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RESUMEN

Este arficulo describe los resultados en la medicion de las propieda-
des eléctricas de la sangre humana utilizando una célula de medi-
cién formada por un arreglo de microelectrodos de platino, fabrica-
do mediante la técnica de litografia electrénica, y un medidor de
impedancias. El rango de frecuencia de medicién fue de 100 Hza 1
MHz y una temperatura de la sangre controlada de 37 + 0.5. De
acuerdo a los resultados experimentales, con el fin de obtener los
valores de las propiedades eléctricas esperadas los efectos de la
impedancia de polarizacion deben tenerse en cuenta. En este tra-
bajo dichos efectos de impedancia fueron simulados mediante un
modelo eléctrico. Los datos obtenidos muestran también que para
frecuencias de medicion bajas, los valores obtenidos tanto de la
constante del dieléctrico como de la conductividad eléctrica de la
sangre humana son muy afectados por la geometria de la célula de
medicion, asi como por las capacitancias pardsitas. Los resultados
experimentales obtenidos para valores bajos y altos de la frecuen-
cia de medicién son comparados con los resultados reportados por
otros autores.

Palabras clave: Espectroscopia de impedancia eléctrica, célula
de medicién, propiedades eléctricas, impedancia de polarizacién.

ABSTRACT

This paper describes results in electrical properties measurement of
human blood based on a platinum microelectrodes array, manu-
factured with electronic lithographic technique, and an impedance
meter. The measurement frequency range was from 100 Hz up to 1
MHz and controlled blood temperature of 37 + 0.5 C. According with
the experimental results in order to obtain the expected electrical prop-
erties values the polarization impedance effects must be taken into
account. Such impedance effects were simulated in this work through
an electrical model. The obtained data also show that for low mea-
surement frequencies both the dielectric constant and the electric
conductivity values of human blood are strongly influenced by the
measurement cell geometry and parasite capacitances. The exper-
imental results obtained for low and high measurement frequency
values are compared with the results reported by other authors.

Key Words: Electrical impedance spectroscopy, measurement cell,
electrical properties, polarization impedance.
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INTRODUCCION

La espectroscopia de bioimpedancia es rapida y
relativamente un método de fdcil aplicacién en la
caracterizacion de tejidos. Para frecuencias supe-
riores de 10 MHz, las corrientes de conduccién a
través del tejido son principalmente determinadas
por su estructura, por ejemplo, el comportamiento
extra e intracelular y el aislamiento de la membra-
na celular, producen cambios en el volumen extra
e intracelular que son reflejados en el espectro de
la impedancia’. La espectroscopia de impedancia
eléctrica (EIE) ha sido utilizada ampliamente para
evaluar las condiciones de los tejidos de animalesy
plantas?*. Las ventajas de la EIE es que un diagra-
ma de circuito eléctrico puede ser utilizado para
interpretar el espectro de la impedancia en térmi-
no de los componentes resistivos y capacitivos aso-
ciados con estructuras y niveles celulares®,

La aproximacién general por espectroscopia de
impedancia o admitancia eléctrica se debe a la
aplicacién de un voltaje entre los electrodos y el
flujo de corriente entre ellos. La impedancia es
medida en el dominio de la frecuencia por el mo-
nitoreo de la amplitud y el dngulo de fase de la
corriente resultante. Para fines de nuestro tfrabajo
este procedimiento fue repetido para diferentes fre-
cuencias para generar un espectro de impedan-
cia. La EIE puede ser utilizada como un método no
invasivo para identificar la anatomia y patologia de
un tejido especifico. Osterman mostrd que la EIE es
Util para estimar con precision los efectos posterio-
res de exposicion a un tiempo de radiacién sobre
un tejido muscular y muestra que con la EIE es po-
sible predecir la radiosensitividad de los tejidos an-
tfes de que los efectos sean desarrollados comple-
tamente’. Por los resultados obtenidos, estos
investigadores creen que la EIE puede ser usada
COMO una herramienta no invasiva para monito-
rear el progreso de la radioterapia en pacientes con
cdncer,

