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Wykaz najwazniejszych oznaczen
| akronimow

Skrot Znaczenie
ADC Analog to Digital Converter — przetwornik analogowo - cyfrowy
CFU Colony Forming Unit — jednostka tworzgca koloni¢
CPE Constant Phase Element — element statofazowy
CvC Current to Voltage Converter — przetwornik prad - napiecie
DAC Digital to Analog Converter — przetwornik cyfrowo - analogowy
DDS Direct Digital Synthezis — bezposrednia synteza cyfrowa
DUT Device Under Test — badana probka/obiekt
DFT Discrete Fourier Transform — dyskretna transformata Fouriera
EDS Energy-Dispersive Spectroscopy - spektroskopia dyspersji energii
promieniowania rentgenowskiego
Electrical Equivalent Circuit — elektryczny model réwnowazny
EEC
(elektryczny uktad zastepczy)
EIS Electrochemical Impedance Spectroscopy — elektrochemiczna
spektroskopia impedancyjna
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - test immunoenzymatyczny
(immunoenzymosorpcyjny)
EPS Extracellular ~ Polimeric  Substances — polimerowe substancje
zewnatrzkomorkowe
FIB Focused lon Beam — zogniskowana wigzka jonow
IS Impedance Spectroscopy — spektroskopia impedancyjna
Low Temperature Cofired Ceramics - ceramika wspotwypalana
LTCC .
niskotemperaturowo
MCU Microcontroller Unit — mikrokontroler
PCB Printed Circuit Board — obwod drukowany
PCR Polymerase Chain Reaction — reakcja tancuchowa polimerazy
PGA Programmable Gain Amplifier — wzmacniacz programowalny




1. Wstep

Mikroorganizmy sg powszechnym i nieodzownym elementem otaczajgcego nas
Swiata, obejmuja one bakterie, archeony, pierwotniaki i grzyby oraz inne obiekty
wpisujace si¢ w spektrum zainteresowania mikrobiologii. Drobnoustroje speiniajg
réznorakie role w przyrodzie bgdac czeSciami réoznych ekosystemow. Np. bakterie
stanowig florg fizjologiczng wigkszych organizméw (flora jelit i skory), biorg udziat
W przetwarzaniu zywno$ci, powoduja procesy gnilne zapewniajace obrot materii
w srodowisku naturalnym. Czg$¢ z nich jest pozyteczna i potrafi wywiera¢ dodatni
wpltyw na przeprowadzenie pewnych proceséOw, na przyktad przy kiszeniu kapusty,
ogorkow, przy produkcji piwa, octu, pieczywa, kwasnych napojow mlecznych.
Po drugiej stronie barykady stoja szkodliwe dla ludzi i zwierzat mikroorganizmy
chorobotworcze, oraz inne drobnoustroje powodujgce psucie Si¢  SUTOWCOW
| przetworé6w spozywczych, atakze nietrwato$¢ roznych artykuldw przemystowych
takich jak drewno, skory, witokna. Co prawda ten podzial mikroorganizmow jest
umowny i zalezny od kontekstu sytuacji np. bakterie Escherichia coli stanowig element
pozytecznej flory jelitowej cztowieka, lecz poza tym miejscem rezydowania stajg si¢
drobnoustrojami chorobotwoérczym. Niemniej drobnoustroje chorobotwodrcze sg bardzo
istotnym elementem otaczajacego nas Srodowiska, a cheé lepszego ich zbadania
| poznania wymaga zaawansowanej technicznie aparatury. Ponadto wymyslane sg wcigz
nowe narzedzia do szybkiej detekcji mikroorganizmow oraz badania ich wtasciwosci.
W wymienione zagadnienia wpisuje si¢ zjawisko biofilmu tj. specyficznej formy
kolonii komoérkowej, w ktorej to zaadherowane do podtoza mikroorganizmy otoczone
s macierzg zewnatrzkomorkowych substancji polimerowych chronigcych je przed
dziataniem srodowiska a co za tym idzie produktéw biobdjczych i lekow.

W powszechnej praktyce laboratoryjnej czgsto stosowane sg klasyczne metody
detekcji mikroorganizméw tj. hodowle komoérkowe, testy tancuchowej reakcji
polimerazy oraz testy immunoenzymatyczne ELISA.

Hodowle komorkowe i pomiary efektywnosci tworzenia kolonii to grupa metod
najbardziej rozpowszechnionych w komercyjnych laboratoriach mikrobiologicznych.
Polegaja one na inkubacji badanej probki na selektywnych podiozach hodowlanych
oraz okreslanie liczby wyrostych kolonii bakterii. Kazda kolonia wyrasta z jednostki
tworzacej kolonie CFU. Jednostka ta moze by¢ albo pojedynczym mikroorganizmem,
albo jego morfologiczng formg jak np. dwoinki czy gronkowce. Stad tez stezenie
bakterii w probce podaje si¢ W jednostkach tworzacych kolonie na ml — CFU/ml. Dla
danego gatunku mikroorganizmu specyficzna jest mozliwos¢ wzrostu liczebnosci
populacji na pozywce hodowlanej o danym sktadzie, tworzenie kolonii oraz ich ksztalt,
kolor i faktura, oraz odbarwienia lub zabarwienia pozywki w poblizu brzegéw kolonii.
Przy uzyciu odpowiedniego zestawu pozywek, metody liczenia kolonii umozliwiaja
detekcje nawet pojedynczego mikroorganizmu. Najwieksza wadg tej metody jest bardzo
dlugi czas hodowli. Moze ona trwa¢ nawet dluzej niz 160 godzin. Pomiary
efektywnosci tworzenia kolonii pozwalaja na detekcje jedynie zywych bakterii.



Kolejng technika jest PCR. Jest to fundamentalne narzg¢dzie stuzace do badania
kwasu DNA, stosowanym m.in. w badaniach medycznych, klinicznych czy
kryminalistycznych. Polega ona na cyklicznym powielaniu liczby kopii danego
fragmentu nici DNA. W wyniku reakcji uzyskuje si¢ roztwor o znacznym stezeniu
poszukiwanych tancuchéw par zasad. Mozliwe jest potwierdzenie obecnosci w probee
nawet pojedynczej poszukiwanej czasteczki. Przygotowanie probek oraz detekcja
drobnoustrojow przy PCR trwa o wiele krocej niz w wypadku metod polegajacych
na hodowlach komorkowych i wynosi okoto 3-4 godzin. Wadami metody PCR jest jej
hiperczuto$¢ oraz wysokie ceny odczynnikéw. Bardzo tatwo jest zanieczysci¢ badana
probke zewnetrznym DNA, ktore nastgpnie moze ulec powieleniu i wplyna¢ znacznie
na wynik reakcji. Niepozadana jest rowniez detekcja obecnosci zarowno zywych, jak
I martwych drobnoustrojow.

Testy ELISA sa metoda detekcji antygendow uzywana powszechnie zaroéwno
w laboratoriach badawczych, jak i diagnostycznych. Opiera si¢ ona na powinowatosci
zwigzkow chemicznych, m.in. biatek, polisacharydow lub immunoglobulin, o strukturze
wiazacej sie specyficznie z substancjami obecnymi na S$cianie komodrkowej badz
otoczce danego mikroorganizmu. Test przeprowadzany jest w dwodch krokach.
W pierwszym kroku poszukiwane mikroorganizmy wiaze si¢ ze specyficznymi
immunoglobulinami. Nastepnie przeciwciata te znakuje sie, czyli dotacza si¢ do nich
substancje, ktorych stezenie jest latwiejsze do oznaczenia niz stezenie Samych
immunoglobulin badz poszukiwanych patogenow. Jako znaczniki najczesciej uzywane
sg enzymy lub fluorofory. Pokrewng technikg testow ELISA jest badanie aglutynacji
tj. reakcji tgczenia si¢ poszukiwanego patogenu w wielkoczasteczkowe kompleksy
widoczne goltym okiem. Zajscie reakcji aglutynacji wymaga zastosowania aglutynin,
czyli wielowartosciowych biatek [1].

Obecnie popularne jest rozwijanie alternatywnych metod detekcji i monitorowania
mikroorganizmow: optycznych, kalorymetrycznych, grawimetrycznych i elektrycznych.
Niekiedy wymienione metody dzielg si¢ na podgrupy ze wzgledu na zastosowane
podejscie. Tym sposobem metody optyczne moga wykorzystywac spektrofotometrie,
elipsometri¢, powierzchniowy rezonans plazmonowy badz interferometri¢, za$
grawimetryczne zmiane czestotliwosci rezonansowej czujnika (mikrowagi i kamertony
kwarcowe), zmiang ugiecia (mikrobelki) oraz propagacje powierzchniowej fali
akustycznej (czujnik piezoelektryczny). Metody elektryczne moga wykorzystywac
rowniez kilka réznych podejs¢. W wypadku pomiaréw potencjometrycznych mierzona
jest sita elektromotoryczna powstajgca miedzy elektrodami bedacymi w kontakcie
Z analitem, w warunkach braku przeptywu pradu. Potencjal powstajacy pomiedzy
tworzacymi si¢ dwoma potogniwami galwanicznymi zalezny jest m.in. od zawartosci
jonow 1 potencjalu redoks substancji zawartych w medium. Mierzone napigcie
elektryczne zmienia si¢ w zaleznosci od stezenia poszukiwanego analitu. W wypadku
mikroorganizmow najczesciej sa nim wydalane przez bakterie produkty przemiany
materii. Istnieje duzy problem z wytworzeniem zminiaturyzowanych elektrod
potencjometrycznych o odpowiednich wtasciwosciach elektrochemicznych. Drugim
podej$ciem jest woltamperometria, ktéra polega na pomiarze pradu przeptywajacego



przez probke w funkcji potencjatu go wymuszajacego. Pobudzeniem jest najczesciej
sygnal liniowo narastajacy w czasie. Metody woltametryczne mogg jedynie dostarczy¢

informacji na temat reakcji elektrochemicznych zachodzacych przy -elektrodzie
roboczej. Trzecim podej$ciem jest pomiar impedancji czyli uogdlnionej miary oporu
elektrycznego badanego obiektu. Obecny stan badanej probki znajduje odzwierciedlenie
w jej impedancji, a w zaleznosci od czestotliwosci pomiarowej mierzy¢ bedzie si¢
wartosci impedancji zwigzane z roznymi wlasciwosciami fizykochemicznymi obiektu.

Z wymienionymi zagadnieniami nieodlacznie zwigzany jest temat biosensorow,
ktore same w sobie stanowig wicksza grupe czujnikdéw réznych wartosci, a ich wspdlng
cecha jest wykorzystywanie w swojej konstrukcji badz trybie dziatania biologicznie
aktywnych elementow. Biosensory przeznaczone sg do badania probek zawierajace
dane czastki biologiczne np. mikroorganizmy, ptyny ustrojowe, skladniki zywnosci
a zwigzane z nimi zagadnienia nieodlgcznie wpisuja si¢ w obecne trendy badan
naukowych. Biosensory oprécz biologicznych warstw receptorowych w swojej
konstrukcji wymagaja rowniez odpowiednich elementéw przetwornikowych.

Bioragc pod uwage zagadnienia zwigzane z rozwijanymi alternatywnymi metodami
detekcji i monitorowania mikroorganizmow oraz zagadnienia konstrukcji biosensorow
zarowno pod wzgledem osadzania warstw receptorowych jak i konstruowania
elementow przetwornikowych warto zwroci¢ uwage na metody elektryczne
(w szczegdlnosci impedancyjne) ze wzgledu na ich zalety:

e detekcja bezposrednia (bez markeréw)

e metoda nieinwazyjna

e pomiar w czasie rzeczywistym

e w wyniku pomiaru i analizy uzyskuje si¢ informacj¢ o wtasciwosciach medium

oraz o procesach przyelektrodowych.

Aktualno$¢ tej tematyki potwierdza opracowany na podstawie studiow
literaturowych wykres liczby publikacji dotyczacych wykorzystania pomiarow
impedancji w systemach czujnikowych do detekcji i monitorowania mikroorganizméw
(rysunek 1.1).

W rozprawie autor skupia si¢ wlasnie na jednej z metod elektrycznych, a doktadniej
zastosowaniu spektroskopii impedancyjnej i czujnikow impedancyjnych do detekcji
I monitorowania warstw mikrobiologicznych. Dalsza cze$¢ wstepu przedstawia szerszy
opis wspomnianych warstw. Kolejny podrozdziat zawiera wprowadzenie
do zagadnienia czujnikow impedancyjnych, przeglad ich zastosowan oraz ich
rozwinigcia w postaci biosensorow a takze eksperymentalnych i komercyjnych
systemow pomiarowych. Nastgpnie na podstawie przedstawionego przegladu
sformutowane zostaja cele pracy.

Drugi rozdzial dysertacji skupia si¢ na zastosowanych w badaniach materialach
I metodach: opisuje czujniki impedancyjne wlasnego projektu, metode spektroskopii

! Eksperyment literaturowy wykonany przy uzyciu platformy Scopus, dane z lipca 2017 r.



impedancyjnej, komercyjne analizatory impedancji, wlasne projekty analizatorow
I sprzgtu pomocniczego — W tym obszerny opis ich konstrukcji, oraz oprogramowanie
sterujace zestawianymi stanowiskami pomiarowymi.
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Rysunek 1.1. Liczba publikacji dotyczacych wykorzystania pomiaréw impedanciji do detekcji
i monitorowania mikroorganizmow.

Trzeci rozdziat poswiecony jest charakteryzacji podstawowych wlasciwosci
| zastosowaniu  zaprojektowanych  czujnikoéw  impedancyjnych oraz  sprzetu
pomiarowego do monitorowania adhezji biatek oraz faz wzrostu biofilmu bakteryjnego
bakterii Pseudomonas aeruginosa i grzybow Candida albicans. Kazdy podrozdziat
konczy si¢ podsumowaniem uzyskanych wynikow.

Ostatni, czwarty rozdzial podsumowuje cata rozprawe odnoszac si¢ do osiggniecia
wyznaczonych celow oraz przedstawia wyciggnigte wnioski i sugerowane Kierunki
rozwinigcia opracowanych metod badawczych.

Badania opisane w rozprawie doktorskiej byly cze$ciowo realizowane w ramach
grantu ,,Czujniki 1 sensory do pomiar6w czynnikoéw stanowigcych zagrozenia
w srodowisku — modelowanie 1 monitoring zagrozen”, finansowanego przez Uni¢
Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego i budzetu panstwa
(numer projektu POIG.01.03.01-02-002/08) [2] [3] oraz grantu Wydziatu Elektroniki
Mikrosystemoéw 1 Fotoniki Politechniki Wroctawskiej ,,Modyfikacja stanowiska
do pomiarow wilasciwosci elektrycznych warstw mikrobiologicznych" nr B40037W12
(okres realizacji: 1.10.2014r. - 30.09-2015r.).

1.1. Warstwy mikrobiologiczne

Wszystkie mikroorganizmy i struktury biologiczne (grzyby, bakterie, wirusy, biatka
immunoglobuliny, enzymy, tancuchy DNA) zaadherowane do danej powierzchni moga
stanowi¢ warstwe mikrobiologiczng. Rozmiary obiektow, ktore mozna uznaé
za mikrobiologiczne rozciggaja si¢ na kilka rzedow wymiardw poczynajac
od nanometrowych czastek i par zasad DNA, poprzez biatka, wirusy, geny, komorki
bakteryjne na makroskopowych strukturach biofilmowych konczac. Rozpietosé
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rozmiarOw  obiektow biologicznych w  odniesieniu  do wytworéw techniki
zaprezentowano na rysunku 1.2.
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Rysunek 1.2. Nano i mikrostruktury biologiczne oraz ich wymiary w odniesieniu do wytworow
techniki [4].

a) Biatka, przeciwciata, koniugaty
grubos¢ warstwy < 100 nm

b) Bakterie, komorki
100 nm < grubosc warstwy < 100 pm

Rysunek 1.3. Warstwy mikrobiologiczne na
powierzchni czujnikéw impedancyjnych: a)  ¢) Biofilm
biatka, b) komorki bakteryjne, c) biofilm. 100 pm < grubosc warstwy

Obiektem zainteresowania autora rozprawy byly biatka i przeciwciala, mogace
stanowi¢ warstwy receptorowe biosensorow, ktorych to adhezje do powierzchni
czujnika badano metoda spektroskopii impedancyjnej oraz mikroskopii AFM, a takze
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bakterie i tworzone przez nie biofilmy, mierzone réwniez za pomoca spektroskopii
impedancyjnej 1 stanowigce najbardziej rozbudowany etap badawczy pracy. Warstwy
mikrobiologiczne, sktadajace si¢ odpowiednio z biatek, bakterii i1 biofilmow
zobrazowano na rysunku 1.3.

1.1.1. Biatka

Biatka (proteiny) sa wielkoczasteczkowymi (masa czasteczkowa od ok. 10 000
do kilku mln Daltonéw) biopolimerami, a wlasciwie biologicznymi polikondensatami,
zbudowanymi z reszt aminokwasow potgczonych ze sobg wigzaniami peptydowymi -
CONH-. Wystepuja we wszystkich zywych organizmach oraz wirusach, stanowia
material budulcowy komoérek. Synteza biatek odbywa sie przy udziale specjalnych
organelli komoérkowych zwanych rybosomami [5]. Biatka stanowig najbardziej
zrdznicowang grupe zwiazkow organicznych pod wzgledem wilasciwoscei i roli, jaka
odgrywaja w zyciu organizméw zywych - s3a przeno$nikami tlenu w organizmie
(hemoglobina), uczestnicza w jego przechowywaniu (mioglobina); odgrywaja istotng
role w rozrdéznianiu przez organizm substancji obcych od wtasnych (immunoglobuliny);
przeciwciala o budowie biatkowej uczestnicza w zwalczaniu infekcji wirusowych
| bakteryjnych; biatkami sg niektore hormony, odgrywaja one role regulatorow
metabolizmu (insulina), funkcji plciowych (gonadotropiny), proceséw wzrostu
(somatotropina) i in.; biatka sg niezbednymi sktadnikami struktur komorkowych
I tkankowych, u ros§lin — np. sktadnikami nasion, u zwierzat wchodzg w sktad pltynow
protein: a, B, a/f, o+p oraz klasy pomocnicze — przyktadowe struktury biatek
przedstawiono na rysunku 1.4.

a

Rysunek 1.4. Ilustracja przedstawiajaca siedem klas strukturalnych biatek: a) all-a, b) all-, c)
o/B, d) a+p, e) u (wielodomenowe), f) o (mate biatka) oraz g) p (peptydy) [7].

Szczegolnie istotnym typem biatek z punktu widzenia sensorow sg immunoglobuliny
(znane potocznie jako przeciwciata) 1 biatka receptorowe. Przeciwciata jako czesé
uktadu odpornosciowego u cztowieka i innych krggowcéw odgrywaja zasadnicza rolg
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W obronie organizmu przed bakteriami, wirusami i pasozytami zewnatrzkomorkowymi
oraz, W znacznie mniejszym stopniu, grzybami oraz pasozytami i bakteriami
wewnatrzkomérkowymi - gtéwnym zadaniem przeciwcial jest wigzanie danego
antygenu, co z kolei umozliwia zachodzenie innych proceséw neutralizujgcych antygen.
Podobnie do przeciwciat biatka receptorowe taczace si¢ z okreslong inng substancjg
(ligandem), taka jak np. neuroprzekaznik albo hormon, i inicjujace kaskade
przewodzenia sygnatu i reakcji komorki w odpowiedzi na ligand. Budowa biatkowych
fancuchow immunoglobulin przypomina ksztalt litery Y z 2 lancuchami cigzkimi
H (ang. heavy) biegngcymi od podstawy do koncow rozgalezionych ramion
I zrownolegle ulozonymi na zewnatrz tancuchow ciezkich 2 krétszymi tancuchami
lekkimi L (ang. light), lokujacymi si¢ wzdluz rozgalezionych ramion; pary
identycznych pod wzgledem sekwencji aminokwaséw tancuchow cigzkich i lekkich
sg potaczone wigzaniami disiarczkowymi. Blizsze podstawy Y sekwencje tancuchow
cigzkich 1 lekkich stanowig staly region przeciwciata (tzw. fragment Fc), ktory okresla
przynalezno$¢ do jednej z 5 klas immunoglobulin (IgG, IgA, IgM, IgE, IgD), jednej
z 4 podklas IgG 1 jednej z 2 podklas IgA; poszczegdlne klasy i1 podklasy przeciwciat
spehniajg roézne funkcje i wykazujg réozne powinowactwa lokalizacyjne [8]. Mozliwo$é
tworzenia zdefiniowanych warstw biatlkowych na danych powierzchniach, ktore
to mogg stuzy¢ za warstwy receptorowe, jest szczeg6lnie istotna dla wytwarzania
biosensoréw, inzynierii tkanek oraz badania podstawowych zagadnien zwigzanych
biologig komorki [9].

1.1.2. Biofilm

1.1.2.1. Charakterystyka

Zdecydowana wigkszo$¢ wystepujacych na $wiecie mikroorganizmow egzystuje
W postaci zorganizowanej, osiadlej na danej powierzchni, kolonii nazywanej biofilmem
[10]. Mikroorganizmy tworzace biofilm - w przeciwienstwie do swojej planktonicznej
formy — zwykle osadzone sg w zewngtrzkomorkowych substancjach polimerowych,
sktadajacych si¢ glownie z cukrow, bialek i DNA, nazywanych macierza biofilmu [11].
Macierz ta pelni role schronienia i tarczy, ostaniajacej mikroorganizmy przed wplywem
dziatania $rodowiska, lekami i innymi ksenobiotykami oraz aktywnymi elementami
uktadu immunologicznego — w tym wypadku ztozona struktura biofilmu i odmienne
cechy fizjologiczne drobnoustrojow go tworzacych, ttumacza po czgsci ich wysoka
oporno$¢ na dzialanie roéznych czynnikéw bakteriobdjczych, w tym oporno$¢
na antybiotyki.

