60 Hz no se visualizan con claridad.

En la Figura 34 se puede observar que conforme la frecuencia aumenta, los cambios
de impedancia en el tiempo son menos significativos. Por ello, se ha evaluado la variacion
de la impedancia para 4 frecuencias diferentes: 10 Hz, 100 Hz, 1 KHz y 10 KHz. La
evolucion del modulo de la impedancia del medio de cultivo limpio para estas 4 frecuencias

se muestra en la Figura 35. Como puede observarse, la evolucién de la impedancia tiene
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la misma tendencia para las 4 frecuencias, sin embargo la amplitud de la variacién es mayor
para frecuencias mas bajas. Para una frecuencia de 10 KHz el ruido montado sobre la

sefial de interés es muy significativo debido a las pequefias variaciones de la impedancia.
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Figura 35. Variacion del modulo de la impedancia en funcién del tiempo
del medio de cultivo esterilizado para 4 frecuencias diferentes (a) 10 Hz,
(b) 100 Hz, (c) 1 KHz y (d) 10 KHz).

Debido a la similitud en la forma como varia el médulo de la impedancia para todas

estas frecuencias podemos establecer 3 regiones de interés en el comportamiento de la

misma. Desde el momento que se inserta el electrodo inter-digitado en el medio de cultivo
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TSB se produce una ligera disminucion de la impedancia durante un tiempo aproximado
de 2 horas. Esto podria formar parte del proceso de estabilizacion de la interface electrodo-
electrolito y al incremento de la temperatura del medio de cultivo desde la temperatura
ambiente en la que se inserta el electrodo hasta que alcanza la temperatura de 37°C dentro
de la estufa de cultivo. Una segunda regidén se diferencia claramente durante un periodo
aproximado de 10 a 11 horas en las cuales la impedancia tiende a aumentar
significativamente. Esto puede ser debido a que al encontrarse el medio de cultivo de forma
estanca o sin movimiento, las moléculas que conforman este medio de cultivo tendrian a
asentarse sobre el fondo del matraz. Puesto que estas moléculas son las que proporcionan
los portadores de carga para el transporte de la corriente eléctrica y estando el electrodo
en la parte superior del medio de cultivo (Figura 28), la impedancia tendria tendencia a
aumentar producto de la disminucién de portadores de carga en las inmediaciones del
electrodo. Independientemente de los procesos involucrados en estas dos primeras
etapas, se observa que finalmente se produce la estabilizacion en el tiempo de las lecturas
de impedancia, region 3 (Figura 36). Alcanzada esta region de estabilizacion se procedio
a insertar los microrganismos de interés para evaluar el comportamiento de la impedancia

del medio respecto del crecimiento bacteriano.
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Figura 36. Regiones identificadas durante el proceso de estabilizacién del
medio de cultivo luego de la insercién del electrodo y previo a la inoculacién
de los microorganismos.
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4.6 Estudio de medio de cultivo con  E. Coli

Escherichia Coli es un microorganismo que es parte de la familia denominada
enterobacterias. Es un bacilo gramnegativo, no exigente y anaerobio facultativo cuya
temperatura de crecimiento preferente es 37°C. Es la bacteria mas abundante de la
microbiota del tracto gastroinstestinal y es necesaria para el correcto funcionamiento de
éste. Debido a su abundancia, su velocidad de crecimiento y sus pocos requerimientos
nutricionales es considerara una bacteria modelo que es utilizada muy frecuentemente en

estudios de laboratorio.
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Figura 37. Variacion del moédulo de la impedancia en funciéon del tiempo
del medio de cultivo sobre el que ha insertado una muestra de e. Coli
para mismas 4 frecuencias analizadas anteriormente (a) 10 Hz, (b) 100
Hz, (c) 1 KHz y (d) 10 KHz.

