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Zusammenfassung

Die Impedanzspektroskopie ermdglicht in situ eine schnelle sowie zerstdérungsfreie Charakterisierung
lebender Zellen, was beispielsweise fur die Referenzierung von Messwerten von Bedeutung ist. Zur
Detektion lebender Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) mittels Impedanzspektroskopie wurden
hier interdigitale Platindickschichtelektroden verwendet. Dabei wurde die komplexe Impedanz in
einem Bereich zwischen 0,01 Hz und 1 MHz sowohl fir Elektroden mit lebenden als auch Hitze-
inaktivierten Hefezellen, suspendiert in Nahrmedium bzw. immobilisiert in Agar Gber einen Zeitraum
von 300 min bestimmt. Fir ein besseres Verstandnis der Vorgange an den Elektroden wurde ein
Ersatzschaltbild aufgestellt und analysiert. Dieses enthalt ein constant phase element (zur
Beschreibung der Doppelschichtkapazitdt an den Elektroden), einen Elektrodendurchtrittswiderstand
und den Suspensionswiderstand. Wir konnten zeigen, dass der Suspensionswiderstand durch die
Sedimentation sowohl der lebenden als auch der Hitze-inaktivierten Hefezellen in das Streufeld des
Sensors ansteigt. Dieser Anstieg ist bei den lebenden Hefezellen grofier als bei den Hitze-inaktivierten
Hefezellen. Im Gegensatz dazu andert sich die Doppelschichtkapazitat der Elektroden nur bei den
lebenden Hefezellen. Vermutlich resultieren die Veranderungen in der Doppelschichtkapazitat aus der
metabolischen Aktivitat der Zellen; ein Einfluss der Sedimentation vitaler Zellen kann jedoch mit
Suspension nicht ausgeschlossen werden. Daher wurden weitere Experimente durchgefiihrt, bei
denen die Sedimentation der Hefezellen durch Immobilisierung in Agar verhindert wurde. In diesem
Fall kbnnen die gemessenen Veranderungen in der Doppelschichtkapazitat nur auf die metabolische
Aktivitat der Hefezellen zurlickgefiihrt werden. Die zeitliche Veranderung der Doppelschichtkapazitat
kann daher genutzt werden, um die Vitalitat von Saccharomyces cerevisiae in situ zu verifizieren.
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Hefezellen kommt es zu Veranderungen an

Einleitung der Doppelschicht der Elektroden, welche mit

Die Impedanzspektroskopie bietet Hilfe der Impedanzspektroskopie detektiert

verschiedene Mdglichkeiten fir das Monitoring werden sollen [6,7].

des mikrobiellen Wachstums [1,2]. Dazu zahlt

die Verfolgung der Polarisation der Zellwéande, Material und Methoden

die sogenannte p-Dispersion [3]. Diese findet Fir die Experimente wurde der Hefestamm S

aber bei sehr hohen Frequenzen stait und ist cerevisiae BY4741 Abarl [MATa his3A1

Sssirt‘::&nf“r unseren Sggsor ar::?hrtu,?;e'gr:je;} leu2A0 met15A0 ura3A0 yil015w::kanMX4]
9 Atyr1::GPD-tRFP  verwendet. Der Stamm

Stoffwechselaktivitdt der Hefezellen zu
Veranderungen der Leitfahigkeit des Mediums
[4]. Diese Veranderungen sind aber nur in
hochohmischen Flissigkeiten detektierbar [5].
Unsere Messung soll dagegen in
niederohmischen Kulturmedien stattfinden. Wir
haben uns daher auf die Bestimmung der
Oberflachenimpedanz der Elektrode
konzentriert: Durch den Metabolismus der

wurde im Rahmen des gemeinsamen
Wachstumskernes BioSAM von der
Arbeitsgruppe von Prof. Roédel (Institut fir
Genetik, Technische Universitat Dresden,
Deutschland) zur Verfigung gestellt. Die
Kultivierung  erfolgte  in  synthetischem
Komplettmedium (SC-Medium): 6,9 g Yeast
Nitrogen Base mit Ammoniumsulfat
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(Formedium, UK), 20 g/l D(+)-Glukose (Roth,
Germany) und 2,002 g/l Kaiser mix SC
complete (Formedium, UK). Die Vorkultur
wurde im Schittelinkubator bei 30 °C und
180 U/min kultiviert. Vor der Messung wurde
die optische Dichte der Vorkultur bei 600 nm
(ODgqo) bestimmt. Eine gewilinschte ODggg

wurde durch Abzentrifugieren und
Resuspendieren in frischem Medium
eingestellt.