Biofilmy s3 zdolne do tworzenia si¢ praktycznie na kazdego rodzaju powierzchni,
wtym na tkankach i abiotycznych biomateriatach wykorzystywanych do celow
medycznych [12]. Stanowig one zagrozenie posrednie lub bezposrednie w kazdej sferze
ludzkiego zycia, na kazdym jego etapie, rozpoczynajac od szkodliwego dziatania
biofilmow bakteryjnych w systemach produkcji Zywnos$ci, na chorobotwoérczych jego
wlasciwosciach w medycynie konczac. Szacuje sie, ze s3 one odpowiedzialne
za do 80% zakazen szpitalnych [13]. Szczegodlng role w tych zagrozeniach odgrywaja
bakterie takie jak: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, bakterie
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z rodzaju Streptococcus tworzace biofilmy jamy ustnej oraz Pseudomonas aeruginosa
rozwijajacy biofilmy u pacjentow z mukowiscydoza. W procesach produkcji zywnosci
izolowano biofilmy Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni a takze Shigella i Salmonella [14]. Wynika stad pilna potrzeba
opracowania nowych narzedzi pozwalajagcych na szybkie wykrycie "biofilmu
medycznego", poniewaz moze t0 pozwoli¢ na zastosowanie odpowiednich procedur
jego zwalczania. Nalezy tu zauwazy¢, ze narz¢dzia przeznaczone do szybkiego
wykrywania biofilméw mogg by¢ pomocne we wszystkich systemach przeplywowych
zagrozonych mozliwoscia rozwoju mikrobow. Wsrod przyktadow takich systemow
w srodowisku szpitalnym znajduja si¢ cewniki urologiczne, cewniki zywienia
pozajelitowego, oraz rury dystrybucji wody w szpitalu [15]. Uzycie czujnikéw
impedancji zapewnia mozliwo$¢ nieinwazyjnego, nie wymagajacego znacznikOw
pomiaru w czasie rzeczywistym i jest obiecujacym kierunkiem, ktore moze by¢
stosowane w sytuacjach klinicznych wymienionych powyze;j.

1.1.2.2. Macierz EPS

Bardzo istothym elementem kazdej biofilmujacej spotecznosci bakteryjnej jest
zdolno$¢ do tworzenia polimerowej macierzy pozakomorkowej EPS, ktéra spetnia
wiele roznorodnych funkcji. Stanowi ona 90% suchej masy formujacego si¢ biofilmu.

Macierz jest materiatem zewnatrzkoméorkowym, w wigkszo$ci produkowanym przez
mikroorganizmy, ktory przykrywa komoérki w biofilmie. W sktad macierzy wchodza
roézne biopolimery, ktére stanowigc rusztowanie dla trojwymiarowej struktury biofilmu,
jak rowniez odpowiadaja za adhezj¢ do powierzchni i kohezje komoérek wewnatrz
biofilmu. Model komoérek pokrytych EPS stanowiacych biofilm przedstawiono
narysunku 1.5. Zewnatrzkomorkowe substancje polimerowe immobilizujg komorki
w biofilmie, utrzymujac je w bliskim kontakcie, co umozliwia wymiang sygnatow
pomiedzy nimi 1 tworzenie przez to synergistycznego mikrokonsorcjum. Poprzez
utrzymywanie w jednej przestrzeni réznych enzymoéw, tworzony dodatkowo jest
zewngtrzny system trawienny, co pozwala dostarcza¢ zrodel wegla i energii budujacym
strukturg komorkom. Macierz stanowi tez centrum recyklingu, poniewaz zachowywane
sag W jej obrebie fragmenty i sktadniki zlizowanych komorek. Przechowywane jest
w niej takze DNA, ktore postuzy¢ moze do pozniejszego horyzontalnego transferu
genow. EPS moze dodatkowo stuzy¢ komorkom za Zzrodto substancji odzywcezych przy
ich braku w s$rodowisku. Rolg macierzy EPS jest réwniez ochrona komorek przed
wysychaniem, przed antybiotykami, metalami cigzkimi czy promieniowaniem
ultrafioletowym [11] [16]. Komorki tworzace wspolnote nie moga by¢ jednak
catkowicie odizolowane od $rodowiska zewnetrznego, dlatego macierz poprzecinana
jest kanalami wodnymi, ktéorymi transportowane sa substancje odzywcze oraz
metabolity wtorne, toksyczne dla komorek [17].
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Rysunek 1.5. Model biofilmu bakteryjnego osiadlego na stalej powierzchni: a) struktura
makrokolonii tj. komorki przykryte EPS, b) elementy sktadowe macierzy, c) przyktady
oddziatywan i wigzan pomigdzy elementami sktadowymi macierzy EPS, oraz d) model
interakcji fancucha alginatu (po prawej) z zewnatrzkomoérkowym enzymem - lipazg (po lewej)
[11].

1.1.2.3. Fazy wzrostu i degradaciji

Tworzenie si¢ jak i degradacja biofilmu jest procesem skomplikowanym. Niemniej
wyr6zni¢ mozna pie¢ podstawowych faz wzrostu i degradacji biofilmu [16] [17] [18]:

1. Adhezja poczatkowa - bakterie planktoniczne aklimatyzuja si¢ poprzez
wydzielanie molekut zwigkszajacych adhezj¢ do kolonizowanej powierzchni.
Komorki, posiadajace zdolno§¢ do aktywnego poruszania, ulegaja
unieruchamianiu. Dochodzi do ich adsorpcji na powierzchni w co zaangazowane
sa elementy adhezyjne: biatka adhezyjne, pilusy, wici, LPS, otoczki. Na tym
etapie moze doj$s¢ do adhezji odwracalnej, co oznacza, ze cz¢$¢ komodrek moze
przeksztalci¢ si¢ ponownie w formy planktoniczne w procesie desorpcji.

2. Adhezja nieodwracalna - Zwigzane z powierzchnig komorki wydzielaja molekuty
sygnatu produkcji i wydzielania zewnatrzkomorkowych biopolimerow, ktore stang
si¢ rusztowaniem trojwymiarowej struktury biofilmu.

3. Dojrzewanie | - Formuja si¢ mikrokolonie ztozone z komorek pokrytych
zelopodobng macierza EPS, komorki dzielg si¢ intensywnie.
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4. Dojrzewanie Il - Komorki wewnatrz biofilmu zwalniaja swoje podziaty,
a metabolizm przestawiony zostaje na sekrecj¢ polisacharydéw, podstawowego
komponentu macierzy. Biofilm osigga trojwymiarowa, dojrzata formg.

5. Rozproszenie — Komorki znajdujace si¢ na spodzie biofilmu osiagaja
przepelnienie co prowadzi do obnizonego dostgpu substancji odzywczych
i zwickszenia koncentracji odpadoéw, toksyn oraz metabolitow. Biofilm ulega
rearanzacjom, CO W konsekwencji prowadzi¢ moze do dyspersji komorek
ze wspolnoty badz catych fragmentow mikrokolonii (rysunek 1.6).

Rysunek 1.6. Cykl zycia biofilmu. Gérna czeg$¢ rysunku przedstawia pie¢ podstawowych faz
wzrostu i degradacji biofilmu. Dolna cze$¢ pokazuje odpowiadajace im fotomikrografie [19].

1.2. Impedancyjne metody badawcze warstw
mikrobiologicznych

Istnieje wiele typéw aparatury badawczej do pomiarow impedancyjnych obiektow
biologicznych. W sktad aparatury wchodza zarowno czujniki, bgdace elementem
bezposrednio stykajacym si¢ z badanym obiektem, jak 1 urzadzenia pomiarowe
przetwarzajace wielkosci fizyczne na dane liczbowe. Niniejszy podrozdzial prezentuje
przeglad roéznych wersji czujnikoéw (z 1 bez warstwy receptorowej) oraz
eksperymentalne i komercyjne systemy pomiarowe.
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1.2.1. Czujniki impedancyjne

Czujniki impedancyjne stanowig interfejs migdzy urzadzeniem pomiarowym
a badanym obiektem badz $rodowiskiem. Wlasciwosci fizykochemiczne otoczenia
czujnika oraz ich zmiany przektadaja si¢ na warto$¢ jego impedancji mierzonej przy
danej czestotliwosci. W zaleznos$ci od charakteru zmian otoczenia zmiany warto$ci
impedancji mogg by¢ zarowno duze, jak 1 pomijalnie mate. Stad nie znajac optymalne;j
czestotliwosci  pomiaru warto zastosowa¢ metode spektroskopii impedancyjnej
obejmujaca pomiar w szerokim zakresie czgstotliwosci przy niskim sygnale pobudzenia
I odpowiednig analiz¢ otrzymanych wynikow.

Sensory, ktorych warto$cia wyjsciowa jest impedancja przyjmuja wiele réznych
form i zastosowan. Stosuje si¢ czujniki dwu-, trzy- oraz czteroelektrodowe. Najprostszy
uktad dwuelektrodowy stosuje si¢ gtéwnie w czujnikach wilgotnosci oraz w systemach
nie wymagajacych niwelacji wpltywu zjawisk przyelektrodowych, natomiast
metrologicznie bardziej ztozone uklady trzy- i czteroelektrodowe znajduja zastosowanie
gléwnie w elektrochemii, gdzie ze wzgledu na Srodowisko cieczowe wystepuje
konieczno$¢ stabilizacji potencjatu migdzy elektrodami badz eliminacji wptywu zjawisk
przyelektrodowych na pomiar. Przyktadowe stanowisko pomiarowe wykorzystujace
dwuelektrodowy pomiar zawiesiny mikroorganizmow przedstawiono na rysunku 1.7.

analizator
impedancji

(a) (b)

modut
impedancji

komora pomiarowa

CzZas

Rysunek 1.7. Stanowisko do pomiaru zawiesiny mikroorganizméw: a) niebezposredni pomiar
impedancji mierzonego obiektu za pomoca czujnika z elektrodami palczastymi, b) zmiana
warto$ci modutu impedancji w czasie spowodowana wzrostem liczby komorek bakteryjnych
[20].

Czujniki impedancyjne wykazuja obiecujace wilasciwosci w zakresie mozliwosci
monitorowania nimi warstw mikrobiologicznych w postaci biatek [21] i biofilméw
bakteryjnych [22] [23] [24] [25]. W tym wypadku impedancja czujnika odzwierciedla
zdolnos¢ badanego obiektu biologicznego do przewodzenia pradu elektrycznego a takze
magazynowania energii w postaci pola elektrycznego. Wszystkie fizykochemiczne
zmiany zachodzace w obiekcie biologicznym wigza si¢ ze zmianami ich wlasciwosci
elektrycznych a co za tym idzie ich impedancji. Do tego mikrobiologicznie istotne
zjawiska takie jak fluktuacja koncentracji jonéw w medium, podziaty komorkowe oraz
adhezja do powierzchni elektrod moga by¢ potencjalnie wykryte za pomocg czujnikow
impedancyjnych [26] [27]. Najwigksza zaleta metod impedancyjnych jest mozliwosé
monitorowania wspomnianych zjawisk w czasie rzeczywistym. Kolejng zaleta jest

16



nieinwazyjnos¢, brak koniecznos$ci stosowania markeréw (label-free detection)
I uzyskiwanie dodatkowych informacji nt. elektrycznych wlasciwoséci otoczenia
czujnika.

Detekcja obecnosci bakterii za pomoca spektroskopii impedancyjnej moze by¢
potencjalnie przydatna we wszystkich systemach przeptywowych zagrozonych
namnazaniem si¢ mikrobow. Przyktadem takich systeméw sg w srodowisku szpitalnym
sg np. cewniki, wktucia centralne, a nawet rury doprowadzajace wode do pomieszczen
szpitalnych [15] [28].

W literaturze istniejg doniesienia nt. wykorzystania czujnikow impedancyjnych
potaczonych z zastosowaniem metody spektroskopii impedancyjnej do monitorowania
adhezji mikrobow oraz formacji biofilmu. Szczegdlnie brane pod uwage sa szczepy
bakterii powodujacych zakazenia szpitalne, takie jak Escherichia coli [22] [29] [30]
[31], Staphylococcus aureus [24] [29] [32], Staphylococcus epidermis [24] [33],
Pseudomonas aeruginosa [15] [28] [34] [35], Bacillus subtilis [34], oraz Salmonella
typhimurium [31] [36]. Do wspomnianych zastosowan wykorzystywane byly rowniez
mikroczujniki impedancyjne z elektrodami o strukturze palczastej [24] [31] [33] [37]
ze wzgledu na swoje nastgpujace zalety: mate wymiary czujnikow pozwalajace
na prowadzenie eksperymentu w malej skali z wykorzystaniem matej objgtosci probki,
szybki czas ustalania, niski omowy spadek potencjatu, zwigkszony wspotczynnik
sygnalu do szumu oraz wyzsza czuto§¢ w poréwnaniu do konwencjonalnych
makroelektrod.

Typowe czujniki z elektrodami palczastymi przeznaczone do badan
mikrobiologicznych zwykle wykonywane sa na krzemowych badz szklanych podtozach
z wykorzystaniem technik litograficznych [38]. Gtowng wada tego typu rozwigzan jest
wysoki koszt i skomplikowany proces produkcyjny. Ponadto w wypadku czujnika
wykorzystywanego wielokrotnie obawia¢ mozna si¢ jego szybkiego starzenia [30].

Czujniki impedancyjne wykonane w technologii PCB sg obiecujacy alternatywa
ze wzgledu na niskie kosztu produkcji i duzg tatwo$¢ wytwarzania [39]. Czujniki
na podtozu PCB byty juz badane pod katem mozliwos$ci zastosowan w mikrobiologii,
onkologii oraz immunologii, tj. wykrywania bakterii w moczu [29], analizy komorek
nowotworu jelita grubego [40], oraz detekcji interleukiny-12 [39] [41]. Ponadto
na podtozu PCB konstruowano konduktometryczne czujniki pH majace zastosowanie
w detekcji enterobakterii wytwarzajacych karbapenemaze [42]. Czujniki impedancyjne
wykonane w technologii LTCC réwniez daja pewne spektrum zastosowan.
W(g doniesien literaturowych przyrzady wykonane w technologii LTCC badane byty
pod katem mozliwosci zastosowania ich w mikrobiologii tj. monitorowania stanu
hodowli komérkowych [43], monitorowania roztworéw wodnych [44], monitorowania
koncentracji glukozy [45], stworzenia elektronicznego jezyka [46] oraz detekcji korozji
[47]. Jednakze, wymienione przyrzady wykorzystywaly do celéow pomiarowych
gléwnie metody woltamperometryczne unikajac spektroskopii impedancyjne;j.
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1.2.2. Biosensory

Wedtug Turnera, redaktora naczelnego czasopisma Biosensors and Bioelectronics
oraz konstruktora pierwszego elektrochemicznego czujnika zawartosci glukozy
we krwi, poprawna jest nastepujaca definicja biosensorow [48]:

Biosensory  t0  wrzgdzenia  analityczne  zawierajgce  material  biologiczny
(np. mikroorganizmy, tkanki, organelle, receptory, enzymy, przeciwciata, kwasy nukleinowe
itp.), pochodzqcy z materiatu biologicznego (np. przeciwciala rekombinowane, biatka
projektowane, aptamery itp.) lub material biomimiczny (np. syntetyczne receptory,
biomimetyczne katalizatory, ligandy kombinatoryczne, polimery z odciskiem molekularnym itp.)
bezposrednio  zwigzany lub zintegrowany z fizykochemicznym przetwornikiem lub
mikrosystemem przetwarzajgcym. Przetwarzanie moze bazowaé ha pomiarze optycznym,
elektrochemicznym, termometrycznym, piezoelektrycznym lub magnetycznym.

Jako glowny element konstrukcyjny biosensorow wykorzystuje si¢ zwykle
przetwornik elektryczny np. czujnik impedancyjny [49] [50] [51], mikrorezonatory
kwarcowe [52], mikrobelki krzemowe [53], matryce nanodrutow [54] lub urzadzenia
FET [55], ktory to wyposazony jest w odpowiednio przygotowang warstwe
receptorowg. Takowa warstwe moga stanowi¢ biatka [56] [57], przeciwciata [39] [58],
kwasy nukleinowe [59], aptamery [60] [61], enzymy [62] itp. Na rysunku 1.8
przedstawiono przykladowe elementy wchodzace w sktad typowego biosensora:
a) warstwa receptorowa selektywnie wigzgca si¢ z analitem, b) interfejs stuzacy jako
czujnik, dajacy sygnat w momencie zajscia reakcji biologicznej, c¢) odpowiedni
przetwornik (jako, ze sygnalem z czujnika moze by¢ wszystko od wigzki lasera
padajacej pod zmiennym katem po prad wytwarzany na elektrodach), podajacy
ustandaryzowany sygnal do toru przetwarzania, d) oprogramowanie komputerowe
do dalszej analizy otrzymanych danych.
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Rysunek 1.8. Przyktadowe elementy konstrukcyjne biosensora [63].

Dwie przyktadowe konstrukcje biosensora zrealizowane w oparciu o czujnik
impedancyjny z elektrodami o strukturze palczastej przedstawiono na rysunku 1.9.
W pierwszym wariancie (rysunek 1.9a) warstwa receptorowa sktada si¢ z przeciwciat
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immobilizowanych na elektrodach sensora. Obecno$¢ analitu (specyficznych komoérek
bakteryjnych) w probce spowoduje zwigzanie si¢ komoérek do warstwy receptorowe;j
aco za tym idzie wptynie na impedancj¢ sensora. Drugi wariant biosensora (rysunek
1.9b) w swojej konstrukcji nie przewiduje chemicznej modyfikacji elektrod, lecz
wykorzystuje ich witasciwosci fizyczne do zapewnienia bezposredniego kontaktu
sensora z analitem [64]. W omawianym wypadku warstwa receptorowa osadzona jest
na powierzchni magnetycznych koralikow mikroskopijnej wielkos$ci, ktorych zadaniem
jest zwigzanie analitu a nast¢pnie adhezja do powierzchni elektrod.

W ostatnich czasach popularne stajag si¢ stosowanie materiatdw weglowych
tj. grafitu, grafenu oraz nanorurek do wytwarzania badz modyfikacji powierzchni
elektrod czujnikow konduktometrycznych 1 impedancyjnych stanowigcych baze
biosensora [60] [59] [61] [62]. Zastosowanie wymienionych materiatow konieczne jest
do osadzenia pewnych typow warstw receptorowych oraz poprawy stabilnosci
i produkcyjnej powtarzalno$¢ biosensorow. Poza zastosowaniami czujnikowymi
modyfikacja elektrod grafenem znajduje zastosowanie w ogniwach paliwowych
poprawiajac ich wydajnos¢ [65].
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komérki bakteryjne unieruchomione na komorki bakteryjne z immunomagnetycznymi
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:l :] rzut boczny naprzemiennie utozonych elektrod palczastych

(o komorki bakteryjne
7*‘ immunomagnetyczne koraliki
b przeciwciata

Rysunek 1.9. Zasada dziatania biosensora impedancyjnego: a) wyposazonego w warstwe
receptorowa ztozong z immobilizowanych przeciwciat, b) opartego na niespecyficznej adsorpcji
komorek bakteryjnych do powierzchni elektrod [20].

Oprécz popularyzujacych sie¢ materiatow weglowych zioto wcigz pozostaje szeroko
rozpowszechnionym substratem do wytwarzania elektrod czujnikoéw [66] [64],
szczegolnie, jesli tiole (np. kwas 11-mekraptoundekanowy, 11-MUA) stanowig linker
miedzy elektroda a biologicznie aktywnymi czastkami [57].
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1.2.3. Eksperymentalne systemy pomiarowe

W literaturze opisywane sg autorskie systemy pomiarowe wykorzystujace pomiar
impedancji do badania koncentracji bakterii w medium [67] [68] jak i wzrostu biofilmu
[69]. Systemy te wykorzystuja pomiar impedancji przy jednej czestotliwosci
pomiarowej. Skonstruowanie systemu potrafigcego mierzy¢ w szerokim zakresie
czestotliwosci jest zagadnieniem trudnym. Stad szczegolnie interesujgce wydajg si¢ by¢
konstrukcje oparte na uktadzie scalonym ADS5933, i im wlasnie po$wiecony jest
podrozdziat 1.2.3.1.

1.2.3.1. AD5933

Cytujac dokumentacje uktadu scalonego AD5933: ,,Uktad AD5933 jest konwerterem
impedancji o wysokiej precyzji, taczacy w sobie generator przebiegi sinusoidalnego
z 12-bitowym ADC. (...) Sygnat odpowiedzi pobudzanego obiektu prébkowany jest
przez ADC a nastgpnie przetwarzany za pomocg DFT” [70]. Napigcie pobudzenia
generowane przez ADS5933 jest programowalne, a komunikacja ze $wiatem
zewnetrznym zrealizowana jest za pomocg interfejsu I°C.

W literaturze istnieja doniesienia nt. prob zastosowania uktadu ADS5933
w diagnostyce biomedycznej. Wykorzystywany byt on m. in. do monitorowania
hodowli komérkowych [71] [72], pomiaréw pojedynczych komoérek [73], wykrywania
koagulacji krwi [74], pomiar biosensoréw [75], ogdlne pomiary bioimpedancji [76] [77]
[78] [79] [80]. Inne zastosowania obejmowaty monitorowanie obiektow technicznych
jak konstrukcje stalowe i mosty [81] [82]. Nalezy tutaj zauwazy¢, ze w celu uzyskania
kompleksowych informacji dotyczacych wlasciwosci elektrycznych mierzonego
obiektu i mozliwos$ci analizy danych pomiarowych za pomoca EEC impedancja musi
by¢ mierzona w szerokim zakresie czestotliwosci [83].

