1  Elektroporation

1.1 Porenbildung in den Membranen biologischer Zellen

Unter Elektroporation versteht man entsprechend einer Modellvorstellung
die Bildung von Poren in der Zellmembran einer biologischen Zelle unter
dem FEinfluss eines elektrischen Felds iiber der Zellmembran. Durch die
Poren konnen dann Substanzen in die Zelle hineingeschleust werden, oder
aus der Zelle extrahiert werden. Zur Feldapplikation wird eine Zelle oder
das zu behandelnde biologische Gewebe iiblicherweise in einer elektrisch
leitfdhigen Fliissigkeit (beispielsweise Wasser oder Saft) suspendiert. Die
Fliissigkeit stellt den elektrischen Kontakt zu Elektroden her, die zur
Feldapplikation dienen. Die Zellmembran besteht aus einer Doppelschicht
aus Phospholipid-Molekiilen [LIPO-95]. Ein Phospholipid-Molekiil besteht
aus einem hydrophilen Kopfteil und lipophilen Kettenstringen. In der Dop-
pelschicht der Zellmembran sind die hydrophilen Kopfgruppen zum Zell-
duBeren und Zellinnern hin orientiert, wiahrend die lipophilen Teile das im
Innern der Zellmembran liegen. Die Zellmembran besitzt eine Dicke von
etwa 5...8 nm [PIZZ-08, FLI-10].
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Bild 1: Ladung iiber der Zellmembran einer kugelformigen Zelle mit Vakuole.

Elektrisch kann sie als Kondensator mit einer flichenabhingigen Kapazitit
von 0,5 ... 2 uF/cm? [PAUL-63, MAU-62] und einem flachenabhingigen
Parallelwiderstand von etwa 3000 Q-cm’ [GREN-66] betrachtet werden.
Sie ist also vergleichsweise hochohmig. Nach dem Anlegen eines elektri-
schen Felds kommt es zu einem Aufladen der Zellmembran im Bereich der
in Feldrichtung orientierten Pole der Zelle. Dabei flieft in den Fliissig-
keiten zunédchst ein Ladestrom als Ionenbewegung in Feldrichtung. Die
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Elektroporation

Ionen lagern sich an der hochohmigen Zellmembran an und verstirken so
das lokale Feld tiber der Zellmembran. Gleichzeitig bauen die angelagerten
Ionen im Zellinnern ein elektrisches Feld auf, das dem &ufleren Feld
entgegengerichtet ist. Mit zunehmender Membranaufladung nimmt das
elektrische Feld im Zellinneren ab, bis das Zellinnere feldfrei und der
Aufladevorgang beendet ist. Nun ist das elektrische Feld iiber der Zell-
membran wesentlich groBer als das urspriinglich von auBen angelegte
elektrische Feld. Es kommt also zu einer Feldverstirkung iiber der Zell-
membran abhédngig vom Verhiltnis der Ldngenausdehnung der Zelle in
Feldrichtung zur Membrandicke.

Bild 1 stellt stark vereinfacht eine kugelformige Zelle in einer leitfihigen
Suspension dar. Die Leitfihigkeit des Cytoplasmas im Zellinnern sei «;, die
der umgebenden Fliissigkeit k,. Eine solche Anordnung ldsst sich als
dielektrische Hohlkugel in einem elektrischen Feld modellieren. Mit der
Vereinfachung, dass die Leitfihigkeit der Zellmembran klein gegeniiber
den Leitfihigkeiten von Cytoplasma und umgebender Fliissigkeit ist, ldsst
sich die zeit- und winkelabhingige Aufladung der Membran im Laplace-
Bereich wie folgt darstellen:

! -Eo(s)mitfza-c-(i+Lj (Gl. 1)
s

U,(s)=15-a-cos(x)-

I+ K, 2K,

Fiir die Aufladephase zu Beginn eines langen Rechteckimpulses, der sich

hier vereinfacht als Sprungfunktion E(s) = E, 1 darstellen ldsst, erhilt man
S

U,(s)=15-a-E, cos(x) ; bzw. (Gl 2)
s(1+7-5)
uM(t)zl,S-a-EO-cos(a)-[l—e’tj (Gl 3)