Para este trabajo, una vez alcanzada la estabilizacion del medio de cultivo con el
electrodo, después de 22 horas, se procedié a agregar a éste una solucion de 1 mL de
agua destilada conteniendo una muestra de e. Coli certificada y se continu6 con el registro
de la impedancia de dicho medio en las mismas condiciones descritas en 4.5 durante un

periodo aproximado de 30 horas, tomando espectros cada 45 minutos.
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El registro del mddulo del valor de impedancia en funcion del tiempo para las mismas
4 frecuencias mostradas en 4.5 se observan en la Figura 37. Nuevamente se evidencian
las mismas caracteristicas comunes: tendencia similar en todas las frecuencias, reduccion
del modulo de la impedancia con la frecuencia y una relacién sefial/ruido muy baja para la
frecuencia de 1 KHz. Tomando como referencia los valores obtenidos para la frecuencia
de 100 Hz, observamos claramente dos regiones bastante diferenciadas (Figura 38); que
son una continuacioén de las regiones observadas en la Figura 36; la regién 4 denominada
fase de demora en la cual no se produce aun un crecimiento celular suficiente como para
afectar significativamente el valor de la impedancia, esta region determina el tiempo de
deteccion del microorganismo; y la region 5, denominada fase exponencial en la cual se
hace notorio el decrecimiento no lineal de la impedancia debido al crecimiento exponencial
de los microorganismos en el medio de cultivo.
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Figura 38. Regiones identificadas en la variacion del modulo de la impedancia
del medio de cultivo a 100 Hz luego de la insercién de una muestra de E. Coli.

La fase exponencial es caracteristica del microorganismo y de las condiciones del
medio de cultivo. Si para dos microorganismos diferentes se mantienen las mismas
condiciones, a partir del andlisis de la fase exponencial es posible determinar el tipo de
microorganismo presente. La Figura 39 muestra una imagen de microscopio de las colonias

de E. Coli que se han reproducido en el medio de cultivo en estudio.



Fuente: O. Baltuano / J. Agapito

Figura 39. Colonias de E. Coli del medio de cultivo. El color
rojizo es caracteristico de bacterias gramnegativas.

La fase exponencial es caracteristica del microorganismo y de las condiciones del
medio de cultivo. Si para dos microorganismos diferentes se mantienen las mismas
condiciones, a partir del andlisis de la fase exponencial es posible determinar el tipo de
microorganismo presente. La Figura 39 muestra una imagen de microscopio de las colonias
de E. Coli que se han reproducido en el medio de cultivo en estudio.

Insercion de electrodo Insercién de e. coli

Fuente: O. Baltuano / J. Agapito

Figura 40. Grafico mostrando los cambios en el médulo de impedancia del medio
de cultivo durante las 52 horas de duracion total del experimento a una frecuencia
de 100 Hz.
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Con la finalidad de observar cualitativamente los cambios del médulo de la
impedancia durante todo el experimento, en la Figura 40 se observa un gréfico integrado,
a una frecuencia de 100 Hz, en los cuales por claridad se han marcado los instantes en los
cuales se han insertado dentro del medio de cultivo, tanto el electrodo inter-digitado como

la muestra conteniendo E. Coli.
4.7 Estudio de medio de cultivo contaminado

De lo observado anteriormente se hace evidente la necesidad de someter el medio
de cultivo a un proceso de estabilizacion con el electrodo durante un periodo aproximado
de al menos 12 horas (Figura 40). Cuando este requisito no se cumple, la reduccién en el
valor de la impedancia por el crecimiento de bacterias se vera enmascarado por el
incremento de la impedancia debido al proceso de estabilizacion del sistema. En estas
condiciones no es posible correlacionar correctamente el crecimiento de bacterias con las

variaciones de la impedancia.

Como y ha sido mencionado en 4.3, existen diversos tipos de bacterias ambientales
gue se encuentran de forma natural en cualquier objeto, incluyendo los micro-electrodos
que fueron utilizados. Cabe mencionar que durante las primeras pruebas con medios de
cultivo limpios (estériles) a pesar de someter los electrodos a un proceso de esterilizacion
con alcohol y luz ultravioleta, aun asi los medios de cultivo se veian frecuentemente
contaminados sin necesidad de haber introducido ninguna bacteria. Posteriormente se
logré determinar que los microorganismos que se encontraban presentes eran bacilos
esporulados y cocos ambientales resistentes a los procesos de esterilizacion utilizados.
Aunque este problema fue luego solucionado realizando el enclavado de los electrodos a
125°C durante una hora, conviene revisar el resultado obtenido de las variaciones del
modulo de la impedancia de uno de los medios de cultivo que se encontraban
contaminados desde el instante que se introdujo en él, el electrodo de medicién debido a

los microorganismos ya mencionados.