Dane techniczne przyktadowych miernikéw impedancji zbudowanych w oparciu
0 uktad AD5933 wymieniono w tabeli 1.1. Z wymienionych konstrukcji jedynie trzy
pozwalaja na pomiar impedancji w zakresie czestotliwosci wigkszym niz trzy dekady.
Typowy zakres mierzonej impedancji zawiera si¢ w przedziale od 10 Q do ponad
1 MQ, jednakze w wielu wypadkach nie jest on okreslony. Wigkszo$¢ z wymienionych
miernikow impedancji wymaga dodatkowego analogowego uktadu elektronicznego dla
zapewnienia odpowiedniego interfejsu pomigdzy uktadem ADS5933 a mierzonym
obiektem.

Wigkszos¢ z cytowanych artykuléw skupia si¢ na aspekcie eksperymentalnym
opisywanych badan i nie ujawnia szczegotow konstrukcyjnych miernikow impedancji.
Nawet dokumentacja 1 noty aplikacyjne uktadu scalonego AD5933 dostarczone przez
producenta (Analog Devices) nie zawieraja pewnych istotnych informacji. Autor
rozprawy podejmuje temat konstrukcji wlasnego miernika opartego na uktadzie
AD5933 (rozdziat 2.4.1) i ze szczegotami przedstawia wszystkie etapy projektu,
co moze okaza¢ si¢ pomocne dla wszystkich konstruktorow budujacych analizatory
oparte o ten wtasnie uktad.
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Tabela 1.1. Lista miernikow impedancji bazujacych na uktadzie AD5933.

. Zakres Zakres Blad
Autor Zastosowanie ., . ..
czestotliwosci impedancji maksymalny
.. Monitorowanie
.J.Ch . .
C. J. Chen 1'in hodowli Tylko 10 Hz Brak danych Brak danych
[71] . .
komorkowe;j
T Monitorowanie | ;55 1, _ 100 2 % - modut,
Schwarzenberger | hodowli KHz Brak danych 2 0% - araument
iin. [72] Komérkowej °-arg
M. H-Wang 1in. | o0 miary Ponad 10% dla
[73] . 0.1 Hz - 100 .
pojedynczych 100 Q — 10 MQ | pomiarow
(wykorzystano Komérek kHz Komorek
AD5934) omore omeore
J. Broeders i in. Pomiary
. 10 Hz-100kHz | 10 Q — 5 MQ Brak danych

[75] biosensora
P. Bogbnez- Monitorowanie 100 Hz — 200 100 1k 2.5 % - modult,
Franco i in. [77] bioimpedancji kHz 4.5 % - argument

0.7 % -
J. Ferreiraiin. Pomiar rezystancja,
[78] bioimpedancii 5 kHz — 450 kHz | Brak danych 17 % -

reaktancja
C.Margoiin. Pomiar 2.5 % - modult,
[79] bioimpedancji | - <112~ 100 kHz | Brakdanych 1) 5o roum,
A. Melwin i K. Pomiar sktadu 2 % (nie

. . Tylk kH Brak h

Rajasekaran [80] | ciata ylko 50 kHz rak danye sprecyzowano)
J. Hojai G. m’;;:m":a”'e 0.01Hz-1200 | . |16%-modul
Lentka [81] [82] J kHz 0.6 % - argument

technicznych

1.2.4. Systemy komercyjne

Na rynku dostepne sa komercyjne systemy pomiarowe przystosowane do zastosowan
w mikrobiologii, bazujace na pomiarach impedancji. W $rod nich wyr6zni¢ mozna dwa

rodzaje systemoéw wykorzystujace:

1. planarne mikroczujniki impedancyjne, nastawione na pomiar Stanu warstwy
mikrobiologicznej osiadajacej (adhezja biatek lub komorek) badz wytwarzajacej si¢
na czujniku (np. wzrost biofilmu) - do tego rodzaju systemow naleza xCELLignence

RTCA i Bionas Discovery 2500,

2. klasyczne, podtuzne makroelektrody rozmieszczone w relatywnie duzych odstepach,
nastawione na pomiar catej zawiesiny mikroorganizmow i detekcje zwigkszonej
konduktancji medium na skutek aktywnosci metabolicznej danych komorek
(wykorzystywane np. w badaniach bakterii
do monitorowania stanu hodowli komdrkowej w bioreaktorze) - do tego rodzaju
systemOw nalezg: RABIT, BacTrac, FUTURA, iBiomass.
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1.2.4.1. xCELLigence RTCA

XCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) (ACEA Biosciences, Inc.) jest
popularnym urzadzeniem stuzacym do nicinwazyjnego monitorowania impedancji
w czasie rzeczywistym, w celu okres$lenia proliferacji komoérek, ich zmian
morfologicznych oraz adhezji, bez koniecznosci stosowania markerow [84] [85] [86].
W  zaleznosci od wersji wyposazone jest ono w plytki zawierajace 16 lub
96 niezaleznych celek pomiarowych zawierajacych mikroczujniki impedancyjne.
Pojedyncza celke pomiarowa zaprezentowano na rysunku 1.10. Wazng cecha jest to,
ze wynik badania podawany jest w jednostkach arbitralnych okre$lonych jako ,,Cell
index”. Producent nie podaje tez zakresu czgstotliwosci, w jakim operuje system —
znane jest jedynie zmienne napi¢cie pobudzenia wynoszace 22 mV.

Rysunek 1.10. Pojedynczy dotek (1 z 96) ptytki typy E-Plate: a) uproszczony rysunek elektrod,
b) zdjecie dotka, ¢) ludzkie komorki na powierzchni czujnika, d) komoérki po wybarwieniu [84].

1.2.4.2. Bionas Discovery 2500 system

Bionas Discovery 2500 (Bionas GmbH) jest zlozonym systemem pomiarowym
pozwalajagcym na monitorowanie w czasie rzeczywistym parametréw fizjologicznych
komorek [87]. Wykorzystuje w tym celu chip Bionas SC1000, umozliwiajacy pomiar
odczynu pH, poziomu natlenienia oraz impedancji badanego obiektu — chip
wyposazony jest w mikroczujnik impedancyjny o strukturze palczastej. System
pomiarowy moze obstuzy¢ do 6 chipéw [88]. System wraz z chipem przedstawiono
na rysunku 1.11.

Rysunek 1.11. System pomiarowy i chip: a) Bionas Discovery 2500, b) Bionas SC1000.

Niestety podobnie jak w wypadku xCELLigence producent nie podaje, w jakim
zakresie badz przy jakiej czestotliwosci wykonywany jest pomiar impedancji, podobnie
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nieznany jest sygnal pobudzenia jak i wynik przedstawiany za pomoca jednostek
arbitralnych.

1.2.4.3. RABIT - Rapid Automated Bacterial Impedance Technique

RABIT (Don Whitley Scientific) jest systemem pomiarowym bazujagcym na pomiarze
impedancji przeznaczonym do szybkiej detekcji bakterii, drozdzakow i grzybow [89].
System zapewnia regulowang temperature inkubacji probek, co przydaje si¢ w wypadku
badan mikrobiologicznych. System posiada 2 tryby pomiarowe: bezposredni, bazujacy
na zwyklym pomiarze konduktancji migdzy elektrodami zanurzonymi w prébcee, ktorej
to konduktancja zmienia si¢ w zaleznoSci od aktywno$ci metabolicznej
mikroorganizméw oraz tryb posredni, w ktérym to elektrody sa galwanicznie
odseparowane od probki, natomiast znajduje si¢ miedzy nimi materiat wrazliwy
na dwutlenek wegla, ktory zmienia swoja impedancj¢ w zaleznosci od ilosci CO;
wyprodukowanego przez hodowle. Tryb posredni przydaje si¢ do detekcji
mikroorganizméw, ktorych aktywno$¢ metaboliczna nie wplywa na rezystancje
medium. Ponadto RABID posiada budowe modutowg — pozwala na potaczenie ze sobg
az 16 modutéw po 32 celki pomiarowe kazdy uzyskujac w ten sposob quasi-
jednoczesny pomiar 512 probek [90]. System pomiarowy oraz celk¢ pomiarowa
do pomiaru posredniego zaprezentowano na rysunku 1.12. Mimo nieznanej
czestotliwosci  pomiarowej 1 sygnalu pobudzenia wyniki pomiarow podawane
sa W simensach, co moze by¢ przeliczone na inne jednostki pochodne.
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Rysunek 1.12. a) System RABIT, b) umieszczanie celki pomiarowej z probkag w urzadzeniu, c)
celka CO,-wrazliwa do pomiaréw posrednich.

1.2.4.4. BacTrac 4300 i BioTrac 4250

BacTrac 4300 i BioTrac4250 (Sy-Lab Microbiology) sa systemami pomiarowymi
przeznaczonymi do badania ptynnych probek mikrobiologicznych — stosuja pomiar
impedancji badanego obiektu [91]. Pierwszy z nich jest wigkszym systemem,
z miejscem przewidzianym na 64 celki pomiarowe i dwie komory Kklimatyczne,
potrafigcy mierzy¢ metoda dwu- 1 czteroelektrodowa. Drugi system jest wersjg
uproszczong, posiadajaca miejsce na 21 celek pomiarowych, jedng komorg klimatyczna,
oraz potrafi mierzy¢ tylko dwuelektrodowo [92]. Wymienione systemy pomiarowe
wraz z celkami pomiarowymi zaprezentowano na rysunku 1.13. Jako wynik pomiaru
otrzymuje si¢ dwie wartosci arbitralne: ,,M-value” oraz ,,E-value”. Powigzane sg one
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odpowiednio ze stanem medium oraz elektrod. Niestety rowniez nie sg znane parametry
sygnatu pomiarowego.

L

a)

Rysunek 1.13. Urzadzenia: a) BacTrac 4300 i b) BioTrac 4250, ¢) celki pomiarowe cztero i
dwuelektrodowa oraz d) wizualizacja elementow biologicznych w celce [92].

1.2.45. FUTURA

FUTURA (Aber Instruments) jest systemem pomiarowym o duzej elastycznosci
I mozliwosciach konfiguracji, gdyz moze si¢ na niego sktada¢ wiele roznych urzadzen,
aczkolwiek sondy przeznaczone sg do wspotpracy z duzymi bioreaktorami. Wyrdznia
si¢ trzy podstawowe komponenty: sonda z czujnikiem, umieszczana w hodowli
komoérkowej; modut komunikacyjny, potrafigcy obstuzy¢ od 1 do 8 czujnikow;
jednostke przetwarzajaca dane otrzymywane z modulu komunikacyjnego (rysunek
1.14). Oprécz zrdéznicowanego zestawu elementéw podstawowych producent oferuje
rézne warianty oprogramowania. Sadzac pod danych katalogowych sond system
przewidziany jest do pomiaru impedancji w zakresie od 50 kHz do 20 MHz w uktadzie
dwu- lub czteroelektrodowym. Dane wyjsciowe moge by¢ podawane w simensach
na centymetr lub w zdefiniowanych przez producenta jednostkach okreslajacych liczbe
komorek badz ich mase w jednostce objetosci (komoérek na litr lub gramow na litr) [93].
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Rysunek 1.14. Przyktadowe elementy sktadowe systemu FUTURA: a) sonda o $rednicy 25 mm
przeznaczona do duzych bioreaktorow, b) aktywny uchwyt do sondy, ¢) modut komunikacyjny
na 8 czujnikoéw [93].

1.2.4.6. iBiomass

iBiomass (Fogale Biotech) jest siostrzanym systemem produktéw FUTURA
opisanym w podrozdziale 1.2.4.5. Posiada rowniez modutowa budowe, obstuge wielu
czujnikow, pomiar w uktadzie dwu- lub czteroelektrodowym oraz jest przeznaczony
do wspotpracy z bioreaktorami. Dane katalogowe nie podaja zakresu czestotliwosci
pomiaru, lecz ich wynik podawany jest w simensach na cm lub faradach na cm [94].
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1.2.4.7. Bactometer i Malthus

Bactometer Microbial Monitoring System firmy bioMerieux i Malthus
Microbiological Analyzer firmy Malthus Instruments Ltd. sg historycznymi,
niedostepnymi obecnie w sprzedazy systemami do impedancyjnego pomiaru probek
mikrobiologicznych. Wyniki pomiaru podawane byly simensach. Systemy
te wykorzystywane byly glownie do pomiaru wzrostu hodowli komoérek [95], w tym
bakteryjnych [96] [97] [98].

1.3. Cele pracy

Przeglad informacji dotyczacych impedancyjnych metod badawczych warstw
mikrobiologicznych doprowadzit autora do sformutowania nastgpujacych celow
badawczych:

1. Opracowanie miniaturowego czujnika impedancyjnego wysokiej jakosci,
wykonanego technikami mikroelektronicznymi, zdolnego do monitorowania
adhezji 1 wzrostu warstw mikrobiologicznych oraz stanowigcego baze do dalszych
badan.

2. Ze wzgledu na wymagania 1 wysokie koszty produkcji technikami
mikroelektronicznymi kolejny cel stanowit znalezienie alternatywy — opracowanie
taniego w produkcji miniaturowego czujnika zdolnego do monitorowania adhezji
I wzrostu warstw mikrobiologicznych, ktory mogtby by¢ uzywany jednorazowo.

3. Opracowanie systemu pomiarowego, umozliwiajgcego pomiar impedancji
w szerokim zakresie czestotliwosci i zdolnego obstuzy¢ jednoczes$nie wiele
czujnikow.

4. Wykorzystanie metody spektroskopii impedancyjnej wraz z modelowaniem EEC
do identyfikacji zjawisk przewodnictwa i polaryzacji wptywajacych na zmiany
ksztattu widma impedancji czujnika podczas badania warstw mikrobiologicznych

Realizacja wyznaczonych celow opisana zostala w dalszych rozdziatach rozprawy.
Wymagata ona teoretycznego zapoznania si¢ z metodg spektroskopii impedancyjnej,
poznania komercyjnego jak i konstrukcji wlasnego sprzetu pomiarowego oraz sprzetu
pomocniczego 1 oprogramowania sterujgcego. Ponadto zaprojektowano i1 zlecono
wykonanie czujnikow impedancyjnych wykorzystywanych pédzniej w badaniach
Wszystkie materiaty 1 metody opisano w rozdziale 2.

Kolejnym krokiem realizacji celow bylo przeprowadzenie badan nad zastosowaniem
czujnikow impedancyjnych w pomiarach warstw mikrobiologicznych, poczawszy
od wyznaczenia podstawowych parametrow czujnikéw, poprzez pomiary adhezji biatek
do powierzchni czujnikéw, a na pomiarach wzrostu i degradacji biofilméw konczac.
Przeprowadzone badania opisano w rozdziale 3.

Rozprawa zwienczona jest podsumowaniem rozliczajagcym realizacj¢ wyznaczonych
celow zawartym w rozdziale 4.
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2. Materialy 1 metody

2.1. Czujniki impedancyjne

Czujniki impedancyjne stanowig interfejs mi¢dzy urzadzeniem pomiarowym
a badanym obiektem. Zmiany fizykochemiczne zachodzace w o$rodku przylegajacym
do elektrod sensora (np. zmiana wilgotno$ci otoczenia, stezenia jondOwW w roztworze
wodnym, odczynu pH) powodujg zmiany jego impedancji.

Opisywane w rozprawie badania stanowig kontynuacje prac dra inz. Mateusza
Wroniskiego z Zaktadu Nanometrologii WEMIF PWr, obejmujacych zastosowanie
miniaturowych czujnikow impedancyjnych z elektrodami o strukturze palczastej do
pomiaru zmian wilasciwosci fizykochemicznych pozywek i zawiesin bakteryjnych
[11[2] [99]. Uzywane w tym celu byly dedykowane mikroczujniki impedancyjne
0 roznych rozstawach elektrod na podlozu krzemowym wykonywane w Instytucie
Technologii elektronowej w Warszawie przedstawione na rysunku 2.1. Efektem prac
bylto zidentyfikowanie zjawisk zachodzacych w badanych prébkach oraz opracowanie
zestawu fizykalnych elektrycznych modeli rownowaznych aproksymujacych uzyskane
widma impedancji. Prowadzone pomiary pozwolity na zebranie widm impedancji
typowych pozywek i buforow hodowlanych oraz na zbadanie zalezno$ci impedancji
od wielu parametréw, m.in. temperatury, ilosci cieczy nad elektrodami czy zawartosci
jonéw. Okreslono tez strukture dwoch podstawowych modeli réwnowaznych
pozwalajacych na aproksymacje wszystkich uzyskanych widm impedancji.

&UU[H.A _ .ullll“i

Rysunek 2.1. Mikroczujniki impedancyjne na podtozu krzemowym [1]. Liczby na prawym
obrazku oznaczajg rowne sobie szerokosci palcow elektrod i odlegltosci miedzy nimi.

Zaprezentowane czujniki posiadaja miniaturowe rozmiary. Dzigki nim

charakteryzowaty sie nastepujgcymi cechami [100]:

e Zakladajac, ze osrodek otaczajacy czujnik jest jednorodny, to pole elektryczne
bedzie zamykac¢ si¢ na wysoko$¢ rowng sumie odlegtosci miedzy elektrodami
I szerokosci elektrody jak przedstawiono na rysunku 2.2, a co za tym idzie pomiar
wykonywany bedzie bardzo lokalnie.

e Szybki czas ustalania

e Duzy SNR (brak koniecznos$ci stosowania elektrody referencyjnej jak w klasycznej
elektrochemii)
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e Szeroko$¢ 1 rozstaw elektrod powinny by¢ wymiarami zblizone do mierzonego
obiektu jak na rysunku 2.3.

Pole
elektryczne

Elektroda

Podtoze

Rysunek 2.2. Rozktad linii pola elektrycznego miedzy elektrodami planarnymi w jednorodnym
srodowisku. W odlegtosci L od powierzchni elektrod zawiera si¢ 99% linii pola [50].

Rysunek 2.3. Przyktady bakterii na czujniku impedancyjnym [50] [51].

Przedmiotem badan autora rozprawy byly rézne rodzaje czujnikow impedancyjnych
z elektrodami o strukturze palczastej. Roznily sie przede wszystkim podlozem
acozatym idzie technologia wykonania oraz rozmiarami iSsposobem wykonania
elektrod. Ponizsze podrozdziaty szczegdtowo opisuja przetestowane sensory.

2.1.1. Mikroczujniki impedancyjne na podtozu szklanym i krzemowym

Mikroczujniki impedancyjne na podlozu szklanym i krzemowym wykonano
Instytucie Technologii Elektronowej w Warszawie [101].

Przed podjeciem procesu produkcyjnego czujniki zaprojektowano w programie
AutoCAD (format DWG) jak pokazano na rysunku 2.4. Geometria rozstawu ztaczy jak
1 samej grubo$ci krzemu przewidywata mozliwo$¢ podtaczenia czujnika do zlacza typu
micro USB B, eliminujgc tym samym koniecznos$¢ klejenia czujnika do ptytki nosnej
| czasochlonnego lutowania ztgczy, ktora miata miejsce w poprzedniej generacji
czujnikow.
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Rysunek 2.4. Projekt CAD czujnika z elektroda ochronng na podtozu krzemowym. Kolorem
zOttym zaznaczono metalizacj¢ dwutlenku krzemu na powierzchni podloza, kolorem
czerwonym metalizacje kontaktu omowego do dolnej warstwy krzemu.

Pierwszy rodzaj z wymienionych wyzej czujnikdéw wykonano na szkle typu PYREX,
a drugi na utlenionym podlozu krzemowym. W obydwu wypadkach proces
technologiczny formowania elektrod palczastych wygladal podobnie. W pierwszej
kolejnosci na podtoze naparowano 10 nm warstwe adhezyjng tytanu i 650 nm warstwe
zlota. Nastepnie w procesie fotolitografii bezmaskowej (ang. Direct writing
lithography) zdefiniowano struktur¢ czujnikow i przeprowadzono mokre trawienie
warstwy zlota i tytanu. Po trawieniu usunig¢to emulsj¢ Swiattloczuta. Schemat procesu
technologicznego przedstawiono na rysunku 2.5. Jako$¢ wykonania elektrod okreslono
za pomoca mikroskopu sil atomowych — wyniki pomiaru topografii powierzchni
elektrod jak i kontrastu fazowego zaprezentowano na rysunku 2.6. Ostatni etap procesu
wytwarzania czujnikow na utlenionym krzemie obejmowal formowanie kontaktow
omowych do podtoza. Na rysunku 2.7 zaprezentowano zdjecia wykonanych czujnikéw
impedancyjnych oraz sposéb ich mocowania za pomocg wtyczki micro USB.

a) d) — - -

- m
_ ztoto tytan podfoze rezyst

Rysunek 2.5. Schemat procesu technologicznego czujnikéw impedancyjnych: a) naparowanie
tytanu i ztota na podloze, b) natozenie emulsji $wiattoczutej, ¢) zdefiniowanie wzoru, d) mokre
trawienie ztota i tytanu, €) usuniecie emulsji Swiattoczute;j.
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Rysunek 2.6. Topografia (lewy) i przesunigcie fazowe (prawy) powierzchni ztotej elektrody
czujnika zbadane mikroskopem sit atomowych.

Rysunek 2.7. Mikroczujniki impedancyjne: a) wytworzone na krzemie, b) wytworzone
na szkle, c) zamontowany we wtyczce micro USB, d) zbliZenie na strukture elektrod.

Wydtuzony ksztalt czujnikow pozwala na ich pionowe umieszczenie w dotkach
ptytki titracyjnej, co jest istotne w pomiarach probek biologicznych (rysunek 2.7c).
Odlegtos¢ pomigdzy elektrodami i szerokos¢ palcéw elektrod wynosity 20 um, zas pole
elektrod miato wymiary 0,6 x 1 mm® Czujniki wykonane na warstwie SiO, posiadaty
dodatkowa, $rodkowsa elektrode — elektrode ochronng (EO), podlgczang do masy.
Zadaniem EO, wykonanej jako kontakt omowy do krzemowego podtoza, jest eliminacja
wplywu pasozytniczego sprz¢zenia pojemnosciowego elektrod przez przewodzace
podtoze. Ilustracje zjawiska sprzezenia pojemnosciowego w czujniku na utlenionym
krzemie i spos6b podtaczania EO przedstawiono na rysunku 2.8.
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Rysunek 2.8. Przekrdj czujnika impedancyjnego na utlenionym krzemie w ukladzie
pomiarowym z elektrodg ochronng podtaczona do masy.