Die Feldverstirkung, d.h. der Faktor, um den die Feldstirke E,; tiber der
Membran der Dicke d gegeniiber der angelegten Feldstirke E, tiberhoht ist,
betrigt bei vollstindiger Aufladung

E, 15-a-cos(a)
" E, d

(GL 4)
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Porenbildung in den Membranen biologischer Zellen

[ZIM-82]. Der Verstirkungsfaktor ey wichst proportional zum Zelldurch-
messer a. Bei einer grofleren Zelle geniigt also schon eine kleinere externe
Feldstirke, um eine bestimmte Membranspannung zu erzielen als bei einer
kleineren Zelle. Bei einer realen Zelle, die auch eine ldngliche Form
aufweisen kann, ist der Verstiarkungsfaktor bei einer Feldausrichtung in
Richtung der Lingsachse am groBten.

Suspension
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Bild 2: Elektrisches Ersatzschaltbild einer suspendierten Zelle.

Bild 2 zeigt das elektrische Ersatzschaltbild einer suspendierten Zelle wie
in Bild 1 dargestellt. Die Kapazitit der aufgeladenen Zellmembran im
Bereich der Pole wird durch die Kapazititen Cy; dargestellt. Ry, stellt als
Parallelwiderstand die Leitfihigkeit der Membran in diesem Bereich dar.
Eine Pflanzenzelle besitzt ein Ruhepotential {iber der Zellmembran von
etwa -150 mV aufgrund eines von der Zelle getriebenen Ionentransports
durch die Membran [COST-65]. Fiir diesen aktiven Ionenaustausch sind
Ionenkanile in der Zellmembran zustdndig. Im Ersatzschaltbild ist das
Ruhepotential durch die Spannungsquellen Uy dargestellt. Bei pflanzlichen
Zellen sind die Zellinhaltsstoffe wie beispielsweise Zucker oder Pigmente,
die extrahiert werden sollen, hdufig im Zellinnern in Vakuolen gespeichert.
In Bild 1 ist so eine Vakuole dargestellt. Zur Extraktion miissen neben den
Zellmembranen auch die Membranen der Vakuolen gedffnet werden. Da-
her ist der Widerstand des Cytoplasmas im Zellinnern R¢ entsprechend der
Lage der Vakuole aufgeteilt. Das Ersatzschaltbild der Vakuole dhnelt mit
threr Membrankapazitit Cy;y, dem Parallelwiderstand Ry vy und dem Zyto-
plasma im Vakuoleninnern Rcy dem Ersatzschaltbild der Zelle. Uber der
Vakuole liegt entsprechend ihrer GroBe ein Teil des Spannungsabfalls iiber
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Elektroporation

dem Zytoplasma an, im Ersatzschaltbild als R, dargestellt. Anders als die
Aufladung der duleren Zellmembran weist das Ersatzschaltbild zur Aufla-
dung der inneren Membran Hochpassverhalten auf. Sobald der Ladestrom
der duBeren Membran abgeklungen ist, wird auch die innere Vakuolen-
membran nicht mehr weiter aufgeladen und entlddt sich anschlieBend
wieder liber den Parallelwiderstand Rc, .
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Bild 3: Hydrophobe und hydrophile Pore in der Bilipid-Doppelschicht
(Modellvorstellung).
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Abhingig von der Spannung iiber der Zellmembran wird die Zellmembran
permeabel. Entsprechend einer Modellvorstellung bilden sich Poren in der
Zellmembran. Dazu riicken entsprechend diesem Modell die Molekiile der
Zellmembran auseinander und es drehen sich dabei die Kopfgruppen der
die sich bildende Pore umrandenden Molekiile zum Poreninnern hin ein,
damit das System beziiglich der sogenannten freien Energie einen energie-
minimalen Zustand einnimmt [WEA-96, NEU-99]. Die Pore stellt einen
elektrisch leitfdhigen Kanal zwischen beiden Seiten der Membran dar.