En la Ultima década, los equipos de investiga-
cién se interesan en la caracterizacion dieléctrica
a una escala celular a base de microsensores de
medicion de impedancia. La rdpida expansion de
técnicas de miniaturizacion ha permitido la reali-
zacién de matrices de medicion de impedancia
micrométricas y es posible que en poco tiempo la
nanometria sea Util en la caracterizacién de cier-
tas sustancias bioldgicas o bioquimicas. Los pro-
gresos recientes de la tecnologia de microsiste-
mas son evidentemente utilizados para fabricar
dispositivos biomeédicos miniaturizados para una

variedad de aplicaciones. En la actualidad se de-
sarrollan laboratorios encapsulados en un circuito
integrado llamados Lab-on-Chip, como ejemplo
estdn las protesis neuronales’'°, Estos sistemas ofre-
cen muchas ventajas sobre otros dispositivos como
son: 1. Las pequenas dimensiones disponibles, 2.
Un costo mds reducido en la fabricacion en serie,
3. La capacidad de incorporar adquisicion, el tra-
tamiento de la senal y las funciones de interfase
de las diferentes etapas del sistema en un mismo
circuito integrado. Tradicionalmente, el silicio y el
vidrio han sido los dos materiales mds frecuente-
mente utilizados para la fabricacién de micromd-
quinas y dispositivos MEMS (Micro-Electro-Mecha-
nical Systems). Estos materiales presentan
propiedades mecdnicas apropiadas a una varie-
dad de aplicaciones como los fransductores (ace-
lerometros, giroscopios, etc.). Sin embargo, mu-
chos dispositivos biomédicos requieren materiales
en espuma o polimeros alternativos tales como el
caucho de silicdn, policarbonato, acrilato de iso-
bornyl y la poliamida''. Los polimeros son poco
costosos y pueden ser utilizados dentro de los dis-
positivos desechables, evitando las condiciones ri-
gurosas de esterilizacion sobre reutilizacion.

La mayor parte de las aplicaciones de los MEMS
dentro del dominio biomedico (BIoOMEMS) fueron
desarrollados en un medio universitario durante los
anos 90. Posteriormente, numerosos dispositivos han
sido comercializados. Asi, los contadores secuen-
ciales de ADN basados en MEMS estdn en desarro-
llo. De la misma forma, sistemas de deteccién de
drogas han sido desarrollados dentro de un circuito
infegrado'2. En efecto, la relacion de las biotecno-
logias con la micro y nano-biotecnologia, se resu-
me en nano-biotecnologia, la cual es una activi-
dad en pleno desarrollo que presagia numerosas
aplicaciones en el dominio de la bio-detencion. Los
dos principales obstdculos para el éxito de la co-
mercializacién de BioMEMS, son el control de cali-
dady una integracion biocompatible. La biocom-
patibilidad constituye el 80% del costo final del
dispositivo. Su implementacion es igualmente un de-
safio debido a que dentro de estos casos otros cri-
terios, como las caracteristicas fisicas, deben ser
considerados para su aplicacion. El disefo y la in-
genieria constituyen a diferentes niveles (material,
dispositivo, sistema, pruebas y ensambile) las eta-
pas criticas que pueden poner en entredicho el
desarrollo final del dispositivo'®. Los microelectrodos
son la base del funcionamiento de una gran parte
de los BioMEMS, muchos de éstos funcionan con
microelectrodos planos. Para la bioimpedancime-
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tria, el modelado y la realizacién de los microelec-
tfrodos es crucial.

Este articulo presenta las propiedades eléctricas
de la sangre humana, para lo cual se utilizd un im-
pedancimetro para medir la impedancia compleja
y el rango de mediciéon fue de 100 Hz a 1 MHz,
aplicando un potencial de 25 mV a cada par de
microelectrodos. La temperatura fue controlada por
un horno fabricado especificamente para el desa-
rrollo de nuestro trabajo, éste utiliza dos focos de 6
watts, un ventilador y un termostato, la temperatu-
ra de la solucion fue de 37 + 5 °C. La estructura de
este trabajo consta de cinco partes principales. La
primera muestra las ecuaciones que permitieron
calcular conductividad y permitividad eléctrica. La
segunda parte indica la metodologia a seguiry que
fue descrita a detalle en una publicacion anterior.
Los resultados experimentales son mostrados en la
tercera parte. Dentro de la cuarta parte se presen-
ta una comparacién de resultados y finalmente se
muestra una conclusién de este articulo.

TEORIA
Permitividad y conductividad eléctrica

La permitividad ¢ (adimensional) y conductividad
eléctrica o (5/m) de una muestra bioldgica no pue-
de ser medida directamente, es necesario medir la
impedancia compleja Z (ohms) representada por la
ecuacion (1) y deducir las ecuaciones (2) y (3) para
calcular las propiedades eléctricas de la muestra a
evaluar',

14 1
(1) 227: (c+j-w-¢
(2) c=k-G
1
—x-—-B
§ ek

Donde el factor de célula k (M), es una funcion
de las dimensiones y geometria de la célula de
medicion. Esta definida e = & &, como la permitivi-
dad delvacio (¢ = = 8.854187818X10-12 (F/m))yla
velocidad angular como o = 2z f, f representa la
frecuencia de trabajo. Las ecuaciones conductan-
cia Gy susceptancia B (m/S') son definidas por las
ecuaciones (4) y (5).