En la Figura 41 se muestra el registro del modulo de la impedancia durante un periodo
aproximado de 25 horas con un medio de cultivo en las condiciones descritas previamente.
Es posible observar, que el valor de inicio de la impedancia es el mismo que en la Figura
40, alrededor de 1.75 KQ y que luego durante aproximadamente 3 horas tiende a disminuir
de forma similar a lo observado en la Figura 40. Sin embargo, aunque posteriormente la
tendencia es creciente, dicha tendencia deberia mantenerse hasta unas 10 horas después,

llegando a valores cercanos a 1.95 KQ. Contrariamente a esto, observamos que el valor
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de la impedancia crece muy poco y que luego de mantenerse estable alrededor de 1.74
KQ empieza a decrecer rapidamente a partir de la hora 11 de medicion. Este
comportamiento tampoco es constante ni consistente con lo observado en la Figura 40, por
ello, es evidente que lo valores de impedancia se encuentran afectados no sélo por el
crecimiento bacteriano sino también por el proceso de estabilizacion del medio de cultivo,
no siendo posible diferenciar y menos cuantificar la contribucién de cada uno de estos

fendmenos al valor de la impedancia.

1800

°
1750

1700

1650

1600 -

Maodulo de Impedancia (Ohms)

1550
| Z | vs Tiempo {100 Hz)

1500
0 5 10 15 20

Tiempo (Horas)

Fuente: O. Baltuano / J. Agapito

Figura 41.Variacion en el tiempo del médulo de la impedancia de medio de cultivo
contaminado con bacilos esporulados y cocos ambientales, sin haber alcanzado la
estabilizacién estéril del medio de cultivo.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con los objetivos planteados inicialmente para este trabajo, podemos

concluir:

5.1 Conclusiones

511

51.2

513

514

5.1.5

Se ha logrado desarrollar y poner en operacion un equipo medidor de
impedancia eléctrica compacto y autbnomo con capacidad para hasta 8
electrodos bipolares (de dos terminales), el mismo que es altamente

configurable a las necesidades de diversas aplicaciones.

Se ha demostrado la utilidad del equipo desarrollado para ser utilizado en
investigacion y aplicaciones microbiolégicas, especificamente en la
caracterizacion de Escherichia coli mediante el estudio de la correlacion
temporal entre el mddulo de la impedancia del medio con la tasa de crecimiento
celular de este microorganismo.

Dentro de los pardmetros mas significativos que pueden ser controlados en el
equipo son: el rango de frecuencias de barrido, la amplitud de la sefial de
excitacion sinusoidal, la seleccion de la resistencia de shunt para la medicién
de la corriente, el nUmero de puntos de frecuencias a muestrear y el nUmero

de muestras que se pueden promediar para cada punto de medicidn.

El equipo no requiere el uso de una PC o computadora dedicada para su
operacion pero al incluir una SBC (single board computer) dentro de él,
mantiene todas las ventajas funcionales de utilizar una computadora
convencional, por ejemplo: conexion inalambrica, capacidad para operar con
tecnologia 10T, conexion de periféricos, capacidad para el desarrollo de

interfaces con el usuario, entre otras.

El rango de frecuencias que son de utilidad para el estudio del proceso de
crecimiento de microorganismos se encuentra comprendido entre los 10 Hz y
10 KHz y con amplitudes de voltaje de excitacion no mayores a 100 mV para

evitar reacciones de oxidacion reduccion en la interface electrodo-electrolito.
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5.1.6

51.7

518

En las condiciones que se han realizado las mediciones, una vez introducido el
electrodo dentro del medio de cultivo, se requiere esperar un tiempo
aproximado de 12 horas para lograr la estabilizacion del sistema electrodo-
electrolito, antes de introducir los microorganismos a estudiar. De no mantener
este tiempo previo de estabilizacion, la reduccién de la impedancia como
consecuencia del incremento de iones conductores en el medio de cultivo se
veria interferida por el proceso de estabilizacion que produce que la impedancia
se incremente, con lo cual las lecturas medidas no pueden atribuirse de manera

inequivoca Unicamente a la multiplicacion celular.