Die Feldstirke iiber der Membran kann mit dem feldstirkesensitiven
Fluoreszenzfarbstoff ANNIN-6 sichtbar gemacht werden. Die Molekiile
des Farbstoffs lagern sich in die Zellmembran ein. Der Farbstoff wird mit
einem kurzen Laserlichtimpuls angeregt und gibt anschlieend das Fluores-
zenzlicht mit einem Zeitverzug von wenigen Nanosekunden wieder ab. Da-
bei ist die Wellenldnge der Fluoreszenzantwort von der Feldstédrke iiber
dem Molekiil und damit der Membran abhingig. Mittels eines Farbfilters
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Porenbildung in den Membranen biologischer Zellen

kann die Wellenlidngeninderung als Helligkeitsinderung unter dem Mikro-
skop sichtbar gemacht werden [FREY-06]. Bild 4 zeigt die Feldstirkever-
teilung an der Zellmembran eines BY2-Protoplasten als Helligkeitsunter-
schied vor und wihrend der gepulsten Feldstirkeapplikation. Da bei der
Protoplastierung der Zelle die stabilisierende Zellwand entfernt wurde,
besitzt der suspendierte Protoplast eine kugelige Form und die Aufladung
der Zellmembran ldsst sich mit Gl. 1 beschreiben. Die Membranaufladung
aufgrund der duBeren Feldstiarke E, tiberlagert sich dem Ruhepotential. In
den Bereichen gleichsinniger Uberlagerung wird im Zuge der Membran-
aufladung die zur Porenbildung notwendige Membranspannung eher er-
reicht als in Bereichen gegensinniger Uberlagerung. Da die Membran bei
lokaler gegensinniger Uberlagerung erst entladen und dann mit umge-
kehrter Polaritdt wieder aufgeladen werden muss, kommt es in diesen Be-
reichen bei der Applizierung eines Rechteckimpulses erst bei hoherer appli-
zierter Feldstirke zu einer Porenbildung [FLI-10a, FLI-10b]. Bei den Ver-
suchen wurde eine Sittigung der Membranspannung beobachtet, die sich
mit der Porenbildung erklédren ldsst. Die Poren stellen eine vergleichsweise
niederohmige elektrische Verbindung durch die Membran dar, die eine
weitere Aufladung der Membran verhindern.

Bild 4: BY2-Protoplast (Tabak) vor und wéhrend der Applikation eines elektrischen Feldes
[FLI-10a, SAC-10b].

Bei nur geringer Energieapplikation schlieBen sich die Poren nach der
Feldapplikation wieder. So konnte beispielsweise die Zellmembran eines
BY?2-Protoplasten bei einer Feldstarke von 0,6 kV/cm sechsmal in Folge
bei einer Pulsldnge von 1 us bis zur Séttigungsgrenze der Transmembran-
spannung aufgeladen werden. Die Pausenzeit zwischen den Pulsen betrug
2 s [BERG-12]. In der Literatur wird die zur Porenbildung nétige Trans-
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membranspannung zwischen etwa 0,5 V und etwa 1 V angegeben [WEA-
96, NEU-99]. Jedoch wurde auch beobachtet, dass bei kleinerer Transmem-
branspannung eine gewisse Permeabilisierung der Membran stattfindet
[LEB-05b, KRA-07, FLI-10].

Wird nach dem Offnen der Poren geniigend Energie appliziert, kommt es
zu einer irreversiblen Porendffnung. Wihrend die reversible Porenbildung
beispielsweise in der Medizintechnik fiir eine lokal begrenzte Medikamen-
teneinschleusung angewandt wird, lassen sich durch die irreversible Elek-
troporation mit anschlieBender Extraktion Inhaltsstoffe aus den Zellen ge-
winnen [HAB-12]. Eine weitere Energieapplikation iiber die zur irreversi-
blen Porenodffnung erforderliche Energie hinaus bewirkt lediglich eine zu-
sitzliche Erwidrmung des Materials. Daher wird das elektrische Feld zur
Porenoffnung gepulst angelegt.