1

(4) G=W-cos(9)

1.
(5) B=—ﬁ~sm(9)

Célula de medicién

La estructura de la célula de medicién tiene como
geometria una matriz de microelectrodos y puede
ser ufilizada en investigaciones de EIE (Figura 1). La
matriz de microelectrodos estd dividida en dos gru-
pos, el primer grupo estd compuesto de ocho mi-
croelectrodos de inyeccion (E1 a E8) y un micro-
electrodo de referencia o fierra (M1). El segundo
grupo incluye los microelectrodos de inyeccion (E9
a E16)y M2, estos dos grupos son completamente
simétricos. Para fines de nuestro trabajo los micro-
electrodos de inyeccién E1, E2...E16 se utilizan para
realizar la simulacion y la experimentacion',

Factor de célula «

La simulacion del comportamiento eléctrico de la
célula de medicién fue realizada con el software
Femlab (Prado Olivarez J et al) y permitié calcular la
magnitud del factor de célula « para cada micro-
electrodo del primer grupo de microelectrodos, el
resultado « para el segundo grupo es de la misma
magnitud por la simetria de los grupos, el Cuadro 1
muestra los resultados.

Figura 1. Geometria del microsensor.
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MATERIALES Y METODOS
Instrumentacién electrénica

El sistema de medicion es mostrado en la Figura 2,
el cual incluye: la célula de medicion la cual inclu-
ye un recipiente de material como plexiglas que es
utilizado para colocar la muestra de sangre a eva-
luar, una tarjeta de adquisicion de datos, un medi-
dor de impedancias Hioki 3532-50 y una computa-
dora para el andlisis de resultados y cdlculo de las
propiedades eléctricas de la sangre.

El medidor LRC HIOKI 3532-50 permite la medi-
cion de la impedancia eléctrica en la gama de fre-
cuencia de 100 Hz a 1 MHz. El muestreo es contro-

Cuadro 1. Comportamiento eléctrico simulado del gru-
po 1 del microsensor.

No.uElec.  V(V) lWwA) 7] (k) k(m)

1 0.025 7.89 3.42 5,652.67
2 0.025 7.75 3.18 5,256.02
3 0.025 7.54 3.31 5,470.07
4 0.025 7.40 3.37 5,673.93
5 0.025 7.56 3.31 5,452.81
6 0.025 7.33 3.41 5,627.89
7 0.025 7.46 3.34 5,5626.39
8 0.025 7.26 3.43 5,678.22
Célula de Adquisicion
medicion de datos

=

o Control &

o LCD
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@
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Cdlculo de: Medidor de
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Figura 2. Sistema de adquisicion de datos.

lado por el medidor LRC 3532-50 y la PC via una
interfase IEEE448.

Matriz de microelectrodos

La matriz de microelectrodos consiste en 18 micro-
electrodos (2 de tierra y 16 de medicioén) coloca-
dos sobre un sustrato de vidrio(1 x 1.2 cm). Los mi-
croelectrodos de inyeccién son cuadrados (16
piezas) con dimensiones de 100 x 100 umy 180 nm
de espesor. Los microelectrodos de tierra son dos
piezas con 1 x 2.5 mm de supeirficie y 180 nm de
espesor'4 (Figura 1).

Esta célula de mediciéon fue fabricada en el
Centro Nacional de Microelectrénica (CNM) cam-
pus Barcelona'®. Un recipiente cilindrico de plexi-
glas de 8.32 mm de didmetro interior y con una
altura de 20 mm se utilizé para colocar la mues-
tra. Este fue adherido sobre el sustrato de vidrio
de la matriz de microelectrodos, permitiendo que
éstos se localicen dentro del recipiente. El pega-
mento utilizado es no conductivo del tipo MED-
1511, el cual es transparente y tiene alta resisten-
cia alos atagues quimicos. La Figura 3 muestra el
recipiente con la matriz de microelectrodos y la
tarjeta del circuito impreso donde se instald el
microsensor.

'. - .
".i -
[ P -
.y -
§ § ™ . i
»

Figura 3. Posicion del recipiente.
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Electrodos con negro de platino

Para eliminar al mdximo los efectos de la impedan-
cia de polarizacién a bajas frecuencias, los micro-
electrodos de inyeccién fueron cubiertos con una
capa de negro de platino. El material utilizado para
el depdsito (capa) negro de platino es una soluciéon
Kohlraush, un dnodo y un bano ultrasdnico'®.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

La sangre utilizada para la etapa experimental es
de un individuo adulto sano de 35 anos, con un
hematdcrito del 42%. La muestra sangre se coloco
en un recipiente y se efectlo la medicidon de la
impedancia compleja de forma estdtica. La tem-
peratura de la muestra fue de 37° + 0.5, la cual fue
controlada con un horno fabricado especificamente
para esta investigacion. El recipiente de la muestra
fue llenado con 2 ml de sangre para llevar a cabo
las mediciones. EL anticoagulante heparina fue uti-
lizado y éste no afecta las mediciones finales'”.