2.1.2. Czujniki impedancyjne w technologii PCB

Ze wzgledu na wysokie koszty produkcji czujnikow technologig mikroelektroniczng
autor rozprawy zdecydowal si¢ poszukaé tanszego rozwigzania. Pierwszym pomystem
bylo zaprojektowanie czujnika w ogdlnodostepnej technologii, ktory bylby
konstrukcyjnie podobny do przedstawionego w poprzednim podrozdziale pierwowzoru.

Uktad czujnika zostat zaprojektowany w programie Eagle (CadSoft). Projekt
przewidywal obecnos$¢ elektrod o strukturze palczastej jako interfejs z otoczeniem
sensora. Kazda z elektrod sktadala si¢ z pieciu palcéw o dlugosci 1,9 mm i szerokos$ci
0,25 mm. Czujniki wyprodukowano w firmie Satland Prototype (Gdansk) w technologii
obwodu drukowanego PCB na powszechnie wykorzystywanym w elektronice laminacie
epoksydowym typu FR-4. Grubos¢ warstwy miedzi na laminacie wynosita 35 um. Dla
zapewnienia stabilnosci powierzchni zastosowano zlote pokrycie elektrod, wykonane
jeszcze na etapie produkcyjnym. Dzieki niskiemu kosztowi produkcji sensory
przewidziane byly jako jednorazowego uzytku zapewniajgc tym samym mozliwie
najlepiej powtarzalny stan poczatkowy czujnika a co za tym idzie warunki poczatkowe
pomiaru. Czujniki zaprezentowano na rysunku 2.9.

2 mm

4.8 mm

Rysunek 2.9. Czujniki impedancyjne
wykonane w technologii PCB: a) widok
ogolny, b) zblizenie na elektrody. a)

B b

Ogledziny czujnika pod SEM przedstawione na rysunku 2.10 wykazalty mozliwg
porowato$¢ laminatu (podtoza) PCB. Stad pomyst stworzenia trzech wersji sensora
roznigcych si¢ powierzchnig pokrycia soldermaski. Pierwszy typ sensora nie byt
pokryty soldermaska, drugi posiadat wyciecie na pole elektrod posiadajac jedynie
zabezpieczone doprowadzenia, trzeci przewidywal pokrycie catej powierzchni czujnika
z wyjatkiem samych palcow elektrod i stykéw. Trzy wersje sensora przedstawiono
na rysunku 2.11.
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Rysunek 2.10. Obraz SEM czujnika: krawedz elektrody i podtoza PCB (lewy), krawedz
elektrody i soldermaski (prawy).

Rysunek 2.11. Trzy typy czujnikéw
wykonanych w technologii PCB. Bez pokrycia
soldermaskag (lewy), z pokrytymi
doprowadzeniami  elektrycznymi  (§rodek)
i catkowitym pokryciem soldermaska
Z wyjatkiem samych palcow elektrod i stykow.

2.1.3. Czujniki impedancyjne w technologii LTCC

Projekt i1 uktad czujnika jest identyczny jak opisano w sekcji 2.1.2. Sensory
wykonano w Zakladzie Mikrosysteméw 1 Fotoniki Wydziatu Elektroniki
Mikrosysteméw 1 Fotoniki Politechniki Wroctawskiej w technologii LTCC. Jako
podtoze zastosowano 4 warstwy ceramiki GreenTape™ 951 (DuPont). Pozadany ksztatt
uzyskano poprzez cigcie wigzka lasera (LPKF Protolaser U cutting system). Elektrody
i ich doprowadzenia elektryczne zostaly naniesione na ceramiczne podloze metodg
sitodruku (ztota pasta przewodzaca ESL 8880-H, Electroscience Laboratories). Na
wierzch naniesiona zostala dodatkowa warstwa ceramiki celem odizolowania
doprowadzen elektrycznych. Gotowe czujniki przedstawiono na rysunku 2.12.

Ogledziny czujnika pod skaningowym mikroskopem elektronowym zaprezentowane
na rysunku 2.13 ujawnity nierownomiernie uformowane brzegi elektrod czujnikow,
jednakze jest to wynik ograniczen technologicznych zastosowanej maszyny oraz
rozdzielczo$ci zastosowanego sita 1 nie stanowi przeszkdd w zastosowaniu

aplikacyjnym.
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Rysunek 2.12. Czujniki  impedancyjne
wykonane w technologii LTCC.

Rysunek 2.13. Obraz SEM elektrod czujnika
na pOd]fOZu LTCC. 'E'w 20000V CZBSD | Probe= 1.0nA =

80mm Width=5.587 mm  Chamber = 6.64e-004 Pa. Ml Wroctw Universiy of Technoligy

2.1.4. Mikroczujniki impedancyjne na mikrodzwigni krzemowej

W Zaktadzie Nanometrologii Wydzialu Elektroniki Mikrosysteméw i Fotoniki
Politechniki Wroctawskiej we wspolpracy glownie z Instytutem Technologii
Elektronowej (Warszawa) 1 Instytutem Immunologii 1 Terapii Dos$wiadczalnej
(Wroctaw) od dekady rozwijane s3 metody pomiarowe majace za zadanie
wykorzystanie mikrodzwigni krzemowych jako czujnikow biochemicznych [102]:
badane sg sposoby nanoszenia warstw receptorowych [103] [104], metody odczytu
ugiccia mikrobelek [105] jak i sposoby wytwarzania samych mikrodzwigni [106].
Jednym z gtéwnych osiggnie¢ w tym zakresie jest skonstruowanie matrycy
mikrodzwigni krzemowych do detekcji i rozpoznawania endotoksyn bakterii gram-
ujemnych [53].

Trzonem prezentowanego czujnika jest mikrobelka krzemowa o grubosci 1 pum. Jej
ksztalt i wymiary w milimetrach zaprezentowano na rysunku 2.14. Dla zapewnienia
separacji galwanicznej powierzchni¢ mikrobelki pokryto cienka warstwa dwutlenku
krzemu. Na powierzchni¢ izolatora zostaty naniesione dwie ztote elektrody o strukturze
palczastej. Grubo$¢ warstwy ztota wynosita okoto 280 nm. Szerokos$¢ palcow elektrody
1 odstepy miedzy nimi wynosity 10 pm. Zaprojektowano mikrodzwignie prostokatne
i trojkatne, w obydwu przypadkach na podwédjnym zawieszeniu, ze wzgledu
na wymiary elektrod 1 konieczno$¢ obnizenia statej sprezystosci dzwigni.

Ideg przyswiecajaca tego typu rozwigzaniu byla cheé sprz¢zenia pomiaru
impedancyjnego z pomiarem mechanicznym wynikajagcym z ugigcia mikrodzwigni jak
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w mikroskopie sil atomowych AFM. Czujniki tego typu przewidziane byty
do pomiaréw w systemie przeptywowym. Niestety po udanych wstepnych pomiarach
zaprezentowanych w [107] zdecydowano nie rozwija¢ dalej tego typu sensorow
ze wzgledow  praktycznych. Bardzo pracochtonne okazato si¢ montowanie
mikrodzwigni na podstawce, lutowanie stykoéw elektrycznych oraz izolacja galwaniczna
stykdéw za pomocag PDMS. Bioragc dodatkowo pod uwage dostepno$¢ mikrodzwigni
wymienione czynniki praktycznie uniemozliwialy wykonywanie préb na wigkszej
liczbie tego typu czujnikow. Pozostale problemy napotkane przy wykonanych
badaniach obejmowaty nieszczelno$ci celki pomiarowej oraz duze sprzg¢zenie
pojemnos$ciowe przez krzemowe podtoze, wptywajace negatywnie na czuto$¢ sensora.

a) b)
Rysunek 2.14. Mikrobelka krzemowa z elektrodami palczastymi wykonana w ITE Warszawa:

a) rysunek z wymiarami, b) zdjecie z mikroskopu optycznego podswietlanego od spodu, c¢) wios
ludzki dla poréwnania.

2.2. Spektroskopiaimpedancyjna

Spektroskopia impedancyjna (IS) jest to pomiar odpowiedzi badanej probki
na pobudzenie sygnatem elektromagnetycznym (napigcie lub prad) o szerokim
spektrum czgstotliwosci, a takze nastgpujgca po pomiarze analiza wynikow. Analiza
polega na skorelowaniu wlasciwosci elektrycznych obiektu z wlasciwosciami
fizykochemicznymi materiatu z jakiego jest on wykonany [108]. Wedtug Macdonalda
[109] spektroskopi¢ impedancyjng obiektow o dominujgcym przewodnictwie jonowym
(a takim wlasnie jest pozywka z zawiesing bakterii) powinno nazywac si¢
elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS).

Zastosowanie spektroskopii impedancyjnej do pomiarow zawiesin bakterii
w ptynach jak i struktur biofilmowych pozwala na identyfikacje ewentualnie
zachodzacych przy elektrodach 1 w objetosci zjawisk transportu tadunkoéw 1 polaryzacji
elektrycznej [1].

Badanie obiecktu metodg IS jest procesem wieloetapowym. Obejmuje
on przygotowania probki do pomiaréw, pomiaru widm impedancyjnych, prezentacji
wynikow  pomiaréw, sporzadzenia  elektrycznego modelu  réwnowaznego
| aproksymacje  wynikow  pomiaréw  dostosowanym modelem a nastgpnie
charakteryzacji systemu z interpretacja wynikow (rysunek 2.15).
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Rysunek 2.15. Schemat blokowy kolejnych czynno$ci badania probki metoda spektroskopii
impedancyjnej [110].

2.2.1. Impedancjai jej pomiar

Impedancja jest wielkoscig fizyczng, bedaca miarg oporu elektrycznego na przeptyw
pradu zmiennego. Uwzglednia ona opdr wynikajacy ze strat energii w postaci ciepta
(rezystancja), oraz magazynowania energii w postaci pola elektrycznego (reaktancja
pojemnosciowa) 1 magnetycznego (reaktancja indukcyjna). Impedancj¢ opisuje si¢
za pomocg liczb zespolonych. Aby pomiar impedancji byl prawidlowy, mierzony obiekt
musi by¢ liniowy i stacjonarny z elektrycznego punktu widzenia.

Przy pobudzeniu obiektu liniowego sygnatem sinusoidalnym o pulsacji o, warto$ci
chwilowe pradéw (I) i napie¢ (U) na badanym obiekcie rowniez zmieniajg si¢
sinusoidalnie w miar¢ uptywu czasu t (rysunek 2.16) - w tym uktadzie napigcie i prad
opisane sg odpowiednio rownaniami (2.1) i (2.2).
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Rysunek 2.16. Przebieg napig¢cia (U) i pradu (1) w badanym obiekcie.

U(t) = Ay sin(wt + ¢y) (2.1)

I(t) = A; sin(wt + ¢;) (2.2)

Korzystajac ze wzoru Eulera okresowo zmienne napigcie i prad moga by¢ rowniez
opisane symbolicznie za pomocg liczb zespolonych jak w rownaniach (2.3) i (2.4).
W tym wypadku impedancj¢ Z definiuje si¢ jako stosunek spadku napigcia
na mierzonym obiekcie do ptynacego przezen pradu (2.5).

U= Ay eltv (2.3)
I =4 el 1 (2.4)
Uu Ay .
— Y ,sji(du-9D 2.5
Z =4 e (2.5)

Jako, ze impedancja jest warto$cig zespolong, na wzorze (2.5) zapisang w postaci
wyktadniczej, przedstawi¢ mozna ja jako modut |Z| i argument arg(Z) (2.6).

Ay
A—I,
Impedancja moze by¢ przedstawiona rowniez w postaci kanonicznej liczby zespolonej,
gdzie czg$¢ rzeczywista odpowiadaé bedzie rezystancji R za$ urojona reaktancji X (2.7).

Z=R+jX (2.7)
Przyjmujac ¢ = ¢y — ¢; zaleznosci migdzy postaciami wyktadniczg 1 kanoniczng
opisuja rownania (2.8) i (2.9).

|Z| = arg(Z) = ¢y — ¢, (2.6)

R =|Z|cos ¢, X =|Z|sin¢ (2.8)
X
|Z| =VR2+ X2, ¢= tan‘1§ (2.9)

Impedancja nieodlacznie zwigzana jest z innymi elektrycznymi warto$ciami
fizycznymi: admitancja Y, pojemnosciag C, funkcji modulowej M; oraz warto$ciami
wyrazajacymi objetosciowe wlasciwosci elektryczne danego materiatu: rezystywnoscig
p, konduktywno$cig o, przenikalnoscig elektryczng & 1 modutem elektrycznym m.
Zalezno$ci miedzy wszystkimi wymienionymi warto$ciami zobrazowano na rysunku
2.17.
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Rysunek 2.17. Podstawowe wielkos$ci opisujace dynamiczne wlasciwosci mierzonego obiektu
w dziedzinie czestotliwosci [111].

Do wyznaczania objetosciowe wihasciwosci elektryczne badanej probki konieczna jest
jeszcze znajomo$¢ powierzchni elektrod S oraz odlegtosci migdzy nimi d (rysunek
2.18).

T g A= Cla) /S

S o(w)= Y(w)-d/S
&0 ! plw)= Z(w)-S/d

A ()= M-S/

o

Rysunek 2.18. Sposob okreslania objetosciowych parametrow materiatowych przy pomiarze
impedancji [112].

Nalezy tutaj doda¢, ze impedancja 1 wszystkie jej pochodne sg wartosciami
zaleznymi od czgstotliwosci (badz pulsacji ®) sygnalu pobudzajacego uzytego
do pomiaru.

Typowymi metodami prezentacji danych pomiarowych sa widma impedancji,
przedstawiane w postaci wykresow Bodego lub Nyquista (rysunek 2.19). Wykresy
Bodego pokazuja sktadowe impedancji (badz innej warto$ci pochodnej) w funkcji
czestotliwosci, natomiast wykresy Nyquista przedstawiaja wspotrzedne impedancji
(badz innej wartosci pochodnej) na plaszczyznie zespolone;.
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Rysunek 2.19. Przyktadowy sposob prezentacji danych pomiarowych - wykresy Bodego i
Nyquista.

2.2.2. Modelowanie EEC i interpretacja wynikéw

Modelowanie badanego obiektu za pomoca elektrycznego obwodu réwnowaznego
EEC jest zaawansowang metoda analizy widm impedancji [110]. Polega ono
na numerycznym dopasowaniu impedancji modelu EEC do zmierzonego widma. Dla
danego widma dopasowywana jest warto$¢ kazdego elementu modelu. Poniewaz kazdy
z elementow EEC skorelowany jest ze zjawiskami przewodnictwa 1 polaryzacji
zachodzacymi w badanym materiale. Modelowanie EEC pozwala na identyfikacje
i oddzielenie wptywu poszczegoélnych zjawisk na mierzong impedancje.

Metoda ta nie jest szeroko stosowana w analizie odpowiedzi czujnikow
impedancyjnych mimo niepodwazalnej zalety, ze dostarczy¢ moze szczegdétowych
informacji o wilasciwosciach elektrycznych mierzonego obiektu [23] [35] [37] [64]
[113]. Niemniej dzigki zawieraniu przez producentdow w oprogramowaniu sterujgcym
analizatorami gotowych moduléw do dopasowywania widm impedancji do modelu
EEC metoda ta staje si¢ coraz bardziej popularna [58] [59] [60] [61] [66] [114].

Strukture EEC dobiera si¢ przede wszystkim na podstawie wyobrazenia struktury
fizycznej mierzonego obiektu oraz ksztattu zmierzonego widma impedancji.
W wypadku modelowania widma impedancji czujnika pokrytego biofilmem
bakteryjnym znajdujacego si¢ w plynnej pozywce nalezy pod uwage wziaé: Rpyeq —
rezystancj¢ medium, Cpeg — pojemno$¢ elektryczng wnoszona przez medium, Rps —
rezystancje biofilmu, Cps — pojemnos¢ elektryczng biofilmu, Cq — pojemnos¢ warstwy
podwdjnej oraz Cgr — pojemnos¢ podioza czujnika — calo§¢ zobrazowano na rysunku
2.20a. Przedstawiony model zawiera symetryczne galezie zlozone z tych samych
komponentow tj. Cps I Ry dzieki czemu mozna go zmodyfikowac¢ sprowadzajac
do prostszej formy zaprezentowanej na rysunku 2.20b. Ewentualne dalsze uproszczenia
wynika¢ beda z ksztaltu widma impedancji, czy dany element EEC widoczny jest
w widmie.
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Rysunek 2.20. a) Struktura biofilmu bakteryjnego znajdujacego si¢ w medium i osadzonego
na powierzchni czujnika impedancyjnego oraz wynikajacy z niej model rownowazny. b) Ten
sam model po uproszczeniu poprzez eliminacje symetrycznych gatezi obwodu.

Kolejnym etapem dobierania modelu EEC jest dopasowanie jego struktury
do zmierzonego widma impedancji. W praktyce czgsto zdarza si¢ tak, ze pewne
elementy wczesniej skonstruowanego EEC nie majg swojego odzwierciedlenia
w widmie. Wynika¢ moze to z niewystarczajaco szerokiego zakresu czestotliwosci
pomiarowych badZz pomijalnie matych wartosci spodziewanego elementu. Przyktadowe
dopasowanie struktury modelu z rysunku 2.20 do zmierzonego widma impedancji
przedstawiono na rysunku 2.21a. W widmie impedancji widoczny jest wyrazny wptyw
elementow Rpmed, CPEy), oraz galezi Cps-Rps, brak jest natomiast widocznego wplywu
elementow Cmeg | Csr. Stad wynika uproszczenie modelu, ktory ostatecznie przyjmuje
forme z rysunku 2.21b.

Niekiedy przy wstepnym konstruowaniu modelu EEC spodziewana jest obecnos¢
elementu pojemnosciowego, ktorego faktyczna struktura fizyczna odpowiadataby
skomplikowanej sieci RC (elementdéw rezystancyjnych i pojemnos$ciowych). W efekcie
dany element z elektrycznego punktu widzenia zachowywaltby si¢ podobnie
do kondensatora, lecz wynikajace z jego obecno$ci w obwodzie przesunigcie pradu
wzgledem napigcia byto by mniejsze niz 90°. Taki element EEC modeluje si¢
zapomoca elementu stalofazowego CPE [110]. Jego admitancja Ycpg zalezna jest
od czestotliwosci katowe] @ sygnatu pobudzajacego oraz dwoch parametrow: Q oraz
n i dana jest wzorem (2.10).

Yepe = Q)" (2.10)
Modelujac za pomocag CPE pasywne obiekty fizyczne wystepujace w przyrodzie
warto$¢ parametru N powinna zawiera¢ si¢ w zakresie od 0,5 do 1, przy czym
w wypadku n rownego 1 CPE moze by¢ zastgpiony kondensatorem.
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Rysunek 2.21. a) Przyktadowe widmo impedancji czujnika pokrytego biofilmem i znajdujacego
si¢ w medium oraz oddziatywanie poszczegdlnych sktadowych modelu na ksztalt widma.
b) Uproszczenie modelu EEC wynikajace z ksztattu widma impedancji.

Nalezy tutaj nadmieni¢, ze opisany przez autora sposob dobierania modelu EEC jest
tylko jednym z mozliwych. Odwrocenie kolejnosci tj. wpierw analiza ksztattu
zmierzonego widma impedancji i wnioskowanie na jego podstawie o strukturze modelu,
a nastepnie dopasowywanie go do cech fizycznych mierzonego obiektu rowniez jest
prawidlowym podejSciem. Konieczno$¢ zmian interpretacji elementow modelu EEC
wynika¢ moze réwniez z warto§ci parametrow juz po numerycznym dopasowaniu
do widma, gdyz EEC stanowi pewien ,,zespdt naczyn potaczonych”. Przyktadowo
obecnos¢ dwoch elementdw pojemnosciowych w sagsiadujacych galeziach EEC jak
np. CPEq i Cy na rysunku 2.21b moze doprowadzi¢ do wzajemnej zamiany ich wartosci
przez algorytm numerycznego dopasowania w taki sposob, ze CPEg przyjmuje wartos¢
Cpf 1 odwrotnie. W tym konkretnym wypadku nalezatoby wtedy oszacowac wartosé
pojemnos$ci  warstwy podwojnej (g) bo jest to mozliwe do wykonania
(w przeciwienstwie do szacunku wartoéci pojemnosci elektrycznej biofilmu) i na jej
podstawie prawidlowo przyporzadkowac elementy do modelowanych wartosci.

Analiza danych uzyskanych z modelowania EEC polega przede wszystkim
na wykorzystaniu  poszczegélnych  wartosci  elementow  modelu.  Pozwala
to na zidentyfikowaniu zjawiska istotnego dla badacza. Autor rozprawy brat pod uwage
zmiany wartoSci w czasie poszczegdlnych elementow modelu 1 korelowat
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je ze zjawiskami zachodzacymi w badanym obiekcie. W tym konteks$cie pelna analiza
danych uzyskanych z modelowania EEC zawarta zostatla w rozdziatach 3.1.2, 3.2.3.1
13.3.