Die Vorginge, die bei der Permeabilisierung der Membran ablaufen, sind
noch nicht vollstdndig wissenschaftlich gekldrt. Neben dem Modell der
Porenbildung existieren andere Erklarungsmodelle wie beispielsweise ein
mechanisches Aufbrechen der Membran aufgrund elektrostatischer Krifte
[CHEN-07] oder nanoskalige Risse in der Membran [PLI-07]. Auch wur-
den Poren noch nicht direkt unter dem Mikroskop beobachtet, sondern nur
thre Auswirkungen. Aus diesem Grund wird die Giiltigkeit des Modells zur
Porenbildung derzeit noch diskutiert und in den Diskussionen wird
angeregt, statt von Porenbildung nur von einer Permeabilisierung der
Membran zu sprechen [BFE-12]. Daher soll im Folgenden der Be-
schreibung der Effekte der Elektroporation gegeniiber der noch unvoll-
stindigen wissenschaftlichen Beschreibung der Vorzug gegeben werden,
zumal sich die Auslegung von Elektroporationsanlagen derzeit auf experi-
mentelle Ergebnisse stiitzt. Der Begriff "Elektroporation" wird in dieser Ar-
beit jedoch beibehalten.

1.2 Phianomenologische Beschreibung der Elektroporation

1.2.1 Extraktion von Inhaltsstoffen

Der Effekt der Elektroporation kann im makroskopischen Bereich durch
die Extraktion von Inhaltsstoffen aus dem Gewebe nachgewiesen werden.
So tritt Zellsaft durch die aufgeschlossene Membran bereits aufgrund des
inneren Drucks der Zellen (Tugor) in das umgebende Gewebe aus. Bild 5
zeigt eine rohe und eine durch Elektroporation aufgeschlossene Zucker-
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Phanomenologische Beschreibung der Elektroporation

rilbenhilfte. Deutlich ist zu erkennen, wie sich auf der Schnittoberfliche
durch den austretenden Saft Tropfen bilden. Aufgrund der irreversiblen
Permeabilisierung der Membran verbessert sich die Abpressbarkeit des
Materials. Bild 6 zeigt im Vergleich den Saftertrag von jungen Maispflan-
zen bei Versuchen zur Trocknung von Pflanzenmaterial fiir unbehandeltes
und elektroporiertes Material beim Abpressen in einer Stempelpresse. Bei
diesem Beispiel steigt der Saftertrag in Abhingigkeit von der Pulsanzahl
und damit der applizierten Energie bis zu einer Pulsanzahl von 40 Pulsen
auf etwa das Doppelte des Ertrags beim Rohmaterial an. Eine weitere
Erhohung der zugefiihrten Energie bewirkt keine weitere Steigerung des
Saftertrags, was zeigt, dass das Material vollstindig aufgeschlossen ist.

0 20
Pulse Pulse Pulse Pulse

Bild 5: Elektroporierte (EP) und Bild 6: Saftertrag nach dem Pressen von Gras
rohe Zuckerriibenhdilfte im Vergleich in Abhdingigkeit von der Anzahl der
[SCHU-02]. applizierten Pulse [SAC-10b].

In einem wissrigen Extraktionsprozess verbessert die irreversible Perme-
abilisierung der Membran den Materialtransport durch Diffusion innerhalb
des aufgeschlossenen Gewebes. Bild 7 und Bild 8 zeigen den Extraktions-
verlauf von Farb- und Gerbstoffen aus Rotweinmaische in den Most im
Zuge der Weinbereitung. Dargestellt sind die Varianten A-,,ohne Auf-
schluss®, B-,,Aufschluss durch mechanische Belastung beim Pumpen* und
C - ,Elektroporation®. Fiir den Versuch wurde Maische bei Raumtempe-
ratur zur Extraktion gelagert und im Abstand von 15 Minuten Mostproben
entnommen. Die Farbstoffanalyse erfolgte durch Messung des Extinktions-
koeffizienten beim Durchleuchten einer Strecke von 1 cm als Summe der
Einzelextinktionen bei 420, 520 und 620 nm. Die Bestimmung des
Gerbstoffgehalts erfolgte als Folin-Ciocalteu-Index entsprechend ECC Nr.
2676/90, Anhang 41. [ECC-90]. Deutlich ist die verbesserte Extraktion auf-
grund der Elektroporation zu erkennen.
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Bild 7: Farbdnderung im Verlauf der Bild 8: Extraktionsverlauf von Gerbstoffen
Extraktion [SAC-12d]. [SAC-12d].
1.2.2 Impedanzinderung