El desarrollo local de instrumentacion cientifica en su variante de
instrumentacion alternativa, que generalmente es de un costo mucho menor
que la instrumentacion propietaria, contribuye a brindarnos sostenibilidad
tecnolégica puesto que los requerimientos de disefio, re-disefio,
actualizaciones, mantenimientos preventivos, mantenimiento correctivos y
modernizaciones pueden hacerse de forma local. Todo ello facilita
considerablemente el proceso de adaptacion de los equipos a los

requerimientos de diversas aplicaciones.

Se ha contribuido a sentar las bases para realizar localmente investigacion y
desarrollo en microbiologia de impedancia eléctrica, una técnica que los Ultimos
afios ha tenido un crecimiento exponencial de sus aplicaciones pero que
contradictoriamente dicho crecimiento no se ha visto reflejado en el medio local
probablemente por la complejidad y costo de los equipos necesarios, tendencia

gue con el desarrollo de este trabajo se busca revertir en parte.

5.2 Recomendaciones

Al ser éste, un trabajo de base en el desarrollo de instrumentacidn para estudios de

microbiologia de impedancias, hay innumerables mejoras que son susceptibles de ser

implementas. Las mas relevantes e inmediatas podrian ser:

521

Incluir un agitador magnético y su correspondiente pastilla dentro de cada
matraz conteniendo el medio de cultivo. Esto podria permitir reducir
significativamente el tiempo de estabilizacion del sistema antes de la inserciéon
de los microorganismos a estudiar. Mantener en movimiento el medio de cultivo
permitiria su permanente homogenizacion.
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5.2.2

523

524

Adicionar al equipo, los componentes necesarios para incluir un circuito
potenciostatico a la salida del generador de funciones con la finalidad de poder
utilizar electrodos de 3 o 4 terminales que incluyan un electrodo de referencia
y un electrodo auxiliar. Esto permitiria reducir los errores debidos a las

capacitancias parasitas de los cables y terminales.

Utilizar microelectrodos inter-digitados con mayor superficie de medicion, lo
cual se logra con “dedos” comparativamente mas pequefios y menor
separacion inter-digital. Esto permite obtener corrientes mayores con menor
amplitud de voltaje de excitacion lo que mejora la sensibilidad del intrumento.

Desarrollar una interface de usuario especifica para cada aplicacién con la
finalidad de evitar utilizar el software WaveForms de Digilent que aunque
proporciona control sobre todas las variables del médulo Analog Discovery 2,

puede ser algo confuso de utilizar por un usuario no familiarizado con él.
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ANEXOS

ANEXO A: Script utilizado para la operacion del equipo

/l-- SCRIPT PARA CONTROL DE EQUIPO MEDIDOR DE IMPED ANCIA MULTIELECTRODO
/I-- O. Baltuano

/l--v1.0 - 2019
/I-- Configura todas las lineas digitales como sali das tipo interruptor
/I-- para el control de los relays de seleccién de resistencia de shunt

/I-- y seleccion de electrodo de trabajo

function ConfiglOstatic(){
StaticlO.Channel0.DIO0.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channel0.DIO1.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channel0.DIO2.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channel0.DIO3.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channel0.DIO4.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channel0.DIO5.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channel0.DIO6.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channel0.DIO7.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channell1.DIO8.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channell1.DIO9.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channell1.DIO10.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channell1.DIO11.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channell1.DIO12.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channell1.DIO13.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channell1.DIO14.Mode.text = "Switch";
StaticlO.Channell1.DIO15.Mode.text = "Switch";

}

/I -- Seleccién de resistencia shunt
1
function SelectResistorShunt1(){

StaticlO.Channel0.DIO0.value = 1;
StaticlO.Channel0.DIO1.value = 0;
StaticlO.Channel0.DIO2.value = 0;
StaticlO.Channel0.DIO3.value = 0;

}

function SelectResistorShunt2(){

StaticlO.Channel0.DIO0.value = 0;
StaticlO.Channel0.DIO1.value = 1;
StaticlO.Channel0.DIO2.value = 0;
StaticlO.Channel0.DIO3.value = 0;
Impedancel.Resistor.value = 1E3;