2.2.3. Specyfika pomiaréw w cieczy

W wypadku pomiaru impedancji czujnika zanurzonego w cieczy interfejs elektroda-
medium jest obszarem, na ktorym nastgpuje zmiana charakteru przewodnictwa
zZ elektronowego (ciato state, metal) na jonowe (ciecz). Elektroda jest w tym wypadku
zarowno donorem jak i akceptorem elektronéw, natomiast sam transfer elektronow jest
dosy¢ istotnym procesem, w ktorym to elektroda wymienia tadunki z jonami
znajdujacymi si¢ w cieczy lub jonizuje substancje obojetne (drugi mechanizm transferu
fadunku polega na utlenianiu elektrody metalowej - atomy metalu opuszczajg
powierzchni¢ jako kationy i przechodza do roztworu). Bez transferu elektronéw nie
zachodza reakcje chemiczne na elektrodzie, niemozliwy jest przepltyw pradu stalego
I pradu faradajowskiego. Na powierzchni elektrody zanurzonej w medium gromadzg si¢
jony i tym samym tworzy si¢ elektryczna warstwa podwojna — w niej wtasnie odbywa
si¢ transfer elektronow. Warstwa podwojna odznacza si¢ statystycznie
nierdwnomiernym rozmieszczeniem elektronéw lub jonow w taki sposéb, ze warstwa
0 tadunku dodatnim przylega do warstwy o tadunku ujemnym, powodujac powstawanie
roznicy potencjatow [83].

Obiekt mierzony metoda spektroskopii impedancyjnej powinien by¢ z elektrycznego
punktu widzenia liniowy i stacjonarny aby pomiar byl prawidtowy. Sprowadza si¢
to do wymagania aby odpowiedZ elektryczna badanego obiektu na sumg¢ dwoch
oddzielnych wejsciowych sygnatow pomiarowych zastosowanych réwnoczesnie byla
sumg odpowiedzi sygnatéw stosowanych oddzielnie. Konsekwencja tego powinno by¢,
ze zastosowanie sygnatu monochromatycznego sin(wt) nie prowadzi do powstania
harmonicznych na wyjsciu, czyli sktadowych o czgstotliwosciach nw dlan=2, 3, ... -
badZ w najgorszym wypadku harmoniczne te sa bardzo mate. Wigkszo$¢
wystepujacych w przyrodzie uktadéw typy elektroda-materiat lub elektroda-ciecz jest
w nieliniowa — jest to szczego6lnie widoczne przy wysokiej wartosci sygnatu pobudzenia
(napigcia lub pradu). Niemniej, jesli amplituda napiecia pobudzenia V, jest mniejsza niz
napiecie na interfejsie elektroda-obiekt V1 wynikajace z temperatury (rownanie (2.11)):

RT kT

=— =— (2.11)

T="F P
tj. okoto 25 mV w 25 °C, to mozna wykazac, ze podstawowe roOwnania rdézniczkowe,
opisujace odpowiedz Systemu staja si¢ liniowe i nadajace do aproksymacji. W rownaniu
(2.11) k jest statg Boltzmanna, T temperaturg bezwzgledna, e tadunkiem elementarnym,
R statg gazows, a F stalg Faradaya. Zatem, jesli zastosowana amplituda V, jest mniejsza
od V7, system odpowie liniowo [110].

2.3. Komercyjne analizatory impedancji

W trakcie wykonywania procedur badawczych autor pracy korzystal z réznych
komercyjnych analizatoréw impedancji.
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2.3.1. Analizator impedancji Agilent 4294A

Agilent 4294A to komercyjny analizator impedancji elektrycznej z bardzo
precyzyjnym  generatorem  sygnalow  sinusoidalnych o  czestotliwosciach
0d 40 Hz do 110 MHz. Rozdzielczos¢ czestotliwosci w catym generowanym zakresie
wynosi 1 mHz. Mierzalna impedancja zawiera si¢ w zakresie od 25 mQ do 40 MQ
i zalezy od czestotliwosci pomiarowej [115]. Jest to urzadzenie laboratoryjne,
0 znacznych gabarytach i masie (rysunek 2.22).

Analizator wykorzystywany byt przez autora glownie jako pomocnicze
I referencyjne urzadzenie pomiarowe.

Rysunek 2.22. Analizator impedancji Agilent
4294A.

2.3.2. Analizator odpowiedzi elektrycznej Solartron FRA1260

Solartron FRA1260 to komercyjny analizator, ktory umozliwia pomiar impedancji
elektrycznej w zakresie czgstotliwosci od 10 pHz do 32 MHz. W zaleznosci od zakresu
rozdzielczos¢ czestotliwosci wynosi od 10 uHz do 1 Hz. Mierzalna impedancja zawiera
si¢ w zakresie od 100 mQ do 10 MQ przy zachowaniu doktadnosci 1 % i zalezy
od czgstotliwosci pomiarowej [116]. Jest to urzadzenie laboratoryjne, 0 znacznych
gabarytach i masie (rysunek 2.23).

Analizator wykorzystywany byt przez autora do pomiaru podstawowych wlasciwosci
czujnikoéw impedancyjnych w cieczach oraz jako pomocnicze i referencyjne urzadzenie
pomiarowe.

T

Rysunek 2.23. Analizator impedancji
Solartron FRA1260.

2.3.3. Precyzyjny mostek GW Instek LCR-8101G

Przestawiony na rysunku 2.24 precyzyjny mostek RLC pozwala na pomiar
impedancji w zakresie czestotliwosci od 20 Hz do 1 MHz. Zakres pomiaru impedancji
jaka deklaruje producent wynosi od 0,1 mQ do 100 MQ. Dzigki swoim umiarkowanym
rozmiarom oraz jego relatywnie nieduzej masie nadaje si¢ on do transportu i dlatego
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moze by¢ czescig sktadowa stanowiska pomiarowego in situ. Cechy te sa niezwykle
istotne przy przemieszczaniu elementow skltadowych a nastepnie uruchamianiu
stanowiska pomiarowego w miejscu zwykle nie posiadajagcym analizatora impedancji
np. laboratorium mikrobiologicznym a takze przy demontazu stanowiska i ponownym
transporcie jego elementow sktadowych w miejsce sktadowania.

Mostek byl wykorzystywany przez autora jako urzgdzenie pomiarowe w badaniach
zastosowania mikroczujnikow impedancyjnych na podtozu szklanym do pomiaru
wzrostu biofilmu bakteryjnego.

Rysunek 2.24. Precyzyjny mostek RLC
typu GW InstekLCR-8101G.

2.4. Wiasne konstrukcje analizatorow impedancji

Analizator impedancji wykorzystywany do pomiaru obiektow biologicznych
w warunkach laboratorium mikrobiologicznego in situ musial speinia¢ zatozenia
odno$cie szeroko$ci pasma czgstotliwosci, amplitudy pobudzenia, doktadnosci
pomiarowej oraz mobilnosci. Komercyjne analizatory impedancji mimo duzej
doktadnosci i duzym zakresie czgstotliwosci pomiarowych posiadajg znaczne gabaryty,
co mocno utrudnia zestawiane stanowisk pomiarowych i stwarza problemy logistyczne
przy ich ustawianiu — szczegolnie w sytuacjach, kiedy stanowiska musza by¢ mobilne,
dostosowywane do danego miejsca w laboratorium. Wynikla stad potrzeba
skonstruowania wtlasnego miernika impedancji, oferujacego szeroki zakres
czestotliwosci pomiarowych, niskie napiecie pobudzenia bez sktadowej statej nadajace
si¢ do pomiarow obiektdw biologicznych oraz posiadajacego niewielkie gabaryty. Prace
konstrukcyjne prowadzono w Zakladzie Nanometrologii Wydzialu Elektroniki
Mikrosystemow 1 Fotoniki Politechniki Wroctawskie;.

Zaktad posiada duze doswiadczenie w opracowywaniu metod pomiarow

elektrycznych i konstruowaniu  aparatury  badawczej.  Zajmowano  si¢
m. in. automatyzacja pomiaréw materiatdéw dielektrycznych na pobudzenie skokiem
jednostkowym [117], algorytmami i systemami szybkiego pomiaru impedancji

w zakresie matych 1 bardzo malych czestotliwosci [118] [119] [120],
szerokopasmowymi systemami pomiaru impedancji [121], a takze konstrukcja
uniwersalnych analizatorow impedancji [122] i bioimpedancji [123].

W zwigzku z potrzeba skonstruowania wlasnego analizatora do pomiaru wlasciwosci
dwuelektrodowych czujnikow impedancyjnych pod uwage wzieto dwie koncepcje
rozwigzan technicznych:

e konstrukcja oparta na ukladzie scalonym ADS5933, z dodatkowym torem

analogowym poprawiajagcym parametry sygnalu generowanego i odbieranego
przez uktad AD5933 oraz prostym, 8-bitowym mikrokontrolerem sterujgcym,
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e konstrukcja oparta na wysokowydajnym, 32-bitowym mikrokontrolerze
zrdzeniem ARM, z wlasnym torem analogowym i algorytmami pomiaru
impedancji zaimplementowanymi w mikrokontrolerze.

Zatozenia projektowe przewidywaty mozliwo$¢ pomiaru impedancji od 10 Q do 1 MQ
w zakresie czgstotliwosci od 1 Hz do 100 kHz. Gléwnym konstruktorem miernika
opartego na wysokowydajnym mikrokontrolerze z rdzeniem ARM zostal drinz.
Tomasz Piasecki, a miernika opartego na uktadzie AD5933 mgr inz. Konrad
Chabowski. Ponizsze podrozdzialty prezentuja charakterystyke wymienionych
konstrukcji.

2.4.1. Analizator impedancji MP-AD5933

IMP-ADS5933 jest malym gabarytowo miernikiem, spelniajacym wymienione
wczesniej zalozenia projektowe, wykorzystujacym regulowane, niskie napigcie
pobudzenia [124]. Podczas budowy prototypu napotkano wiele ograniczen
wynikajacych z konstrukcji uktadu scalonego AD5933, na ktorym bazowany jest
miernik. Podrozdzial ten opisuje problemy z ktéorymi autor rozprawy musial si¢
zmierzy¢ w trakcie realizacji kompletnego urzgdzenia pomiarowego wykorzystujacego
uktad AD5933.

2.4.1.1. Ukfad scalony AD5933

Uktad scalony AD5933 zostatl zaprojektowany jako kompletny system do pomiaru
impedancji (rysunek 2.25). Sktada si¢ on z 27-bitowego bloku bezposredniej syntezy
cyfrowej (DDS), sinusoidalnego napigcia pobudzajacego (Vour), przetwornika cyfrowo-
analogowego (DAC) i programowalnego wzmacniacza 1 (PGA;), ktory determinuje
amplitude V. Stopien wejsciowy sktada si¢ z przetwornika prad/napiecie (CVC),
programowalnego wzmacniacza 2 (PGA,) i filtru dolnoprzepustowego. Blok cyfrowego
przetwarzania danych zawiera 12-bitowy przetwornik ADC i 1024-punktowy modut
dyskretnej transformaty Fouriera (DFT) z okienkowaniem sygnatu wejSciowego
i jednostka MAC (ang. multiply-accumulate unit). Jako wynik transformaty Fouriera
uktad AD5933 zwraca liczbe zespolong, ktorej modut i argument jest proporcjonalny
do natezenia i fazy pradu ptynacego przez nieznang, mierzona impedancje Zy, a CO za
tym idzie przy stalym napigciu pobudzajagcym proporcjonalng do admitancji Zy.
Interfejs 1°C zapewnia komunikacje z mikrokontrolerem.
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Rysunek 2.25. Uproszczony schemat blokowy uktadu AD5933 [70].
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2.4.1.2. Skonstruowane urzadzenie

Dedykowany system pomiarowy zostat zaprojektowany, zbudowany, przetestowany
i zaprezentowany na rysunku 2.26. Sktadal si¢ on z cyfrowego sterownika, uktadu
scalonego AD5933 i dodatkowego interfejsu analogowego (ang. analog front-end).
Cyfrowy sterownik zostal stworzony w oparciu o mikrokontroler ATmega32 (MCU).
System zawieral ponadto Zrédlo sygnatu zegarowego 16 MHz wraz z przetaczanymi
podzielnikami czestotliwosci (/2° + /2*°) do taktowania uktadu AD5933, wyswietlacz
LCD oraz konwerter UART-USB. System pomiarowy zostal wyposazony w zenskie
gniazdo goldpin do bezposredniego podtagczania mierzonego obiektu badz dodatkowego
interfejsu analogowego, ktory zwieral uklad usuwajacy skladowsa stata sygnatu
pobudzajacego, dodatkowe gniazdo do podlaczania mierzonego obiektu (DUT) oraz
zewngetrzny przetwornik CVC z przelaczanym opornikiem sprz¢zenia zwrotnego Rpg.
Zapewniono oddzielne zasilanie czesci cyfrowej (VCC) i1 analogowej (AVCC) systemu
pomiarowego.

2.4.1.3. Napiecie pobudzajace

Uktad scalony AD5933 zapewnia cztery poziomy napi¢¢ pobudzajacych o réznych
sktadowych statych (tabela 2.1). Nalezy zauwazy¢, ze napigcie na wejsciu CVC jest
state 1 wynosi zawsze polowe¢ napigcia zasilania. Rozbiezno$ci migdzy sktadowg stata
sygnaly pobudzajacego i napigcie na wejsciu CVC powoduje niepozadang polaryzacje
mierzonego obiektu. Jest to nieodpowiednie do pomiaru obiektow biologicznych
ze wzgledu na ich jonowy charakter przewodnictwa [83]. W tym wypadku napigcie
pobudzajace powinno by¢ pozbawione sktadowej statej i odpowiednio niskie, aby nie
powodowac elektrolizy — nat¢zenie pola elektrycznego nie powinno przekraczac
1V-em™ [125]. Dodatkowo obecno$é rezystancji wyjsciowej (tabela 2.1) ogranicza
dolny zakres mierzonej impedancji.

Rozwigzanie wymienionych probleméw wymagato zastosowania dodatkowego
interfejsu analogowego. Jego zadaniem bylo usuwanie sktadowej statej sygnatu
pobudzajagcego bez ograniczania pasma czestotliwosci, tlumienie napigcia
pobudzajacego do pozadanego poziomu i1 minimalizacja rezystancji wyjsciowe].
Schemat elektryczny dodatkowego interfejsu analogowego (front-end) zaprezentowano
na rysunku 2.27.

Modut usuwajacy skladowa stala zaproponowany przez Analog Devices byl
wykorzystywany w opisywanych w literaturze miernikach impedancji [75], [79]. Modut
ten, bedacy w istocie filtrem gornoprzepustowym RC nie nadaje si¢ do prowadzenia
pomiaréw w szerokim zakresie czgstotliwosci. Stata czasowa filtra RC powinna by¢
znacznie wigksza niz najdtuzszy okres sygnalu pobudzajacego, co przeklada sig
na dtugi czas ustalania.
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Rysunek 2.26. Prosty miernik impedancji z szerokim zakresem czestotliwosci zbudowany
w oparciu o uktad scalony AD5933: a) schemat blokowy, b) widok og6lny.

Tabela 2.1. Napiecia wyjsciowe uktadu scalonego AD5933 przy zasilaniu 3,3 V [70].

Zakres | Napiecie wyjsciowe | Skladowa stala ReZY,S t:’:l neja
wyjSciowa
1 1.98 Vp 1.48V 200 Q
2 0.97 Vp 0.76 V 2.4 kQ
3 383 mVp, 031V 1 kQ
4 198 mVy, 0.173V 600 Q

Autor zaproponowal inne podejscie konstrukcji modutu usuwania sktadowej statej
(rysunek 2.27). Sktada si¢ on z detektora szczytowego (IC1A, IC2A) i dotkowego
(IC1B, 1IC2B), ktore wyznaczaja szczytowe wartosci napigcia pobudzajacego. W razie
potrzeby moga one by¢ zresetowane za pomocg tranzystorow QI i1 Q2. Napigcie
wyj$ciowe detektoréw jest usredniane na rezystorach R8 1 R9 i odpowiada sktadowej
stalej sygnatu pobudzajacego. Dziatanie opisanego detektora sktadowej stalej
przedstawiono na rysunku 2.28. Przy niskich czestotliwosciach prawidtowa warto$é
sktadowej statej jest wykrywana po jednym okresie przebiegu sygnatu pobudzenia.
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Rysunek 2.27. Schemat dodatkowego interfejsu analogowego (front-end) dla prostego miernika
impedancji zbudowanego w oparciu o uktad AD5933.

Napigcie wyjsciowe Vot z ukladu AD5933 jest ttumione dziesigciokrotnie, a jego
sktadowa stala jest ustawiana do wartosci AVCC/2 w IC3B (rysunek 2.27). W wyniku
tego dziatania napigcie wyjsciowe z IC3B posiada takg samg skltadowg statg jak
wewnetrzy CVC w ADS5933 a jego amplituda jest na tyle matla, Ze nadaje si¢
do pomiaru obiektow biologicznych. Dla zminimalizowania rezystancji wyjsciowej
zastosowano bufor IC4B.

Wzmacniacz IC4A stanowi zewngtrzny przetwornik CVC ze znanymi parametrami,
zdolny do pomiaru impedancji od 10 Q. Wewngetrzny przetwornik CVC nie jest
uzywany — jego wzmocnienie jest ustalone na 5. Nalezy zauwazyé, ze dodanie
dodatkowego CVC odwraca faz¢ sygnatu pomiarowego.

25 ms/div, 0.5 V/div 1 ms/div, 0.5 Vidiv = | 1 rhs/div 0.5 V/div:

Rysunek 2.28. Oscylogramy przedstawiajgce dziatanie detektora sktadowej statej dla: a) 10 Hz,
b) 1 kHz, ¢) 100 kHz. Detektor szczytowy (U) i dotkowy (L) wyznaczajg obwiednig sygnatu
(S) i generujg $rednig (O) odpowiadajaca sktadowej statej sygnatu. Uktad potrafi dziataé
w szerokim zakresie czestotliwosci.
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2.4.1.4. Zakres mierzonych impedancji

Przetwornik CVC znajdujacy si¢ w stopniu wejsciowym moze pracowac jedynie
W ograniczonym zakresie warto§ci modulu mierzonej impedancji, zaleznie od wartosci
rezystora w p¢tli sprz¢zenia zwrotnego.

Ze wzgledu na ograniczong dynamike¢ 12-bitowego przetwornika analogowo-
cyfrowego w AD5933 amplituda napigcia na jego wejSciu powinna by¢ wigksza
od 15 mV (ustalono eksperymentalnie). W konsekwencji napigcie wyjsciowe
z zewngtrznego CVC w naszym obwodzie (rysunek 2.27) powinno by¢ wicksze
od 0,6 mV ze wzgledy na 25-krotne wzmocnienie.

Napigcie wyjsciowe zewngtrznego przetwornika CVC zalezy od wspoiczynnika
przetwarzania i nie powinno by¢ wieksze od Vour, ktore podawane jest na mierzong
probke DUT. W wypadku gdy przetwornik CVC zbudowany jest w oparciu
0 wzmacniacz operacyjny, a jego wzmocnienie utrzymywane jest ponizej jednosci, jego
pasmo przenoszenia nie zalezy od mierzonej impedancji. Dla witasciwego dziatania
warto$¢ rezystora Ry w petli sprzgzenia zwrotnego CVC musi by¢ mniejsza anizeli
warto$¢ modulu impedancji DUT. Dodatkowo amplituda napigcia podawanego
na wejscie ADC znajdujacego si¢ wewnatrz uktadu AD5933 nie moze przekraczaé
wartosci potowy napigcia zasilania.

Minimalne i maksymalne wartosci modulu mierzonej impedancji przedstawione
sa odpowiednio réwnaniem (2.12) i (2.13):

Vour * Rgp

|Z ]2 min = Vo (2.12)
CVC max
Vour * Rep

|Z]x max = V— (2-13)
CVC min

gdzie Vour stanowi amplitude napiecia pobudzajacego DUT, Ry, jest warto$cig rezystora
w petli sprzgzenia zwrotnego CVC, Vcvc min jest najmniejsza amplituda napigcia
wyjsciowego CVC (0,6 mV) a Vcvc max Jjest najwigksza amplituda napigcia
wyjsciowego CVC (réwna Vout, w naszym wypadku 30 mV). Aby rozszerzy¢ zakres
mierzonej impedancji, Rq, moze by¢ przetaczany przez przekazniki jak pokazano
narysunku 2.27 (elementy R5, R6, R7 oraz K1, K2, K3). Naturalnie liczba
przekaznikow moze by¢ wigksza.

2.4.1.5. Doktadnosé dyskretnej transformaty Fouriera w AD5933

Dyskretna transformata Fouriera zaimplementowana w AD5933 nazywana jest
jednopunktowa. Oznacza to, ze analiza korelacji czgstotliwosci w jednostce MAC jest
zawsze przy tej samej czgstotliwosci, co obecna czgstotliwo$¢ napigcia pobudzenia.
W wypadku gdy liczba okresow sygnatu wejsciowego, zawierajacych sie¢ w 1024
probkach, jest liczbg catkowitg istnieje ptynne przej$cie migdzy koncem jednego okresu
a poczatkiem drugiego. Jesli liczba okresow probkowanego sygnatu nie jest liczba
catkowita to nie ma ptynnego przejscia migdzy koncem jednego okresu a poczatkiem
drugiego co skutkuje wyciekiem widma, wprowadzanym przez nieciagto$¢ DFT [126].
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Aby uzyska¢ doktadne wyniki DFT i unikng¢ wyciekow widma konieczne jest
spelnienie warunku odno$nie czasu probkowania Ts danego rownaniem:

1024
Is = Mcix - (2.14)
16
zeby ten stanowit catkowitg wielokrotnos¢ okresu generatora DDS:
227
Ts =k -Tpps = k————,
S DDS DS MC;LLK (2.15)

gdzie k oznacza liczb¢ okresow generatora DDS (Tpps) przypadajacych na czas
probkowania, MCLK jest czestotliwoscig zegara taktujacego AD5933 a DDS jest
stowem ustawiajgcym generator DDS. Z rownania (2.15) wynika:

DDS
Zjawisko wycieku widma minimalizowane jest przez okienkowanie sygnatu. Wynik
ustawiana czgstotliwosci generatora DDS bez uwzglednienia zjawiska wycieku

przedstawiono na rysunku 2.29.