1.2.2.1 Messung im Zeitbereich

Der fiir eine Zelle beschriebene Membranaufladeprozess mit anschlieen-
der Permeabilisierung ldsst sich auch messtechnisch an Gewebeproben
nachweisen. Knorr, Angersbach et al. beschreiben solche Messungen an
Kartoffelgewebe [ANG-00, KNO-01]. Fiir Versuche an Zuckerriibengewe-
be wurden kleine kreisformige Zuckerriibenscheiben mit einer Dicke von
etwa 1 mm und einem Durchmesser von 1 cm mit einer rechteckformigen
Spannung beaufschlagt und der Strom durch die Probe gemessen [SAC-06,
SAC-10d]. Jede Probe wurde zunédchst mit einer kleinen Rechteckspannung
beaufschlagt, die noch nicht zur Permeabilisierung fiihrt, dem so genannten
Vorpuls. AnschlieBend wurden ein oder mehrere Hauptpulse mit héherer
Feldstarke appliziert. Bild 9 zeigt die Strome durch das Gewebe bei der
Aufschaltung von langen Recheckimpulsen mit Feldstirken von
E=1kV/cm, 2 kV/cm und 3 kV/cm (rechts) sowie die zugehorigen Vor-
pulse (links).

Bei der kleinen applizierten Feldstirke der Vorpulse zeigt der Strom durch
die Probe einen exponentiell abklingenden Stromverlauf. Er entspricht dem
Aufladestrom der Kapazititen der Zellmembranen. Dabei ist der Maximal-
wert des Stroms durch die Leitfidhigkeit des Zytoplasmas begrenzt.

Bei hoherer applizierter Feldstirke geht der abklingende Aufladestromim-
puls in ein aufklingendes Verhalten des Stroms iiber. Die Stromzunahme
gegeniiber dem abklingenden Membranaufladestrom entspricht dem Strom-
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Phanomenologische Beschreibung der Elektroporation

fluss durch die sich 6ffnende Zellmembran. Mit steigender Feldstirke be-
ginnt die Membrantffnung schon nach kiirzerer Zeit, da die Schwelle der
Transmembranspannung fiir den Einsatz der Permeabilisierung schneller
erreicht wird.
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Bild 9: Stromverldufe an 1 mm diinnen Scheiben Zuckerriibengewebe (Durchmesser 10
mm) bei der Beaufschlagung mit (a) jeweils einem Vorpuls geringer Feldstdrke und
(b) einem Hauptpuls mit einer Feldstédrke von E=1 kV/cm, 2 kV/cm und 3 kV/cm.
[SAC-10d]

Bei den verwendeten Pulsparametern wird das Gewebe mit einem einzigen
Puls nicht dauerhaft vollstindig getffnet. Bild 10 zeigt die Spannungs- und
Stromverldufe von 15 aufeinander folgenden Pulsen. Beim Stromverlauf
des ersten Pulses ist das lokale Minimum nach dem kapazitiven Ladestrom
deutlich ausgeprigt. Bei wiederholter Pulsapplikation wird der Kurvenver-
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lauf mit zunehmendem Aufschlussgrad des Gewebes flacher und néhert
sich einem rechteckférmigen Verlauf an.
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Bild 10: Spannungs- und Stromverldufe an einer 1 mm diinnen Scheibe
Zuckerriibengewebe (Durchmesser 10 mm) bei der Beaufschlagung mit 15
Rechteckpulsen bei einer Feldstirke von E= 2,8 kV/cm
[SAC-10d].