Die Platin  (Pt)-Interdigitalelektroden (24
Elektrodenfinger mit einer Breite von 150 um,
einem Abstand von 100 ym und einer Lange
von 9,6 mm) wurden mittels Siebdrucktechnik
auf Basis einer Platinpaste im Kurt-Schwabe-
Institut Meinsberg hergestellt. Alle
Interdigitalelektroden wurden vor der Messung
mit Ethanol und destilliertem Wasser gereinigt.
Um ein Reaktionsgefall auf den Elektroden
herzustellen, wurde mittels Agarose ein
Glasring auf die Dickschichtelektroden geklebt
(siehe Abb. 1a). In den Reaktionsraum wurden
2 ml der in frischem Medium resuspendierten
Zellen mit definierter ODgoy gegeben. Die
Impedanzmessung erfolgte mittels eines
Gamry-Interface 1000 (Gamry Instruments,
USA) im Bereich von 0,01 Hz bis 1 MHz bei
einer Amplitude von Vgys =50 mV. Vor jeder
Messung wurde die Elektrode auf ein Potential
von 0 mV konditioniert und anschlieend das
Ruhepotential bestimmt.

Ergebnisse

Zunachst erfolgte die Charakterisierung der
Impedanz-Sensoren im Frequenzbereich von
0,01 Hz — 1 MHz mit SC-Medium ohne Zellen.
Die Anpassung des Ersatzschaltbildes an die
Messwerte erfolgte mit Hilfe des Programmes
EchemAnalyst (Gamry Instruments, USA). Aus
der Abb. 1 b ist ersichtlich, dass die Fitdaten
gut mit den Messwerten Ubereinstimmen, das
heil3t, das erstellte Ersatzschaltbild (Abb. 1 c)
passt zum Messaufbau. Die
Elektrodenoberflache entspricht dabei dem
Durchtrittswiderstand (Rp) parallel geschaltet
mit einem konstanten Phasenelement (CPE).
Es werden gleiche Rp und CPE-Werte fir
beide Elektroden der Interdigitalstruktur
angenommen. In Reihe dazu geschaltet ist der
Elektrolytwiderstand Rs,, des Mediums.

Bei der Inkubation der Elektroden in der
Hefezellsuspension kommt es zu
Veranderungen des komplexen elektrischen
Widerstandes im hohen und niedrigen
Frequenzbereich. Im hohen Frequenzbereich
(f~ 10 kHz bis 1 MHz) verhalt sich der Sensor
resisitiv; das Phasensignal betragt circa 0°.
Gezeigt wird in Abb. 2 die prozentuale
Veranderung der Impedanz bei 1 MHz. Aus
Abb. 2 a ist ersichtlich, dass der Betrag der
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Impedanz im Verlauf der Messung sowohl bei
leibenden als auch bei toten Zellen ansteigt.
Mit dieser Messung kann die Sedimentation
der Zellen verfolgt werden. Die sedimentierten
Zellen verhalten sich dabei wie ein Widerstand
und erhdhen damit den Realteil der Impedanz.
Dabei ist der Anstieg bei den lebenden
Hefezellen starker als bei den Hitze-
inaktivierten Zellen (Abb. 2a), da erstere
zusatzlich proliferieren und damit noch mehr
Zellen sedimentieren kénnen.
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Abb. 1: (a) Messaufbau fir die Impedanz-
messungen. (b) Bode-Plot  des
Sensor-Signales  fiir ~ SC-Medium
(Messwerte und modellierte Werte).
(c) Ersatzschaltbild fiir die gefitteten
Impedanzspektroskopie-Daten.