—-—- expected
measured

Rysunek 2.29. Btad pomiaru bedacy
efektem wycieku widma obecnego w DFT
zaimplementowanym w AD5933, dla danej
liczby k okres6w sygnatu generatora DDS 0.6 —_—
przypadajacych na czas probkowania.

normalised modulus(Z,)
o
™
1

Dla duzych wartosci k (a tym samym duzych wartosci stow sterujgcych generatorem
DDS) wystepuje dodatkowy problem. Duze warto$ci stow sterujgcych DDS powoduja,
ze z kazdym cyklem zegarowym wyjscie DDS zmienia si¢ znacznie, co skutkuje
obecnoscig schodkow w generowanym sygnale (rysunek 2.30). Jesli obwod zastepczy
DUT zawiera np. galezie RC, ktorych stale czasowe sa podobne do okresu
generowanych schodkow w sygnale pobudzenia, pojawiaja si¢ szpilki napieciowe na
przetworniku CVC. Zaktocenia te sg spowodowane pradem tadowania gatezi RC.
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Rysunek 2.30. Oscylogramy sygnatu wyjsciowego z AD5933 (gérny przebieg) i sygnatu
wyjsciowego z CVC (dolny przebieg) w trakcie pomiaru szeregowej sieci RC przy 976 Hz: a)
k=16 MCLK=1 MHz, b) k=64 MCLK=250 kHz, c¢) k=256 MCLK = 62.5 kHz c). Podstawa
czasu: 250 ps/div.

2.4.1.6. Bfad systematyczny pomiaru AD5933

Dane wyjsciowe z ukladu scalonego ADS5933 obarczone sa systematycznym,
zaleznym od czestotliwosci, bledem pomiaru argumentu admitancji, ktéry
to uzytkownik musi skompensowaé. Zalezno$¢ argumentu danych wyjSciowych
generowanych przez AD5933 podczas pomiaru 10 kQ rezystora z 10 kQ Rgg od stowa
sterujacego DDS zaprezentowano na rysunku 2.31. Pomiar zostat wykonany bez uzycia
dodatkowego interfejsu analogowego z rysunku 2.27.

Dla rezystora, argument danych wyjsciowych powinien by¢ niezalezny
od czgstotliwosci pomiarowej i wynosi¢ 0 lecz AD5933 zwraca wartosci, ktore
sg liniowo zalezne od stowa sterujacego DDS i przesunigte w fazie o 90°. Analog
Devices zaleca usuwanie tych artefaktow przez kalibracje [70] [126]. Inny sposéb
na poradzenie sobie ze wspomnianymi artefaktami przedstawiony zostal w systemie
pomiarowym zaproponowanym przez Hoje i Lentke wykorzystujacym dwa uktady
ADS5933 w nowej konfiguracji, innej niz zalecanej w nocie aplikacyjnej producenta [81]
[82], gdzie zastosowano jednoczesny pomiar napigcia i pradu eliminujgc tym samym
konieczno$¢ kalibracji 1 usuwajac blad systematyczny. Autor rozprawy podjat sie
analizy czynnikow wptywajacych na blad systematyczny i jego matematyczng
kompensacje.

Przesunigcie fazowe 90° wynika z zastosowania DFT do analizy sygnatu
sinusoidalnego. W wypadku gdy DDS generuje sygnal kosinusoidalny problem nie
wystepuje. Zalezny od czgstotliwosci btad systematyczny argumentu jest wynikiem
opOznienia na probkowaniu sygnalu wejsciowego przez przetwornik ADC
I dostarczaniu wynikéw konwersji do bloku DFT. W kazdym cyklu zegarowym blok
DFT przetwarza obecng warto§¢ wygenerowang przez DDS z danymi wyj$ciowymi
ADC przesunigtymi o kilka cykli zegarowych (rysunek 2.31b). Op6znienie to moze by¢
spowodowane czasem potrzebnym na przetworzenie danych wejsciowych przez ADC
I czasem potrzebnym na okienkowanie sygnatu.

Czestotliwos¢ DDS dana jest wzorem:
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DDS - MCLK
f= —m (2.17)
gdzie DDS jest 24-bitowym stowem sterujacym, f czgstotliwoscia wyjSciowa
generatora, MCLK jest czgstotliwoscia sygnatu zegarowego podawanego do AD5933.
Wspomniane opdznienie na torze ADC-DFT powoduje przesunigcie argumentu danych
wyjsciowych 4p z AD5933 zalezne od okresu sygnatu:
dp 1 1

VU 2.1
360° 7~ AY T McIk (2.18)

gdzie At jest czasem opOznienia. Z drugiej strony powinno by¢ mozliwe wyrazenie
op6znienia w liczbie cykli sygnalu zegarowego MCLK (liczba n w poprzednim
réwnaniu). Laczac rownania (2.17) i (2.18) otrzymujemy:

A DDS
® . (2.19)
360° 229
a) b)
0.35
MCLK 1,0 - reference from DDS
—0—16 MHz — — -DFT input
—0—8 MHz r120°

4 MHz
—7— 2 MHz and lower

F110°

L 100° 051

T T T 90° T T T T T
0.000 0.001 0.002 0.003 0 60 120 180 240 300 360

DDS/2% phase ¢ [°]

Rysunek 2.31. Zalezno$¢ biedu systematycznego a) argumentu A¢@ danych wyjsciowych
z AD5933 od wartosci stowa sterujacego DDS oraz b) ilustracja op6znienia pomiedzy sygnatem
pobudzenia generowanym przez DDS a docierajacym do bloku transformaty DFT.

W tym miejscu po narysowaniu wykresu zaleznosci 4¢/360° od DDS/2% otrzymac¢
mozna warto$¢ opOznienia w liczbie cykli MCLK poprzez dopasowanie linii prostej
do wykresu 1 wyznaczenie jej nachylenia. Pozwala to na wyznaczenie wartoSci
korekcyjnej dla argumentu danych wyjsciowych z AD5933. Dopasowanie linii proste]
pokazano na rysunku 2.31a. Omawiane opdznienie wydaje si¢ rowniez by¢ zalezne
od czgstotliwosci MCLK. Wynosi ono 29 cykli dla zegara 16 MHz, 24 dla zegara
8 MHz, 21 dla zegara 4 MHz oraz 20 dla zegara 2 MHz i mniejszych czestotliwosci
zegarowych.

2.4.1.7. Przyktadowy pomiar

Dla przetestowania urzadzenia pomiarowego jak i1 sposobu przetwarzania danych
wyjéciowych z uktadu AD5933 opisanych w 2.4.1.5 i 2.4.1.6 zostal przeprowadzony
pomiar prostego uktadu RLC. Wykorzystany zostal dodatkowy interfejs analogowy.
W pierwszej kolejnosci dokonano jednopunktowej kalibracji dla wyskalowania
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przetwornika CVC jako ze btad systematyczny argumentu danych wyjsciowych jest
znany.

Dla danego poziomu napiecia pobudzajacego i stanu PGA; modut liczby zespolonej
(danych wyjsciowych) odczytanej z AD5933 proporcjonalny jest do modutu admitancji
[Y| mierzonego obiektu:

Kalibracja przeprowadzona zostata przy napigciu pobudzajacym o czestotliwosci
1 kHz i amplitudzie 2 Vy, z wykorzystaniem rezystora 10 KQ jako referencji i rezystora
3,3 kQ jako Ry, oraz wiaczonego PGA, ze wzmocnieniem 5. Wspotczynnik skalujacy
C zostal wyznaczony na 1119. Rownanie (2.20) moze zosta¢ przeksztalcone tak, aby
wyznaczy¢ z niego warto§¢ modutu admitancji badz impedancji mierzonej probki
bazujac na znajomos$ci zmierzonej wartosci M 1 znanego wspodtczynnika skalujacego:
2] = =
Y1 M
Aby zademonstrowaé dzialanie systemu pomiarowego wykonano pomiar sieci RLC
danej modelem roéwnowaznym przedstawionym na rysunku 2.32. Wartosci elementow
sktadowych modelu zostaty okreslone poprzez pomiar widma impedancji za pomocg
analizatora Agilent 4249A 1 dopasowania modelu réwnowaznego za pomoca
oprogramowania Zview (Scribner Assoc., 2010). Nastepnie widmo impedancji sieci
RLC zostalo zasymulowane i wykorzystane jako warto$¢ referencyjna.

(2.21)

R1 C1 L1
VaVe { | —
LI |
R1 = 64.95 ohm c2
C1=8.565 uF —
L1=0.3879 H R2
C2=72.53 pF

R2 =1.397 Mohm

Rysunek 2.32. Sie¢ RLC uzyta w tescie system pomiarowego.

™ 90° 4
a b)
60° 4
100k 4
30°
= 10k N 0o
] 2
N © _30°
1k 4
8 £ -60° .
R £ o AD5933 . o AD5933 %@
1004 b P — reference -90° {Pacneceee0e®” |—reference |
1 10 100 Tk 10k 100k 1 10 100 1k 10k 100k
frequency [Hz] frequency [Hz]

Rysunek 2.33. Wykresy Bodego przedstawiajace a) modut i b) argument impedancji sieci RLC
w szerokim zakresie czestotliwo$ci 1 impedancji zmierzone systemem pomiarowym bazowanym
na AD5933 (kropki) i w idealnym przypadku (linie).

Widmo impedancji tego samego modelu zostalo réwniez zmierzone przy uzyciu
analizatora impedancji bazowanego na ukladzie AD5933 z wykorzystaniem opisanej

51



metody kalibracji i usuwania btedu systematycznego. Wyniki pomiaru przedstawiono
na rysunku 2.33.

Porownanie wyniku pomiaru z referencja wykazuje duzg zgodno$¢ w szerokim
zakresie czestotliwosci 1 impedancji. Okreslono standardowg niepewnos$¢ pomiaru —
wynosi ona 3,5% dla modulu impedancji 1 2,8 stopnia dla argumentu impedancji.

2.4.1.8. Podsumowanie nt. AD5933

Zaprezentowano dziatajacy model prostego miernika impedancji opartego
na ukladzie scalonym AD5933. Pozwala on na pomiar impedancji od 10 Q do 1 MQ
w zakresie czestotliwosci od 1 Hz do 100 kHz co wystarczajace jest do pomiaru probek
biologicznych.

Zaproponowano algorytm do wybierania stow sterujacych generatorem DDS
i czestotliwosci  sygnatu zegarowego MCLK. Pozwala on na uniknigcie dwoch
niepozadanych efektow: szpilek napigciowych na wyjsciu przetwornika CVC
i wyciekéw widna przy transformacie DFT. Wigkszo$¢ szerokozakresowych pomiaréw
impedancji odbywa si¢ z logarytmiczng zmiang czg¢stotliwos$ci pomiarowej. Algorytmy
tego typu nie sg zaimplementowane w ukladzie AD5933, stad w zaprezentowanym
systemie algorytm zostal zaimplementowany w MCU. Niezaleznie od typu
przemiatania czgstotliwo$ciowego (liniowe, logarytmiczne) pomiar w kazdym punkcie
czestotliwosciowym odbywa si¢ w ten sam sposob:

a. Okreslenie zadanej czgstotliwoséci pomiarowe; fy.

b. Wybranie odpowiedniego preskalera MCLK dla ograniczenia k (opisane w sekcji
2.4.1.5) w zakresie od 16 do 32 dla ograniczenia szpilek napieciowych na wyjsciu
przetwornika CVC. Wykorzystywane jest rownanie (2.22):

c. Dla danego preskalera wybranie najblizszej czestotliwosci, ktora moze zostaé
zmierzona bez wycieku widma, innymi stowy czgstotliwosé, dla ktorej k jest liczba
catkowita

d. Ustawienie stowa sterujacego DDS na warto$¢ wyliczong z réwnania (2.15)
utrzymujac jednoczesnie K jako liczbe catkowitg i rozpoczecie pomiaru.

_ fw - 1024

~ TMCLK (2.22)
16

Uktad scalony AD5933 stanowi niemal kompletny system do pomiaru impedanc;ji.

Niestety nie jest on pozbawiony wad, ktore musza by¢ poprawione. W wypadku
pomiaréw obiektow biologicznych konieczne jest obnizenie amplitudy napigcia
pobudzajacego Vot 1 usuniecie sktadowej statej za pomocg dodatkowego zewnetrznego
uktadu analogowego. Dla polepszenia doktadno$ci pomiaru konieczne jest zmniejszenie
impedancji  wyjsciowe] ADS5933 przez =zastosowanie wtornika napiecia badz
zastosowanie dwoch uktadéw AD5933 — jeden do pomiaru pradu a drugi do pomiaru
napigcia na mierzonej probce. Rozszerzanie zakresu mierzonej impedancji moze by¢
osiggnigte poprzez przelaczanie rezystora Rg w petli sprzezenia zwrotnego
przetwornika prad-napigcie. Niestety wymaga to kolejnych dodatkowych elementow
analogowych i stanowi zwigkszenie stopnia zlozono$ci calego urzadzenia. System
pomiarowy ponadto wymaga oddzielnego zasilania czg¢sci analogowej i cyfrowej
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ze wzgledu na zaklocenia. Oprogramowanie sterujgce uktadem AD5933 musi zawieraé
dane kalibracyjne zaréwno dla mierzonego modutu impedancji jak i1 dla jego
argumentu, ktory jest zalezny od czestotliwosci pomiarowej. Argument impedancji nie
jest wartos$cig stalg ze wzgledu na opoznienie wystepujace na torze przetwornik ADC —
blok transformaty DFT. Dla zapewnienia dobrej doktadnosci pomiarowej konieczne jest
spetnienie warunku aby liczba okreséw sygnatu docierajacego do DFT byta liczbg
catkowita co minimalizuje wycieki widma.

2.4.2. Analizator impedancji IMP-STM32

IMP-STM32 zostal zaprojektowany jako prosty, maly i uniwersalny analizator
impedancji przeznaczony do pomiaru biosensorow impedymetrycznych. Zbudowanie
miernika impedancji w oparciu o wysokowydajny mikrokontroler, podobnie jak
wwypadku  IMP-AD5933, byto proba  stworzenia  mobilnej  platformy
do szerokopasmowego pomiaru impedancji. Miernik ten z powodzeniem obstuguje
szerszy zakres czestotliwosci i modulu impedancji od podanego w zaloZzeniach
projektowych [127].

Sercem analizatora IMP-STM32 jest niedrogi a jednoczesnie wydajny 32-bitowy
mikrokontroler STM32F405RG wyposazony w rdzen ARM Cortex-M4 taktowany
z maksymalng czestotliwoscig 168 MHz, z wbudowanymi przetwornikami DAC i ADC,
192 kB pamigcia SRAM oraz jednostka zmiennoprzecinkowa FPU o pojedynczej
precyzji, ktora jest odpowiednia do szybkiego przetwarzania sygnalu. Schemat blokowy
i zdjecie urzadzenia przedstawiono na rysunku 2.34.

DAC wewnatrz mikrokontrolera stanowi zrodto sygnatu pobudzajacego, ktory jest
filtrowany, przyttumiany do warto$ci 25 mV RMS, i podawany na jeden z czterech
wyprowadzen (HC, HP, LP, LC na rysunku 2.34a) do ktorych podtaczana jest badana
probka (DUT). Mierzony jest spadek napigcia i prad ptynacy przez DUT a ich wartos$ci
chwilowe sa rownoczesnie probkowane przez dwa niezalezne przetworniki ADC.
Zebrane dane sa nastgpnie analizowane przez algorytmy przetwarzania sygnatow
zaimplementowane w mikrokontrolerze.

IMP-STM32 zostatl zaprojektowany w taki sposdb, aby wyeliminowaé trzy
najpopularniejsze  niedociggni¢cia  wystepujace w  analizatorach  impedancji
wykorzystujacych uktad scalony AD5933:

e brak pomiaru aktualnej wartosci napigcia na DUT, ktére w systemach pomiarowych
z AD5933 moze by¢ rozwigzane poprzez przetaczanie [79] lub zastosowanie dwoch
konwerterow impedancji [81],

e trudnos$ci z uzyciem filtra antyaliasingowego, ktorego brak powoduje znaczne bledy
w wypadku pomiaru DUT o charakterze pojemno$ciowym [124],

e dhugi czas trwania pomiaru impedancji przy niskiej czestotliwosci spowodowane
ograniczeniami algorytmow przetwarzania [81], [124], [70].
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Rysunek 2.34. Analizator impedancji IMP-STM32: a) schemat blokowy, b) widok ogélny,
c) cyfrowe i analogowe moduty wewnatrz urzadzenia.

Sygnal pobudzajacy w IMP-STM32 generowany jest przy wykorzystaniu
zaimplementowanej w oprogramowaniu bezposredniej syntezie czestotliwosci DDS.
Tablica (LUT — ang. lookup table) zawiera 32768 12-bitowych probek sygnatu
sinusoidalnego dla wykorzystania pelnych mozliwosci przetwornika DAC. Stowo
sterujace DDS ma 32 bity dhugosci a czestotliwos¢ pracy DDS wynosi 1 MHz. Wynika
stad, ze rozdzielczo$¢ sygnatu pobudzajacego wynosi 1 MHz/2*? = 0,23 mHz, jednakze
ze wzgledow praktycznych zakres mierzonych czestotliwosci zostal programowo
ograniczony do przedzialu od 1 mHz do 100 kHz. Wygenerowany przebieg jest
filtrowany filtrem Buttherwortha czwartego rzedu. Warto$¢ napigcia sygnatu
pobudzajacego jest wybieralna i zawiera si¢ w zakresie od 5 mV do 42 mV RMS. Taki
zakres odpowiedni jest do pomiaru probek biologicznych, co jest gtownym obszarem
zastosowan zaprezentowanego miernika.

Napigcie 1 prad przepltywajacy przez DUT mierzone s3 jednocze$nie. Samo napigcie
mierzone jest miedzy ztaczami HP 1 LP za pomocg wzmacniacza pomiarowego. 16384
probek wartosci chwilowych napigcia zebranych za pomoca 12-bitowego ADC
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I zapisywanych jest w zaalokowanym buforze za pomocg kanatlu bezposredniej dostgpu
do pamigci (DMA — ang. direct memory access).

Prad przeplywajacy przez DUT mierzony jest na ztaczu LC za pomoca przetwornika
prad-napiecie (CVC). Zakresy CVC przelaczane sg poprzez zmian¢ rezystora
Res W petli  sprz¢zenia zwrotnego za pomoca przetacznika elektronicznego. CVC
posiada 7 zakresow w ktorych Reg zmienia si¢ od 10 Q do 10 MQ. Kondensatory
dolaczone réwnolegle do opornikow Reg poprawiaja stabilnos¢ CVC oraz zmniejszajg
szum przy pomiarach duzych impedancji kosztem jej zakresu.

Sprobkowane i zbuforowane wartosci chwilowe napigcia i pradu wykorzystywane
sa przez zaimplementowany w mikrokontrolerze algorytm trzyparametrowego
dopasowania sinusoidy (TPSF — ang. three parameters sine fitting ) do odtworzenia
przebiegéw napiecia i pradu [128]. Algorytm TPSF posiada kilka zalet przewazajacych
nad powszechnie stosowang dyskretng transformata Fouriera (DFT). Przede wszystkim
w wypadku DFT probki muszg by¢ okienkowane dla unikni¢cia wyciekow widma,
dotego przy niskich czestotliwosciach pomiarowych gdzie czas jednego okresu
przebiegu pobudzajacego jest zauwazalny TPFS mozna zastosowaé¢ nawet dla
niepelnego okresu sygnatu pobudzenia co skraca czas pomiaru [120].

Urzadzenie wyposazone jest w wyswietlacz LCD oraz przyciski pozwalajace
nareczne zmiany parametréw pomiaru. Wynik pomiaru pokazywany jest rowniez
na wyswietlaczu. IMP-STM32 jest zaprojektowany tak, aby mozna bylo go sterowac
Z poziomu komputera PC za pomoca dedykowanego oprogramowania. Kontroler USB
2.0 znajdujacy si¢ w mikrokontrolerze jest zaprogramowany na prace jako USB CDC
(Communication Device Class) [129]. Wymiana komunikatow mig¢dzy urzadzeniem
a komputerem nastepuje za pomoca wirtualnego portu szeregowego. Komendy
kompatybilne sg ze standardem SCPI-99.

Szerszy opis urzadzenia wraz z dodatkowymi informacjami zaprezentowano
w publikacji [127].

2.5. Oprogramowanie

25.1. ZView

ZView firmy Scribner jest programem stuzacym do prezentacji widm impedancji
W postaci niemalze dowolnie modyfikowalnych wykreséw Bodego i Nyquista. Ponadto
umozliwia  konstruowanie elektrycznych modeli réwnowaznych EEC oraz
dopasowywanie wartosci ich elementow wybranymi metodami numerycznymi.
Przydatng funkcja programu jest mozliwo$¢ aproksymacji modelem EEC calej serii
widm, co umozliwia pdézniej latwe przesledzenie zmian wartosci parametréw EEC
w czasie. Interfejs uzytkownika programu ZView z otwartym oknem do budowania
modelu EEC przedstawiono na rysunku 2.35.
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Rysunek 2.35. Interfejs uzytkownika programu ZView.

2.5.2. ZFitter Turbo

ZFitter Turbo jest oprogramowaniem rozwijanym w Laboratorium Badan
Elektrycznych =~ Materiatow  Zaktadu  Nanometrologii ~ Wydzialu  Elektroniki
Mikrosysteméw 1 Fotoniki Politechniki Wroctawskiej pod kierownictwem dr inz.
Tomasza Piaseckiego. ZFitter stuzy do numerycznego dopasowywania wartos$ci
elementow modelu EEC do zadanego zestawu widm impedancji. Jest on niejako
rozwini¢ciem funkcjonalnosci ZView gdyz jako dane wejsciowe, oprocz danych
pomiarowych, przyjmuje model EEC stworzony w ZView. Glowna cecha ZFitter Turbo
to w porownaniu do ZView stosunkowo szybki czas dopasowywania widm wynikajacy
z zastosowania wielowatkowosci.
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Rysunek 2.36. Interfejs uzytkownika programu ZFitter Turbo.
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ZFitter Turbo posiada jeszcze kilka innych funkcji niedostgpnych w ZView
np. mozliwos¢ dopasowywania kilku EEC na raz iautomatyczne odrzucanie
niewlasciwych dopasowan. Interfejs uzytkownika programu ZFitter Turbo w trakcie
dopasowywania widm impedancji przedstawiono na rysunku 2.36.