1.2.2.2 Messung im Frequenzbereich

Die Anderung der elektrischen Impedanz eines Gewebes aufgrund der Per-
meabilisierung den Zellmembranen ldsst sich mittels Impedanzspektro-
skopie darstellen. Dazu wird an das Gewebe eine kleine Wechselspannung
variabler Frequenz angelegt, und der komplexe Wechselstrom durch die
Probe nach Betrag und Phase frequenzabhingig registriert [KNO-98]. Al-
ternativ kann an das Gewebe ein rechteckformiger Spannungsimpuls ange-
legt werden und sowohl dieser Spannungsimpuls als auch der Verlauf des
Stroms durch die Probe mittels Fouriertransformation in den Frequenzbe-
reich tiberfiihrt werden, um den komplexen Impedanzverlauf zu bestimmen
[PLI-00]. Der Vorteil dieser Zeitbereichsmethode liegt darin, dass man den
komplexen Impedanzverlauf vergleichsweise schnell aus einer einzigen
Messung erhilt. Da das Gewebe im Allgemeinen ein nicht-lineares Verhal-
ten aufweist, darf jedoch nur mit ausreichend kleinen Messspannungen ge-
arbeitet werden, bei denen das Gewebe sich ndherungsweise linear verhilt.
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Bild 11: Verlauf der komplexen Impedanc fiir einen rohen und einen durch
Elektroporation teilaufgeschlossenen Zuckerriibenwiirfel mit 5 cm Kantenléinge

[SAC-08a].
Bild 11 zeigt den Frequenzverlauf des Betrag und der Phase der komplexen
Impedanz eines wiirfelformigen Zuckerriibenstiicks im rohen und durch
Elektroporation teilweise aufgeschlossenem Zustand [SACK-08a]. Fiir die
Messung wurde eine Wechselspannung veridnderlicher Frequenz von ca.
U =3V an die Probe angelegt und der Strom nach Betrag und Phase ge-
messen [SACK-12d, SACK-09c]. Im tiefen Frequenzbereich sperren die
Zellmembranen beim rohen Gewebe den Stromfluss. Der gemessene Strom
fliet am Zellinnern vorbei, beispielsweise durch Saftkanile im Gewebe.
Im oberen Frequenzbereich sind die Zellmembranen aufgrund ihrer Kapa-
zitdt fiir den Wechselstrom durchlidssig, so dass nahezu die gesamte Quer-
schnittsfliche der Gewebeprobe fiir den Stromfluss zur Verfiigung steht.
Der Strom wird begrenzt durch die Leitfahigkeit des Zytoplasmas. In bei-
den Frequenzbereichen ist die Phasenverschiebung zwischen Messspan-
nung und —strom nahezu Null, d.h. das Gewebe wirkt als ohmscher Wider-
stand. Im Ubergangsbereich dazwischen tritt eine messbare Phasenver-
schiebung auf. Mit zunehmendem Aufschlussgrad des Gewebes gehen so-
wohl die Phasenverschiebung bei mittleren Frequenzen als auch der Betrag
der Impedanz bei niedrigen Frequenzen zuriick. Das Maximum der Phasen-
verschiebung liegt fiir rohe Zuckerriibenstiicke bei einer Frequenz von etwa
50 kHz. Es wandert mit zunehmendem Aufschluss zu hoheren Frequenzen.
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Bild 12: Zusammenhang der vereinfachten Ersatzschaltbilder von Zelle und Gewebe
[SAC-08a].
Das beschriebene Verhalten zeigen prinzipiell auch die Membranen der
Vakuolen, die beim Parenchymgewebe (Speichergewebe der Zuckerriiben)
einen Grofteil jeder Zelle ausfiillen. Angersbach et al. haben fiir verschie-
dene Gewebearten durch die Anpassung der Parameter eines elektrischen
Ersatzschaltbilds einer Zelle dhnlich Bild 2 bei Beriicksichtigung der Zell-
und Vakuolenmembranen fiir den Betrag der komplexen Impedanz eine
gute Ubereinstimmung zwischen gemessenen und nach dem Ersatzschalt-
bild errechneten Werten erzielt [ANG99].