}

function SelectResistorShunt3(){

StaticlO.Channel0.DIO0.value = 0;
StaticlO.Channel0.DIO1.value = 0;
StaticlO.Channel0.DIO2.value = 1;
StaticlO.Channel0.DIO3.value = 0;
Impedancel.Resistor.value = 1E4;

}

function SelectResistorShunt4(){

StaticlO.Channel0.DIO0.value = 0;
StaticlO.Channel0.DIO1.value = 0;
StaticlO.Channel0.DIO2.value = 0;
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StaticlO.Channel0.DIO3.value = 1;
Impedancel.Resistor.value = 1ES5;

}

/I -- Seleccioén de electrodo de trabajo
1
function SelectElectrodeChannell(){
StaticlO.Channell1.DIO8.value = 1;

StaticlO.Channell1.DIO9.value = 0;

StaticlO.Channel1.DIO10.value = 0;
StaticlO.Channel1.DIO11.value = 0;

}

function SelectElectrodeChannel2(){
StaticlO.Channel1.DIO8.value = 0;
StaticlO.Channell1.DIO9.value = 1;
StaticlO.Channel1.DIO10.value = 0;
StaticlO.Channell1.DIO11.value = 0;

}

function SelectElectrodeChannel3(){
StaticlO.Channel1.DIO8.value = 0;
StaticlO.Channel1.DIO9.value = 0;
StaticlO.Channell1.DIO10.value = 1;
StaticlO.Channell.DIO11.value = 0;

}

function SelectElectrodeChannel4(){
StaticlO.Channel1.DIO8.value = 0;
StaticlO.Channel1.DIO9.value = 0;
StaticlO.Channel1.DIO10.value = 0;
StaticlO.Channell1.DIO11.value = 1;

}

/I-- Habilitacién de fuentes +5V
I
function EnablePowerSupply(){
Supplies.Output.PositiveSupply.Voltage.value = 5.0;
Supplies.Output.PositiveSupply.enable = true;
Supplies.MasterEnable.checked = true;

/I-- Configuracién de parametros de barrido
/I-- de impedancia

I
function dolmpedance() {
Impedancel.Frequency.Start.value = 1E2;
Impedancel.Frequency.Stop.value = 1ES5;
Impedancel.Frequency.Samples.value = 2;
Impedancel.single();

Impedancel.wait();

}

/l--PUNTO DE ENTRADA DEL SCRIPT--
if(!("StaticlO" in this)) {
throw("No se encuentra abierto el control digital |

}
if('('lmpedancel’ in this)) {
throw("No se encuentra abierto el analizador de imp

}
if(!('Supplies’ in this)) {
throw("No se encuentra abierta la fuente de aliment

}

/l----LAZO PRINCIPAL-----
print(Supplies.Input. USBMonitor.Current.value)
print("Iniciando analisis.....");

o,

edancia");

acion");
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/lif Tool.question("¢ Iniciar Lecturas?") {
ConfiglOstatic();
EnablePowerSupply();

for (i=1000; i<=1300; i++)

{

/I--Secuencia electrodo 01

SelectResistorShuntl();

SelectElectrodeChannell();

print(" Electrodo 01 - Secuencia " +i);

dolmpedance();
Impedancel.Export("F:/Impedance/Electrodel/data"+i+
wait(10);

/I--Secuencia electrodo 02

SelectResistorShuntl();

SelectElectrodeChannel2();

print(" Electodo 02 - Secuencia " + i);

dolmpedance();
Impedancel.Export("F:/Impedance/Electrode2/data2"+i
wait(10);

/[--Secuencia electrodo 03

/ISelectResistorShunt1();

/ISelectElectrodeChannel3();

/lprint(" Secuencia " +i);

//dolmpedance();
/limpedancel.Export("F:/Impedance/Electrode3/data2"
/Iwait(600);

/I--Secuencia electrodo 04

//SelectResistorShunt1();

/ISelectElectrodeChannel4();

/lprint(" Secuencia " +i);

//dolmpedance();
/limpedancel.Export("F:/Impedance/Electrode4/data2"
/Iwait(600);

}
1

print("jAnalisis finalizado!");

".eis");

+".eis");

+i+".eis");

+

".eis");

66




de resistencia shunt

Diagrama de tarjeta para seleccién

ANEXO B
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ANEXO C: Diagrama de tarjeta de seleccion de electrodo
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