2.5.3. ImpeDancer

ImpeDancer podobnie jak ZFitter Turbo rowniez jest oprogramowaniem rozwijanym
w Laboratorium Badan Elektrycznych Materiatdw Zaktadu Nanometrologii Wydziatu
Elektroniki Mikrosysteméw i Fotoniki Politechniki Wroctawskiej pod kierownictwem
dr inz. Tomasza Piaseckiego. Jest to oprogramowanie wielofunkcyjne, pozwalajace
na sterowanie wszystkimi typami urzadzen pomiarowych i pomocniczych znajdujacych
si¢ na wyposazeniu Laboratorium. Dzigki temu zestawione stanowisko pomiarowe
moze by¢ kontrolowane z poziomu jednego programu a sam pomiar moze by¢
zautomatyzowany. Interfejs uzytkownika z ustawieniami sekwencyjnego pomiaru
za pomocg IMP-STM32 i multipleksera 24 kanatowego przedstawiono na rysunku 2.37.
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Rysunek 2.37. Interfejs uzytkownika programu ImpeDancer.

2.6. Sprzet pomocniczy

Badanie odpowiedzi czujnikow impedancyjnych zarowno w S$rodowiskach
modelowych jak i na adsorpcje biatek badz obecnos¢ biofilmu bakteryjnego wymagato
skonstruowania dedykowanych uchwytow, przetacznikow oraz odpowiedniego sprzgtu
pomiarowego. Uchwyty musialy umozliwia¢ bezproblemowe umieszczanie czujnikow
in situ tj. w dotkach ptytki titracyjnej. Ze wzgledu na liczbg czujnikow odpowiadajaca
liczbie dotkow w 24-dotkowej ptlytce titracyjnej potrzebny byt dedykowany
przetacznik, ktdry umozliwiat sekwencyjny pomiar impedancji wielu czujnikéw jednym
urzadzeniem pomiarowym.
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2.6.1. Multiplekser 8-kanatowy

Przedstawiony multiplekser jest pierwsza wersja przetacznika umozliwiajacego
sekwencyjny pomiar 8 czujnikow. Jego wymiary geometryczne dobrane sg tak, aby dato
si¢ w nim umiesci¢ standardowa plytke titracyjng (rysunek 2.38). Do przymocowania
czujnikbw do multipleksera przewidziano dedykowane uchwyty wyposazone
we wtyczke micro-USB, kompatybilng z czujnikami opisanymi w rozdziale 2.1.
Schemat elektryczny multipleksera przedstawiono na rysunku 2.39. Konstrukcja jest
prosta, posiada jedynie ztacza i 8 niezaleznie sterowanych przekaznikow.
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Rysunek 2.39. Schemat elektryczny multipleksera 8-kanatowego.

2.6.2. Multiplekser 24-kanatowy

Zaprezentowana konstrukcja jest rozwinieciem multipleksera 8 kanatowego. Zmiany
konstrukcyjne pozwolity na obstuge 24 czujnikéw idealnie dopasowujac si¢ do 24-
dotkowej ptytki titracyjnej. Zmienione zostaty rowniez uchwyty mieszczace teraz cztery
czujniki. Catos$¢ konstrukcji przedstawiono na rysunku 2.40. Z uwagi na wigkszg liczbe
przekaznikow i zachowania kompatybilnosci 10-pinowego zlagcza zmieniono sposob
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sterowania nimi. Zamiast bezposredniego sterowania wykorzystano multipleksery
cyfrowe kontrolujace przekazniki. Schemat elektryczny multipleksera pokazano

na rysunku 2.41.
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Rysunek 2.41. Schemat elektryczny multipleksera 24-kanatowego.
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3. Charakteryzacja | zastosowanie
czujnikow impedancyjnych

Zaprezentowano tutaj wszystkie badania wynikajace ze zdefiniowanych celéw
rozprawy 1 stosujgce wszystkie materiaty i metody opisane w poprzednim rozdziale.
Do realizacji celéw badawczych pracy konieczne bylo zbadanie podstawowych
wlasciwo$ci stosowanych czujnikow impedancyjnych, a nastepnie zastosowanie ich
do badania zjawiska adhezji bialek oraz monitorowania wzrostu i degradacji biofilmow
z wykorzystaniem analizatorow impedancji autorskiej konstrukcji, o czym to traktuja
ponizsze rozdziaty.

3.1. Badanie podstawowych wiasciwosci czujnikow
impedancyjnych

Rozdzial ten omawia eksperymenty, ktorym poddawane byly uzywane w pracy
czujniki impedancyjne celem lepszego poznania ich wilasciwosci. Obejmowaly one
spektroskopie impedancyjng wszystkich czujnikow w srodowiskach modelowych oraz
w wypadku czujnikéw na podlozu PCB badanie jakosci elektrod ze wzgledu na ich
ztozono$¢ konstrukcyjna.

Srodowiska modelowe stanowity ciecze: woda destylowana, wodne roztwory
heksacyjanozelaziandow z dodatkiem chlorku sodu lub bez. Zasadnicza rdznica
wybranych §rodowisk modelowych jest zdolno$¢ do przewodzenia pradu elektrycznego.
Woda destylowana posiada bardzo niewielka koncentracje jondéw i uzna¢ mozna
ja za ciecz nieprzewodzacg. Inaczej sytuacja ma si¢ w wypadku pozostatych roztworow
— czym wigksze st¢zenie rozpuszczonych substancji tym wigksza koncentracja jonow
aco za tym idzie przewodnictwo pradu elektrycznego. Dodatkowo obecnos¢ jonow
w cieczy modelowej wplywa na inng konstrukcje modelu réwnowaznego niz dla
czujnika w wodzie destylowanej, gdyz w tym pierwszym wypadku widoczne bedzie
zjawisko transferu fadunkow elektrycznych poprzez warstwe podwdjna a wiec 1 model
bedzie bardziej zlozony.

Badania jakosci elektrod czujnikow na podtozu PCB obejmowaty umieszczenie
czujnika w korozyjnie agresywnym sSrodowisku, a nastgpnie zbadanie jakosci
powierzchni za pomocg mikroskopii SEM i spektroskopii EDS.

3.1.1. Wyznaczenie podstawowych parametrow czujnikow

Czujniki umieszczano w $rodowiskach modelowych: powietrzu, wodzie oraz
wodnym roztworze 0,9% NaCl, a nastgpnie mierzono ich impedancje przy
czestotliwosci 1 MHz za pomoca analizatora impedancji Agilent 4294A opisanego
w podrozdziale 2.3.1, stosujac pobudzenie napigciowe o amplitudzie 25 mV. Uchwyty
z czujnikami montowane byly bezposrednio do analizatora, bez wykorzystania
multipleksera.
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Otrzymanie wyniki zaprezentowano w tabelkach, w ktorych podano réwniez
spodziewane warto$ci teoretyczne uzyskanych pomiaréw. Obliczenia statej celki
czujnikow zrobiono wg wzorow opisanych w [130]. Przy obliczaniu pojemnosci

elektrycznej czujnikow w wodzie destylowanej przyjeto przenikalnos¢ wzgledng wody
réwng 80 [131].

3.1.1.1. Mikroczujniki impedancyjne na podfozu szklanym i krzemowym
z elektrodg ochronng [101]

Parametry elektryczne mikroczujnikow zaprezentowano w tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Parametry elektryczne czujnikéw na podtozu szklanym i krzemowym.

. Na utlenionym Na utlenionym
Elektrody czujnika Na szkle krzemie bez EO krzemie z EO
o Teore- Zmie- Teore- Zmie- Teore- Zmie-
Wartos¢
tyczna rzona tyczna rzona tyczna rzona
Stata celki k [cm™] 1,61 1,70 1,61 1,77 1,61 2,30
Pojemnos$¢ w powietrzu @ )
1MHz [pF] 0,23 1,03 68,50 0,05 0,17
Pojemnos¢ w wodzie
destylowanej @ 1MHz [pF] 4,63 5,65 - 75,04 4,40 2,20
Pojemno$¢ w wodnym
roztworze 0,9% NaCl @ 1MHz - 517,51 - 412,01 - 195,90
[PF]

Czujniki na utlenionym krzemie bez uziemionej elektrody ochronnej posiadaja
stosunkowo duze pasozytnicze sprzgzenie pojemnosciowe przez podtoze co negatywnie
wplywa na ich czulo$¢. Efekt ten wyraznie mniejszy jest przy zastosowaniu podioza
szklanego. Uziemienie elektrody ochronnej niweluje wspomniane sprzezenie, niestety
wprowadza tez dodatkowy efekt uboczny. Polegajace na sprzezeniu pojemnosciowym
pomigdzy przewodzaca ciecza a elektroda ochronng. W wypadku czujnika
impedancyjnego z elektrodami palczastymi w przewodzacej cieczy z uziemiong

elektroda ochronng zjawisko to mozna przyblizy¢ modelem przedstawionym na rysunku
3.1

.....

Rysunek 3.1. Model elektryczny czujnika na utlenionym krzemie w uktadzie pomiarowym z
uziemiong EO umieszczonego w elektrolicie: pelny a), uproszczony b).

Z elektrycznego punktu widzenia nastgpuje szeregowe potaczenie dwoch impedancji
Z; skladajgcych si¢ z szeregowo dotgczonych pojemnosci elektrycznej warstwy
podwdjnej na jednej elektrodzie Cp. 1 rezystora R modelujacego potowe sumarycznej
rezystancji elektrolitu. Miedzy impedancjami Z; znajduje si¢ kondensator pasozytniczy
Cp zwarty do masy uktadu pomiarowego przez EO. Modeluje on w uproszczeniu efekt
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wynikajacy z faktu, iz elektrolit zachowuje si¢ jak przewodnik a Cp stanowi pojemnos¢
elektryczng interfejsu elektrolit/SiOy/uziemione podtoze n+-Si. Zaprezentowane nizej
obliczenia pokazuja, jak zmieniona bedzie impedancja pokazywana przez analizator
impedancji w stosunku do rzeczywistej. Analizator pobudzaja mierzony uktad
napi¢ciem V i mierzac prad I wyznacza impedancje Z (3.1). W analizie tej przyjeto
zatozenie, ze analizator impedancji na wejsciu, z ktorego wynika jaki prad ptynie,
ma pozorng masg.

Dla uproszczenia obliczen zastgpiono szeregowe potaczenie Cp. i R impedancja
Z; (rysunek 3.1b):

Z1 - R+ (3.2)

jwCpy, .

Przy takim zatozeniu schemat si¢ upraszcza. Prad mierzony przez analizator impedancji
to:

Vi
[=—. 3.3
7 (33)
Rownolegte potaczenie Z; oraz Cp ma impedancje:
7 1
2= 3.4
T+ jCp (3.4)
1
a napigcie V1 mozna obliczy¢ na podstawie rownania dzielnika napigc:
Z, 1

=V .
7.+7Z,  2+jwCpZ,

Ostatecznie rOwnanie opisujace impedancje widziang przez analizator otrzymuje postaé:

7=y N o iwCe72 = 27, 4 ARCP L CoR? 4
_I_Vl 1 = 2lq T JWlply = 274 CoL Jwlp -C]2)L (3.6)
](UCP

Okazuje sig, ze wskazywana przez analizator impedancji warto$¢ bedzie to prawidtowe

2RC .
£ drugi
CpL

27, ale powiekszone o trzy czynniki. Pierwszy to pozorna rezystancja Ry =

. C . . ., (of
to pozorna indukcyjno$¢ rowna Ly = CpR2 a trzeci to pozorna pojemnos$¢ C, = %.
P

Przeprowadzona analiza udowadnia, ze podczas pomiaru impedancji czujnika z EO
pojawiajg si¢ trzy dodatkowe czlony: pseudorezystancyjny Ra, pseudoindukcyjny
La i pseudopojemnosciowy Ca (rysunek 3.2) S$ci§le zwigzane ze sprze¢zeniem
pojemnosciowym do elektrody ochronnej i1 zaburzajace pomiar impedancji. Jest
to wlasciwos¢ zaprezentowanego ukladu pomiarowego. Sprzezenie pojemnosciowe
do EO nie byloby problemem przy pomiarze wspomnianego czujnika w ukladzie
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trojelektrodowym. W tym wypadku EO petnila by role elektrody pracujacej, jedna
z elektrod palczastych bytaby elektroda referencyjng a druga przeciwelektroda. Niestety
przy pomiarze trdjelektrodowym czujnik ten przestaje by¢ mikroczujnikiem 1i staje si¢
sensorem makroskopowym ze wzgledu na znacznie wigkszy obszar oddziatywania.

2R C,/2 R,

0—1:I—H—|:I—\QDQQDJ—H—°

Rysunek 3.2. Elektryczny model zastgpczy czujnika z uziemiong EO umieszczonego
w elektrolicie.

Podsumowujac, czujniki na utlenionym krzemie bez uziemionej elektrody ochronnej
posiadajg pasozytnicze sprz¢zenie pojemnosciowe przez podltoze co negatywnie
wplywa na ich czulo$¢. Uziemienie elektrody ochronnej niweluje wspomniane
sprzezenie, niestety wprowadza tez dodatkowy efekt uboczny. Gdy elektrody czujnika
zanurzone s3 w przewodzacej cieczy bardzo mocno uwidacznia si¢ wptyw sprzezenia
pojemnosciowego medium z elektrodg ochronng. Mierzony obiekt staje si¢ uktadem
ztozonym — czwornikiem — 0 pewnej impedancji efektywnej Z. Otrzymana zaleznosc¢
Zw rownaniu (3.6) wyjasnia anomalne wyniki pomiaréw impedancji czujnika
z uziemiong elektroda ochronng. Pordwnanie wlasciwosci czujnikow impedancyjnych
na krzemie 1 szkle wypada wyraznie na korzy$¢ tych drugich, stad tylko czujniki
na szklanym podtozu zostaly uzyte w badaniach aplikacyjnych.

3.1.1.2. Czujniki impedancyjne w technologii PCB

Zmierzone parametry elektryczne czujnikow przedstawiono w tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Parametry elektryczne czujnikéw na podtozu z laminatu.

Pokrycie soldermaska Brak Doprowadzenia Brak na palcach
elektryczne elektrod
Stata celki k [cm'l] 1,00 1,11 1,11
Pojemnos¢ w powietrzu @ 1MHz 0.48 0.44 044
[pF] (teoret.) ' ' '
Pojemno$¢ w wodzie destylowanej @
1MHz [pF] (zmierz.) 1355 11,51 9,69
Pojemnos¢ w wodnym roztworze

0,9% NaCl @ 1MHz [pF] (zmierz.) 229.9 207.9 155.3

Czujniki bez pokrycia soldermaska wykazuja zauwazalnie wigksza pojemnosé
elektryczng w cieczach co wskazuje na niepomijalny wplyw doprowadzen
elektrycznych, ktére powinny by¢ zaizolowane. Do rozwazenia pozostaly jeszcze
czujniki pokryte soldermaska Przy projektowaniu czujnika calego pokrytego
soldermaska z wyjatkiem samych palcow elektrod intencjg autora byto odizolowanie si¢
od wplywu domniemanej porowatej struktury podloza. Doktadniejsze ogledziny
wymienionych czujnikow pod mikroskopem optycznym ujawnity niedoskonatosci
technologiczne w postaci delikatnego przesunigcia soldermaski wzglgdem podioza
zaprezentowane na rysunku 3.3. Efekt ten powoduje zniwelowanie zalozonego
odizolowania podtoza soldermaska a dodatkowo zmienia ustalong powierzchni¢ palca
elektrody. Mozna spodziewaé si¢, ze proba catkowitego pokrywania czujnika
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soldermaska z jedynie odkrytymi palcami elektrod moze doprowadzi¢ do zwigkszenia
negatywnego efektu rozrzutu parametrow elektrycznych czujnikow migdzy kolejnymi
seriami produkcyjnymi. Biorac pod uwage wszystkie wymienione czynniki,
do zastosowan mikrobiologicznych wybrano czujnik w pierwotnym typie
konstrukcyjnym, przedstawiony na rysunku 2.9.

Rysunek 3.3. Przesunigcie soldermaski
wzgledem podtoza w czujniku z odkrytymi
palcami elektrod jako efekt niedoskonatosci
technologicznej.

3.1.1.3. Czujniki impedancyjne w technologii LTCC

Zmierzone parametry elektryczne czujnikow przedstawiono w tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Parametry elektryczne czujnikéw na podtozu LTCC.

Stata celki k [em™] 1,11
Pojemno$é w powietrzu @ 1MHz [pF] (teoret.) 0,70
Pojemnos¢ w wodzie destylowanej @ 1MHz [pF] 11.05
(zmierz.) !
Pojemno$¢ w wodnym roztworze 0,9% NaCl @ 1MHz 203.9
[pF] (zmierz.) !

Sensory wykonane w technologii LTCC z racji wymiardw geometrycznych maja
takg sama stalg celki jak czujniki PCB z soldermaskg. Wyniki pomiaréw w §rodowisku
wody destylowanej oraz roztworu NaCl rowniez sg podobne do czujnikow PCB.
Ze wzgledu na duza doktadnos¢ wykonania 1 jakos¢ materialow nie wystepuja w nich
dodatkowe nieprzewidziane zjawiska jak w opisanych w poprzednich podrozdziatach
sensorach.

3.1.2. Pomiary impedancyjne w wodnych roztworach
heksacyjanozelazianéw jako srodowisk modelowych

Przeprowadzono badania trzech typow czujnikow: na podlozu szklanym, PCB
oraz LTCC, opisanych odpowiednio w rozdziatach 2.1.1, 2.1.2 i 2.1.3. Celem bylo
poznania ich elektrycznych wilasciwosci po umieszczeniu w znanym $rodowisku.
Nalezy mie¢ tu na uwadze, ze wykonane réznymi technikami elektrody czujnikow,
Z niby tg samg zlota powierzchnig, moga w mniejszym lub wigkszym stopniu wptywac
na wynik uzyskiwanego pomiaru danego obiektu.

Stanowisko pomiarowe sktadato si¢ z analizatora impedancji Solartron FRA1260
opisanego w rozdziale 2.3.2 oraz multipleksera 8 kanatowego. Jako ptyny modelowe
wykorzystano:
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e wode destylowang
e heksacyjanozelazian(I) potasu 0,5 mM + heksacyjanozelazian(Ill) potasu
0,5 mM na 1 ml w wodzie

e heksacyjanozelazian(I) potasu 0,5 mM + heksacyjanozelazian(IlI) potasu
0,5 mM na 1 ml w 0,09% wodnym roztworze chlorku sodu

e heksacyjanozelazian(Il) potasu 5 mM + heksacyjanozelazian(III) potasu
5 mM na 1 ml w wodzie

e heksacyjanozelazian(I) potasu 0,5 mM + heksacyjanozelazian(Ill) potasu
5mM na 1 ml w 0,9% wodnym roztworze chlorku sodu

Po uprzednim oczyszczeniu woda, etanolem i1 acetonem czujniki zostaty zamocowane
w multiplekserze. Dotki ptytki titracyjnej przynalezace do danych czujnikow zostaty
wypelione 2 ml danej cieczy, po czym zmierzono widmo impedancji kazdego z nich
w zakresie czestotliwosci od 1 Hz do 1 MHz. Wyniki pomiardw czujnikoéw na podtozu
szklanym (szklo) oraz wykonanych w technologiach PCB i LTCC znajdujacych si¢
w danym $rodowisku modelowym przedstawiono na rysunkach 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, i 3.8.
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Rysunek 3.4. Widma impedancji czujnikow w wodzie destylowane;j.
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Rysunek 3.5. Widma impedancji czujnikow w heksacyjanozelazianie(ll) potasu 0,5 mM +
heksacyjanozelazianie(ll1) potasu 0,5 mM na 1 ml w wodzie.
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Rysunek 3.6. Widma impedancji czujnikow w heksacyjanozelazianie(ll) potasu 0,5 mM +
heksacyjanozelazianie(l11) potasu 0,5 mM na 1 ml w 0,09% wodnym roztworze chlorku sodu.

107 0
E —8— szkio
r —8— LTCC
10° —¥— PCB
-30
'E 10° E =
5 <
- k<
N o0 E s
-60
10° £ —i— szkio
E —8—:1TCE
s —¥— PCB
102 PR R T NTT| B S S R TTT| B BN A TTT| N SR N17] N S AW 117 M S WA r 17! _90 R WU UTT BT RN VTT1 S A I U ¥ 171 N S A E 171 M MW WA 11T M B W W AT
10° 10" 102 10° 10 10° 108 10° 10" 102 10° 10 10° 108
Czestotliwosé [Hz] Czestotliwosé [Hz]

Rysunek 3.7. Widma impedancji czujnikow w heksacyjanozelazianie(Il) potasu 5 mM +
heksacyjanozelazianie(IIT) potasu 5 mM na 1 ml w wodzie.
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Rysunek 3.8. Widma impedancji czujnikow w heksacyjanozelazianie(Il) potasu 5 mM +
heksacyjanozelazianie(IIT) potasu 5 mM na 1 ml w 0,9% wodnym roztworze chlorku sodu.
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Rysunek 3.9. EEC czujnika impedancyjnego w: a) wodzie destylowanej, b) roztworze
zawierajagcym jony.