Bei einer Impedanzspektroskopie einer Gewebeprobe sind die Parameter,
die das Ersatzschaltbild einer Zelle charakterisieren, der Messung nicht
direkt zugidnglich. Das Gewebe lisst sich jedoch vereinfacht als eine kom-
binierte elektrische Serien- und Parallelschaltung einzelner Zellen auffas-
sen. Bild 12 zeigt vereinfacht den Ubergang vom Ersatzschaltbild einer
Zelle zum Ersatzschaltbild des Gewebes. Zur Vereinfachung wurden Struk-
turen im Zellinnern wie beispielsweise Vakuolen sowie die durch Ionenka-
nile aufrecht erhaltene Transmembranspannung vernachlidssigt. Das Ver-
halten der Zellmembranen, die in Bild 2 einzeln als Parallelschaltung aus
einer Kapazitit Cy; und einem Widerstand Ry, dargestellt sind, wurde zu-
sammenfassend als Cgzee und Rpzepe dargestellt und der Widerstand des
Cytoplasmas als Serienwiderstand Rg 7. anfiigt. Durch die entsprechende
Kombination der Ersatzschaltbilder einer Einzelzelle erhilt man das
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Ersatzschaltbild des Gewebes. Geht man davon aus, dass alle Ersatzschalt-
bilder der Einzelzellen die gleichen Werte aufweisen, lédsst sich das Ersatz-
schaltbild des Gewebes zu einem Ersatzschaltbild aus den Elementen
CGewebe> Rp Gewebe UNd R Gewebe Zusammenfassen, die der Impedanzmessung
zugénglich sind. Diese Impedanzmesswerte sind abhéngig von der Geome-
trie der Probe. Sie lassen sich aber iiber die Geometrie des Messvolumens
mit den Werten des Ersatzschaltbilds der Zelle verkniipfen. Fiir ein quader-
formiges, abgeschlossenes Messvolumen der Linge 1 und Querschnitts-
fliche A mit homogenem Feld gilt

a-b A
CGewebe = CZelle — Zelle 7 (Gl 5)
1 1 a-b 1 A
GP,Gewebe = = ) = - (Gl 6)
RP,Gewebe RP,Zelle c RP,Zelle
RS,Gewebe = R L = R L (Gl 7)

S, Zelle — s Zelle ”
elle a-b eLe A

Dabei bezeichnen a und b die Anzahl der Zellen im Messvolumen in den
beiden Richtungen einer Ebene gemill Bild 12 und ¢ die Anzahl der in
Serie geschalteten Ebenen. Fiir eine groBe Anzahl an Zellen kann die vom
Strom durchflossene Querschnittsfliche A durch

A=a-b-A,, (GL. 8)
und die Linge des Messvolumens 1 durch
l=c-1,, (Gl. 9)

auf die Abmessungen einer Zelle zuriickgefiihrt werden, wobei die Zelle
vereinfachend als quaderférmig mit der Linge 1z und der stromdurch-
flossenen Querschnittsfliche Az angenommen wird. Mit diesen Annah-
men gilt fiir die komplexe Impedanz des Gewebes:

1 [ 1
ZGewebe(S ) = RS ,Gewebe+ 1 = Z ) RS Zelle + 1 =
SCGewehe+ SCZelle + (Gl 10)
RP,Gewebe P, Zelle
[
= Z ) ZZelle(S)
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Somit ldsst sich der komplexe Impedanzverlauf einer Probe geometrieun-
abhédngig als frequenzabhingiger Verlauf des spezifischen Widerstands p

A
p(w)=Z(jo) i (GL 11)

und der Phasenverschiebung zwischen Messspannung und -strom ¢,;
¢, = arg(Z(jw)) (GL 12)

darstellen.

Ublich ist auch die Angabe des komplexen Admittanzverlaufs mit der
Leitfdhigkeit k der Probe

xK(w) =L (Gl. 13)
p(w)

sowie der Phasenverschiebung zwischen Messstrom und -spannung ¢;,

1 )
) —arg( Z(jw)J =—arg(Z(jw)) (Gl. 14)

1.2.2.3 Bestimmung des Aufschlussgrads von Gewebe

Die durch Elektroporation bewirkte Anderung der komplexen Impedanz
des Zellgewebes kann fiir eine Messung des Aufschlussgrads genutzt wer-
den. Dies kann auf zweierlei Weise geschehen.