Wertet man den Realteil der Impedanz in
Abhangigkeit von der optischen Dichte aus,
kann man erkennen, dass mit Erhéhung der
Zellkonzentration auch der Realteil der
Impedanz steigt (Abb. 2 b). Interessanterweise
ist der Anstieg der gedachten Geraden durch
die Messpunkte bei lebenden Zellen starker als
bei toten Zellen, was die Vermutung bestatigt,
dass die Sedimentation bei lebenden Zellen
starker ist als bei toten Zellen.
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Nun zu den Effekten im niederen
Frequenzbereich: In diesem Bereich spielen
sowohl resistive als auch kapazitive Effekte
eine Rolle (der Durchtrittswiderstand als auch
das constant phase element). Wir tragen daher
den Betrag der Impedanz als Funktion der Zeit
fur lebende und Hitze-inaktivierte Hefezellen
auf (Abb. 3). Dabei kommt es nur bei den
lebenden Hefezellen zu Veradnderungen im
Betrag der Impedanz [8]. Bei den toten
Hefezellen bleibt dieser konstant.
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Abb. 2:  Prozentuale Verdnderung des
Realteils der Impedanz bei 1 MHz bei
der Inkubation mit lebenden bzw.
Hitze-inaktivierten Hefezellen
definierter ~ Zelldichte, aufgetragen
gegen (a) die Zeit und die (b)
Zelldichte.

Die Frage stellt sich nun, ob dieser Effekt auch
auf dem steigenden Anteil isolierender
Hefezellen im Streufeld der Elektroden beruht
oder auf Veranderungen an der Doppelschicht
der Elektroden. Da wir den Effekt aber nicht
bei den Hitze-inaktivierten Hefezellen, welche
ebenfalls sedimentieren, beobachten,
schlussfolgern wir, dass die Veranderungen im
Betrag der Impedanz durch den Metabolismus
der Hefezellen hervorgerufen werden. Durch
den Stoffwechsel werden nicht-geladene
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Metabolite produziert, welche die Kapazitat der
Doppelschicht erhéhen.

Im niederen Frequenzbereich kommt es bei
den lebenden Hefezellen zu Veranderungen im
Betrag der Impedanz sowohl als Funktion der
Zeit als auch als Funktion der Zellzahl. Wir
kdnnen die metabolische Aktivitat der
Hefezellen also auch bei im Agar
immobilisierten Hefezellen detektieren [8].

In einem weiteren Versuch haben wir die
Sedimentation der Hefezellen durch
Immobilisierung in Agar verhindert.
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Abb. 3:  Prozentuale Verdnderung des
Betrags der Impedanz bei 0,01 Hz
bei der Inkubation mit lebenden bzw.
Hitze-inaktivierten Hefezellen
definierter ~ Zelldichte, aufgetragen
gegen (a) die Zeit und die (b)
Zelldichte.

In Abb. 3a ist der Realteil der Impedanz als
Funktion der Zeit fur lebende und Hitze-
inaktivierte Zellen, die in Agar immobilisiert
wurden, gezeigt. Wie erwartet sehen wir, dass
es zu keiner Veranderung im Realteil der
Impedanz kommt. Es tritt keine Sedimentation
der Hefezellen auf.
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Abb. 4: (a) Prozentuale Verédnderung des
Realteils der Impedanz bei 1 MHz als
Funktion der Zeit. (b) Prozentuale
Verédnderung des Betrags der
Impedanz bei 1 MHz als Funktion der
Zeit. Dargestellt sind Messungen von
lebenden und  Hitze-inaktivierten
Zellen immobilisiert in einer Medium-
Agar-Mischung.

Zusammenfassung

Mit den Platin-Dickschichtelektroden konnen
wir impedimetrisch im hohen Frequenzbereich
die Sedimentation und Proliferation sowohl der
lebenden als auch der toten Hefezellen
verfolgen. Im niederen Frequenzbereich
dagegen koénnen wir den Metabolismus der
stoffwechselaktiven Hefezellen detektieren.
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