La Figura 4 presenta los resultados de la medi-
cién de |Z| y 6 del electrodo niumero 3 del grupo 1.
El valor de los microelectrodos 1 al 8 varia en un
3.7% maximo, en la magnitud de |Z| y 6.

Similares resultados fueron obtenidos para el otro
grupo de microelectrodos y no son mostrados por
la claridad de la grdfica.

Permitividad y conductividad eléctrica de la
sangre

Como ya se ha mencionado la impedancia de la
sangre depende de diferentes pardmetros, fisiold-
gicos y eléctricos. Los efectos de los principales
pardmetros eléctricos fueron discutidos en este tra-
bajo. Los resultados presentados fueron seleccio-
nados de experimentos con un gran numero de
muestras y pueden ser tomados como comporta-
miento tipico.

Las variaciones en las propiedades eléctricas

Las variaciones en las mediciones de las propieda-
des eléctricas muestran con frecuencia que para
minimizar los efectos de la impedancia de polariza-
cién se requiere el uso de altas frecuencias mayo-
res a 10kHz para este trabajo. Para frecuencias su-
periores a 100kHz, el efecto de la impedancia de
polarizacién es minimo vy el valor de la permitividad
relativa se reduce. El valor éptimo depende princi-
palmente de la geometria de los electrodos.

1000+ 0
: 1Z| 15
100 N
: ‘\\\‘ -30
g 10| / — -45 =
— 3 (o)
N E / 1-60
1t 3
g 1-75
01} ,mffr 1-90
0,1 1 10 100 1000
a) Frecuencia
100 i
MK
G 415
10 |Z| -30
g T 45
X —
= B ES
N 1 -60
-75
0,1 { 90
0,1 1 10 100 1000
b) Frecuencia

Figura 4. Magnitud de la impedancia compleja de la san-
gre: a) Electrodos de platino y b) Electrodos con depdsito
de negro de platino.

El objetivo final de este articulo es la caracteriza-
cién dieléctrica de un tejido en nuestro caso es la
sangre para bajas frecuencias. La permitividad ¢ y
conductividad ¢ eléctrica de una muestra de san-
gre fueron calculados para una temperatura de
37 = 0.5 °C, las magnitudes de estas propiedades
eléctricas son mostradas en la Figura 5.

DISCUSION

A fin de discutir los resultados obtenidos y los publi-
cados por otros autores, las graficas de la Figura 6
muestran una comparacion entre los resultados de
nuestro estudio y los publicados por otros investi-
gadores sobre las propiedades eléctricas de la
sangre humana a bajas y altas frecuencias. En la
Figura 6(a) se presenta una curva denominada me-
diciones, la cual indica los valores calculados para
la permitividad eléctrica de la sangre a partir del
sistema de medicidn desarrollado para esta inves-
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Figura 5. Propiedades eléctricas de la sangre: a) Electrodos
de platino y b) Electrodos con negro de platino.

tigacién. En la Figura 6(b) la curva denominada
mediciones indica la conductividad eléctrica de
la sangre.

Se debe considerar que los autores con los que
se han comparado nuestras mediciones utilizaron
sensores con dimensiones macrométricas y los
electrodos fueron desarrollados con una estructu-
ra paralela. Por lo anterior, los efectos de la impe-
dancia de polarizacidn son casi nulos para bajas
frecuencias.

CONCLUSION

La medicién de la impedancia de los microelec-
trodos cubiertos con negro de platino eliminé
aproximadamente un 50% de los efectos de la
impedancia de polarizacion para frecuencias su-
periores a 10 kHz. Para frecuencias inferiores de
10 kHz, la interfase electrodo-electrdlito influye
claramente en dichas mediciones. El error en la

100
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3
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Figura 6. Propiedades eléctricas de la sangre humana com-
paradas con otros resultados publicados: a) Permitividad y
b) Conductividad.

magnitud de |a conductividad es aproximada-
mente 20% del valor esperado (0.7 S/m) esto es
debido a los efectos de |la temperatura, la im-
pedancia electrodo-electrdlito, el tamano de los
electrodos asi como la geometria de la célula
de medicién.
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