Angersbach et al. [ANG-99] beschreiben ein Verfahren, bei dem die
Leitféahigkeit des Gewebes vor und nach dem Aufschluss jeweils bei einer
niedrigen Frequenz f, und einer hohen Frequenz f, gemessen werden und
der Grad des Gewebeaufschlusses wie folgt bestimmt wird:

Po = % (Gl. 15)
K

0,roh u,roh

Dabei ist Kyron Und Kopon die vor dem Aufschluss am rohen Gewebe
gemessenen Leitfihigkeiten bei unterer und oberer Messfrequenz sowie Kk,
und «, die entsprechenden Leitfihigkeiten am aufgeschlossenen Gewebe.
Der Wertebereich des Aufschlussgrads liegt zwischen O fiir rohes Gewebe
und 1 fiir vollstindig aufgeschlossenes Gewebe.
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Diese Messung wertet im Prinzip die aufschlussbedingte Anderung der
Leitfihigkeit bei tiefen Frequenzen aus. Die relative Anderung der Leit-
fahigkeit kann dargestellt werden als

Ak, =R "R J Ko (GL. 16)
KM KM

Ak ist Null bei vollstindigem Aufschluss und maximal fiir rohes Gewebe.

Der Messung liegt die Idee zu Grunde, dass die Abnahme der Widerstinde
Ry parallel zu den Zellmembranen aufgrund der Permeabilisierung als Ab-
nahme des Ersatzwiderstands Rp gewene 1M Ersatzschaltbild fiir das Gewebe
messbar ist. Die Widerstinde Rggewebe UNd Rp Gewebe lassen sich aus dem
Impedanzverlauf nach GI. 17 und Gl. 18 bestimmen.

u
RS,Gewebe = 7 (Gl ]7)
—If=/o

| =

- RS,Gewebe (Gl 18)

P.,Gewebe ~

~.

fzfu

Dabei nutzt man aus, dass fiir hohe Frequenzen der Widerstand Rp gewebe
tiber die parallele Kapazitit der Zellmembran kurzgeschlossen ist, so dass
nur der Widerstand Rg gewene Wirksam ist. Bei tiefen Frequenzen wirkt die
Serienschaltung RggGewebe + Rp.Gewebe: Entsprechend werden die beiden
Messfrequenzen f, und f, aus den beiden Frequenzbereichen unterhalb und
oberhalb der Impedanzinderung gewihlt, in denen der Betrag der Impe-
danz nahezu konstant und die Phasenverschiebung vernachléssigbar gering
sind. Eine Abnahme von Rpgewene auf 0 € entspricht dem vollstindigen
Aufschluss. Findet kein Aufschluss statt, bleibt Rp gewebe Unveridndert.

Mit dem Parallel- und Serienwiderstand des Gewebes lidsst sich der
Gewebeaufschlussgrad py darstellen zu

Po =—;"’h. (Gl 19)
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Dies entspricht einer vereinfachten Darstellung gemaf

K — K
Py = o (GL. 20)
K

o,roh Ku,roh

K .
In GI. 20 ist der Term —2?* nicht enthalten. Er beriicksichtigt eine Ande-
K

o

rung der Leitfidhigkeit zwischen den Messungen am rohen und behandelten
Material, beispielsweise durch eine Temperaturinderung.

Messungen an verschiedenen Pflanzengeweben zeigten, dass das Maxi-
mum der Phasenverschiebung abhingig von der Gewebeart in einem Inter-
vall von ca. 10 kHz bis einigen 100 kHz zu finden ist. Die Diagramme in
Bild 11 und Bild 13a)-d) zeigen die spezifischen komplexen Impedanz-
bzw. Admittanzverldufe fiir Zuckerriiben, Apfel, Karotten, Kartoffeln und
Weinbeerenmaische. Fiir die Messungen an Apfel- Karotten- und Kartof-
felgewebe wurden angefeuchtete Elektroden direkt mit dem Probenstiick
kontaktiert. Die ganzen Weinbeeren wurden zur Messung in Wasser einge-
legt.

Wie Messungen zeigten, ist auch die GrofBe der Phasenverschiebung bei
mittlerer Frequenz ein Mal} fiir den Aufschlussgrad. Der Aufschlussgrad
kann daher aus der Phasenverschiebung gemil3 Gl. 21 abgeleitet werden.

Pras = Macximum(arg(xc )]} © (Gl 21)

Eine Messung der Phasenverschiebung am Maximum oder zumindest in
seiner Nihe hat den Vorteil einer hoheren Messempfindlichkeit gegeniiber
einer Messung bei einer anderen Frequenz.
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