Uzyskane wyniki zamodelowano za pomocg EEC zaprezentowanych na rysunku 3.9.
Ze wzgledu na bardzo niskg koncentracje no$nikoéw tadunku EEC czujnika w wodzie
destylowanej jest prostszy anizeli EEC czujnika w pozostatych cieczach. Wartos$ci
poszczegolnych elementow EEC w zaleznosci od Srodowiska modelowego
przedstawiono na rysunku 3.10. Rezystancja medium Ryep maleje wraz ze wzrostem
koncentracji nos$nikéw tadunku w cieczy modelowej, a jej wartosci sa niemalze
identyczne i niezaleznie od typu czujnika. Podobnie do Ruep zachowuje si¢ rezystancja
transferu tadunku Rcr — rowniez zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem koncentracji
no$nikéw, jednakze jej wartosci s3 juz uzaleznione od typu czujnika. Wartosci
parametréw CPE modelujacego warstwe podwdjng maja si¢ nastepujaco: Qp wahaja
sie w zakresie od 200 n do 1 p S*s" dla czujnikéw wykonanych w technologiach LTCC
i PCB oraz 10 n do 30 n S*s" dla czujnikéw na podtozu szklanym co zwigzane jest
z powierzchnig elektrod, zas np. waha si¢ w zakresie od 0,6 do 0,95. Parametry CPE
modelujgcego powierzchni¢ elektrod to odpowiednio Qsuyre | Nsurr. Wartosci
pierwszego z nich (Qsurr) wahajg sie w zakresie od 10 p do 300 p S*s" dla czujnikow
wykonanych w technologii LTCC, 300 n do 20 pu S*s" dla PCB i od 2 n do 4 n S*s" dla
czujnika na podiozu szklanym. Drugi z nich (nsyrr) Wykazuje wahania wartosci
w zakresie od 0,5 do 0,75 tylko dla czujnika wykonanego w technologii PCB. Dla
czujnika na szklanym podilozu warto$¢ nsyrr wynosi 1 niezaleznie od $rodowiska
modelowego, co $wiadczy o czysto pojemnosciowym charakterze tego elementu EEC.
Zupehlie odmienna sytuacja wystepuje zas w wypadku czujnika LTCC, gdzie nsure
niezaleznie od $rodowiska modelowego wynosi 0,5 a co za tym idzie wykazuje
wlasciwosci elementu Warburga, charakterystycznego dla procesow dyfuzyjnych.
Ostatni element Rsyre i zmiany jego wartosci w zalezno$ci od $rodowiska tatwo jest
interpretowa¢ w wypadku czujnika na szklanym podlozu. Podobnie jak w wypadku
Rmep wraz ze wzrostem koncentracji no$nikow tadunku spada wartos¢ Rsyrr. Jednakze
w wypadku czujnikow wykonanych w technologiach LTCC i1 PCB interpretacja Ryep
nie jest jednoznaczna gdyz jej wartos¢ waha si¢ w zakresie dwoch dekad bez wyrazne;j
zaleznosci. Otrzymane wartosci parametrow EEC wskazuja na najwigksza stabilnos¢
czujnikoéw na podtozu szklanym.
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3.1.3. Struktura elektrody czujnika wykonanego w technologii PCB

Typowa metalowa powierzchnia ptytki PCB galwanicznie pokryta ztotem sktada si¢
z trzech warstw w strukturze przektadkowej: miedzi, stopu niklowo-fosforowego oraz
ztota [132]. Procentowa zawarto$¢ wymienionych sktadnikow w elektrodzie czujnika
zostala sprawdzona za pomocg analizy EDS. W pierwszej kolejnosci badany czujnik
zostal przygotowany poprzez sptukanie wodg destylowang, etanolem oraz acetonem,
nastepnie wytrawiony za pomoca zogniskowanej wigzki jonéw (FIB) jak pokazano
narysunku 3.11. Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie analizy EDS. Uzyskane
wyniki potwierdzily strukture przektadkowa warstw metalicznych elektrody — miedz
znajdowala si¢ na spodzie, nastepng warstwe stanowil stop niklu z fosforem pokryty
na powierzchni cienkg warstwg zlota. Jak zauwazy¢ mozna w tabeli 3.4. oraz
narysunku 3.11. procentowa zawarto$¢ ztota jest bardzo niewielka. Dodatkowo
wyspowa struktura galwanicznie nanoszonej zlotej warstwy $wiadczy¢ moze o jej
niskiej jakosci.

Tabela 3.4. Sktad chemiczny elektrody czujnika PCB.

Pierwiastek Orbital Masa [%] Atomy [%] Btad [%]
wegiel K 2.66 11.91 9.56
fosfor K 5.54 9.61 7.43
nikiel K 36.27 33.17 0.96
miedz K 52.70 44.54 1.02
zloto L 2.82 0.77 3.17

Rysunek 3.11. Obraz SEM elektrody czujnika wytrawionej za pomoca FIB- miejsce analizy
EDS zaznaczono na czerwono (lewy). Wynik analizy sktadu pierwiastkowego EDS (prawy).

Opisana przektadkowa struktura elektrody czujnika wykonanego w technologii PCB
wraz z watpliwej jakoSci zlota powloka moze sugerowaé podatno$¢ elektrody
na degradacj¢ w Srodowiskach korozyjnych. Zagadnienie jest o tyle istotne, Ze czgstym
sktadnikiem pozywek bakteryjnych, w ktérych to czujniki majg pracowac, jest chlorek
sodu — substancja powodujaca korozje.

Aby sprawdzi¢ stabilno$¢ zachowania si¢ elektrody w agresywnym $rodowisku
przeprowadzono nastgpujacy eksperyment: oczyszczony przez splukanie woda
destylowana, etanolem oraz acetonem czujnik inkubowano przez 48 godzin w wodnym
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roztworze 0,9% NaCl. Stan powierzchni elektrody po inkubacji oceniono za pomoca
SEM a wyniki zaprezentowano na rysunku 3.12. W kilku miejscach na powierzchni
elektrody widoczna jest korozja wzerowa. Wskazuje to na niecigglos¢ warstwy ztota
na powierzchni elektrody a co za tym idzie brak zabezpieczenia przed korozja [133].

Innym potwierdzeniem nieciaglosci warstwy zlota byl eksperyment polegajacy
na umieszczeniu czujnika w roztworze nadsiarczanu sodowego, ktéry to typowo
wykorzystywany jest do trawienia warstw miedzi z laminatu PCB.
Po kilkunastogodzinnej ekspozycji na nadsiarczan sodowy wytrawieniu ulegt fragment
elektrody czujnika oraz podtrawiona zostala miedZ znajdujaca si¢ pod soldermaska
(rysunek 3.13).

W tej sytuacji nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze przy badaniach aplikacyjnych
czujnikéw PCB ich miejscami korodujace elektrody moga mie¢ wplyw na warto$ci
parametréw EEC, za pomocg ktorego to czujniki beda analizowane.

Rysunek 3.12. Obraz SEM elektrody pokrytej ztotem po 48-godzinnej inkubacji w wodnym
roztworze 0,9% NaCl. Uwidoczniona jest korozja warstwy metalu pod ztotym pokryciem.
Powigkszenie 2500x (Ilewy) i 25000x (praw).

=

Rysunek 3.13. Zdjecie przedstawiajace fragment czujnika poddanego dziataniu roztworu
nadsiarczany sodowego. W lewej dolnej czesci zdjgcia widoczny jest ubytek elektrody oraz
podtrawienie pod soldermaska w §rodkowej czesci zdjgcia.

3.2. Pomiary adhezji biatek do powierzchni elektrod

Zaprezentowany w tym podrozdziale sposdb osadzania biologicznie aktywnych
czgstek (awidyna, IgG) jest jedng z metod wytwarzania warstw receptorowych
w czujnikach biologicznych, polegajacej na fizycznej adsorpcji czastek do powierzchni
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czujnika [134] [135]. Biosensory sa wrazliwe na obecnos¢ analitu w probce. Zwigzanie
si¢ analitu do warstwy receptorowej znajduje odzwierciedlenie w sygnale wyjSciowym
czujnika, ktorym w zalezno$ci od rodzaju sensora moze by¢: impedancja [136],
pojemno$¢ elektryczna [51] [38], wychylenie [137], czg¢stotliwos$¢ rezonansowa [137]
[138] itp. Podrozdziat ten przedstawia badaniu osadzania warstw receptorowych na
powierzchni miniaturowego czujnika impedancyjnego na poditozu krzemowym ze
ztotymi elektrodami o strukturze palczastej opisanego w podrozdziale 2.1.1.

Weryfikacja metod osadzania warstw biatek przebiegata dwuetapowo: za pomoca
mikroskopii sil atomowych a nastgpnie pomiaré6w impedancyjnych, co zaprezentowane
jest w kolejnych podrozdziatach.

Badania prowadzone byly w $cistej wspolpracy z Laboratorium Mikrobiologii
Lekarskiej mieszczacym si¢ w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej (IITD)
we Wroclawiu.

3.2.1. Materiaty i metody

Badania polegaly osadzania warstw biatkowych, mogacych stuzy¢ jako pokrycia
receptorowe na powierzchni mikroczujnikéw impedancyjnych [3]. Wybor rodzajow
powierzchni nie jest przypadkowy. Zloto czgsto stanowi material konstrukcyjny
elektrod w czujnikach impedancyjnych i mikrowagach kwarcowych. Dwutlenek krzemu
spotykany jest na powierzchni czujnikéw podtprzewodnikowych FET oraz czujnikdéw
masowych — mikrodzwigni krzemowych. Obydwie powierzchnie dajg si¢ tatwo
funkcjonalizowa¢ chemicznie [139]. Warstwy biatkowe stanowity: awidyna, awidyna
Z biotynylowanym kroliczym przeciwcialem IgG oraz krolicze przeciwciato IgG
osadzone na warstwie samoorganizujacej 3-aminopropyloetoksysilanu (APTES)
w wypadku podtoza z SiO; lub cysteaminie w wypadku podtoza ztotego.

W zalezno$ci od pokrycia powierzchni badane probki dwutlenku krzemu 1 ztota
przygotowywane byly do pomiaru na rézne sposoby:

1. Czujniki wyczyszczono poprzez inkubacje w roztworze piranii (H2SO4:H,0;
W proporcji 7:3) przez 20 min. i obfite sptukanie woda, nastepnie inkubacj¢ przez 1
godzing w czystej wodzie dla ustabilizowania powierzchni.

2. Powierzchni¢ dwutlenku krzemu z IgG na warstwie samoorganizujacej
przygotowano zaczynajac od czyszczenia jak w pkt. 1. a nastgpnie inkubowano
2 godz. w 0,2 % roztworze APTES (rysunek 3.14a) w etanolu po czym sptukano
woda, nastepnie inkubowano w 3 % roztworze wodnym aldehydu glutarowego
przez 1 godz., znowu sptukano woda, inkubowano w roztworze. wodnym 1gG
(rysunek 3.14b) o stezeniu 10 ug/ml przez 1 godzing i sptukano woda.

3. Powierzchnie zlota z IgG na warstwie samoorganizujacej przygotowano zaczynajac
od wyczyszczenia powierzchni jak w pkt. 1. a nastgpnie inkubowano przez
12 godzin w 10 mM roztworze cysteaminy w wodzie po czym sptukano woda,
nastepnie inkubowano w 3 % roztworze wodnym aldehydu glutarowego przez
1 godz., znéw splukano woda, i dalej inkubowano w roztworze wodnym IgG
(rysunek 3.14b) o stezeniu 10 pg/ml przez 1 godzing i sptukano woda.

4. Probki pokryte awidyng przygotowano przez Wyczyszczenie powierzchni jak
w pkt. 1., inkubacj¢ w wodnym roztworze awidyny (rysunek 3.15) o st¢zeniu
50 ng/ml przez 1 godzing i sptukanie woda.

71



5. Probki pokryte kompleksem awidyna-biotynylowane 1gG przygotowano jak w pkt.
4., a nastepnie inkubowano w wodnym roztworze biotynylowanych IgG (rysunek
3.16) o stezeniu 10 ug/ml przez 1 godzine i sptukano woda.
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Rysunek 3.14. Wizualizacja a) osadzanej warstwy samoorganizujacej APTES na SiO2 oraz
b) przeciwciata klasy IgG [140].

Rysunek 3.15. Tetramer awidyny wraz
z wymiarami geometrycznymi [141]

awidyna koniugat
biotyny (B) z 19G

kompleks
awidyna-biotyna

Rysunek 3.16. Schemat interakcji awidyny z biotynylowanym przeciwcialem tworzacej
kompleks awidyna-biotyna [142].

3.2.2. Pomiary za pomoca AFM

Podstawowym narzedziem pomiarowym w przedstawionych badaniach byt
mikroskop sit atomowych (AFM) Veeco MultiMode ze sterownikiem NanoScope V
(rysunek 3.17a). Pomiary wykonywano w trybie kontaktu przerywanego (TM — tapping
mode) za pomocg sondy typu PPP-NCLR (rysunek 3.17b oraz c). Mierzone probki
przygotowano wg algorytmu opisanego w 3.2.1. Wyniki pomiaréw pokry¢ powierzchni
warstwa bialek przedstawiono w tabeli 3.5.
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a)

Tabela 3.5. Topografia i kontrast fazowy funkcjonalizowanych powierzchni ztota i SiO,

Rysunek 3.17. Przyrzady pomiarowe: a) gtowica mikroskopu, b) sonda i c) ostrze sondy [143]

Powierzchnia

Topografia

Kontrast fazowy

i pokrycie

Dwutlenek
krzemu bez
pokrycia

20.00 nm

0.00 nm

1.00 um

1.00 pm

65.00 deg

0.00 deg

Dwutlenek
krzemu pokryty
kroliczymi
przeciwciatami
IgG na warstwie
samoorganizu-
jacej z APTES

23.00 nm

0.00 nm

50.00 deg

0.00 deg

Dwutlenek
krzemu pokryty
awidyng
zaadsorbowana
fizycznie z
zawiesiny

20.00 nm

0.00 nm

1.00 pm

65.00 deg

0.00 deg
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Dwutlenek
krzemu pokryty
awidyna z
biotynylowa-
nymi kréliczymi
przeciwciatami

19G

1.00 um

1.00 um

20.00 nm

0.00 nm

65.00 deg

0.00 deg

Zloto bez
pokrycia

20.00 nm

0.00 nm

24.00 deg

ZYoto pokryte
kréliczymi
przeciwciatami
19G na warstwie
samoorganizu-
jacej
z cysteaminy

30.00 nm

0.00 nm

1.00 um

66.00 deg

0.00 deg

Ztoto pokryte
awidyna
zaadsorbowana
fizycznie z
zawiesiny

1.00 pm

30.00 nm

0.00 nm

72.00 deg

0.00 deg

ZYoto pokryte
awidyna z
biotynylowa-
nymi kréliczymi
przeciwciatami

19G

1.00 um

88.00 nm

0.00 nm

76.00 deg

1.00 um
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Pomiary AFM wykazaly roznice zaré6wno w ksztaltach topografii réznych
powierzchni jak i w ich kontrastach fazowych.

W wypadku czystego dwutlenku krzemu jego powierzchnia jest gladka, zawierajaca
nieliczne pory, w kontrascie fazowym dominuje kat ok. 60°. Natozenic warstwy
przeciwcial IgG na warstwie samoorganizujgcej APTES zmienia obraz topografii
na mniej gtadki, na ktérym widoczne sg struktury wyspowe podobnie jak na kontrascie
fazowym. Jego kat zmienia si¢ i dominuje warto$¢ ok 35°. Obecno$¢ zaadsorbowanej
fizycznie awidyny na powierzchni SiO, réwniez zmienia topografie powierzchni
I kontrast fazowy jak obecnos¢ IgG, jednak powstate wyspy sa wigksze i nieco rzadziej
rozlokowane — widac¢ to szczegdlnie dobrze na kontrascie fazowym. Dodanie warstwy
biotynylowanych przeciwcial na powierzchni¢ z awidyny powoduje kolejne zmiany
topologii i kontrastu fazowego. Topografia wygtadza si¢, a obraz kontrastu fazowego
staje si¢ czyms$ posrednim migdzy obrazem warstwy awidyny a czystego SiO».

Powierzchnia czystego ztota jest chropowata, w kontrascie fazowym dominuje kat
ok. 20°. Natozenie warstwy przeciwciat IgG na warstwie samoorganizujacej cysteaminy
zmienia obraz topografii na bardziej gtadki. Wydaje si¢, ze powierzchnia staj¢ si¢ mniej
chropowata. Podobnie rzecz ma si¢ z kontrastem fazowym. Jego kat wyraznie zmienia
si¢ 1 dominuje warto§¢ ok 55°. Obecnos¢ zaadsorbowanej fizycznie awidyny
na powierzchni ztota roéwniez zmienia topografi¢ powierzchni na wydaje si¢ jeszcze
bardziej gladka. Kontrast fazowy ukazuje jednak miejsca o prawdopodobnie
zwigkszonej agregacji awidyny, niemniej caly obraz kontrastu jest zmieniony, tak jakby
warstwa biatka byla obecna — tym bardziej, ze dominujgca warto$¢ przesunigcia
fazowego wynosi ok 60°. Dodanie warstwy biotynylowanych przeciwciat
na powierzchni¢ z awidyny powoduje kolejne zmiany topologii i kontrastu fazowego.
Obraz topografia i kontrastu fazowego wygtadza sig, a jego dominujgca warto$¢ wynosi
ok. 65°.

3.2.3. Monitoring adsorpcji bialek za pomoca pomiaréw impedancji

W  eksperymencie  wykorzystano  stanowisko  pomiarowe  rozlokowane
w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej IITD. Skladato si¢ ono z multipleksera 8-
kanalowy opisanego w rozdziale 2.6.1 oraz urzadzenia pomiarowego tj. analizatora
impedancji GW InstekLCR-8101G opisanego w 2.3.3. Stanowisko pomiarowe
zaprezentowano na rysunku 3.18. System ten pozwolit na wykonywanie quasi-
jednoczesnych pomiaréw wszystkich czujnikéw znajdujacych si¢ w doltkach ptytki
titracyjnej. System sterowany jest z poziomu komputera PC za pomoca
oprogramowania ImpeDancer opisanego w rozdziale 2.5.3.

Tak jak w poprzednim eksperymencie wykorzystano mikroczujniki impedancyjne
na podtozu krzemowym opisane w podrozdziale 2.1.1.
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Rysunek 3.18. Stanowisko pomiarowe do monitorowania adsorpcji biatek (lewy). Zblizenie na
multiplekser przykryty parafilmem dla odizolowania od wptywu otoczenia (prawy).

3.2.3.1. Zastosowanie spektroskopii impedancyjnej

Przed rozpoczgciem pomiaru czujniki  byly wyczyszczone jak opisano

w pkt. 1. zawartym w 3.2.1. Elektrycznie zbadano procedury opisane w punktach 4. i 5.

wspomnianego podrozdziatu.
Eksperyment angazowal trzy czujniki i nie liczac przygotowania sktadat si¢ z pigciu

krokow w tym trzech etapéw pomiarowych:

a) pomiaru wszystkich czujnikow w roztworze soli fizjologicznej buforowanej
fosforanem (PBS - phosphate-buffered saline) przez ok. 40 min.

b) przetozenia czujnikéw do innych dolkéw ptytki titracyjnej, jeden czujnik
referencyjny pozostal w PBS, dwa kolejne umieszczono w roztworze awidyny
0 stezeniu 50 ng/ml

C) pomiar wszystkich czujnikow przez ok. 1 godzine

d) kilkukrotne sptukanie drugiego 1 trzeciego czujnika woda dla usunigcia
niezaadsorbowanych czastek awidyny, nastepnie przetozenia czujnikoéw do innych
dotkéw plytki titracyjnej, jeden czujnik referencyjny pozostat w PBS, drugi czujnik
z powrotem umieszczono w PBS, trzeci czujnik umieszczono w wodnym roztworze
biotynylowanych IgG o st¢zeniu 10 pg/ml

e) pomiar wszystkich czujnikow przez ok. 40 minut.

Uzyskane w ramach eksperymentu widma impedancji zaprezentowano na rysunku
3.19. Widoczne jest wyrazne zrdznicowanie migdzy  charakterystykami
przedstawiajagcymi sensory poddane dziataniom réznych §rodowisk.

W wypadku czujnika referencyjnego (3.19.a) modut impedancji zostaje praktycznie
niezmieniony natomiast argument maleje o ok. 10° a najwigksza jego zmiana wystepuje
ok 10 kHz — wynika¢ to moze z oddzialywania roztworu buforujgcego na powierzchnie
elektrody jak i samego starzenia si¢ PBS-u.

Charakterystyki czujnika pot-referencyjnego (3.19.b) poczatkowo przyjmuja taki
sam przebieg jak referencja. Po poddaniu go dziataniu awidyny modut impedancji
widocznie zaczyna rosngé w zakresie do ok. 30 kHz a jej argument znacznie zmienia si¢
w zakresie do 100 kHz. Zmiana otoczenia czujnika ponownie na PBS dalej wplywa
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na wzrost wartosci modutu impedancji i zmiany jej argumentu, aczkolwiek miedzy
kolejnymi pomiarami w PBS wspomniane roéznice sg nieduze.

Widma impedancji  czujnika  poddanego  dziataniu = PBS-u, awidyny
I biotynylowanych przeciwcial (3.19.C) zmieniajg si¢ najbardziej. W poczatkowej fazie
pomiaru charakterystyki maja niemalze identyczny przebieg jak pozostalych sensoréw
| jest to spodziewane. Po umieszczeniu czujnika w roztworze awidyny widma zmieniajg
si¢ w taki sam sposob jak réwnolegle mierzonego opisanego wczesniej sensora.
Umieszczenie czujnika w roztworze biotynylowanego IgG powoduje dalsze, bardzo
wyrazne zmiany wzrostu warto§ci modutu impedancji i w szerokim zakresie
czestotliwosci bardzo wyrazny spadek warto$ci argumentu — réznice widoczne sg nawet
migdzy kolejnymi pomiarami w roztworze biotynylowanych IgG.

a) b)
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Rysunek 3.19. Widma impedancji : =
mikroczujnikow na podlozu krzemowym £ g
- 10° —
podczas eksperymentu: a) czujnik 5 f g
. o . ] )
referencyjny znajdujacy si¢ C_a}y czas w PBS, s
b) czujnik  pot-referencyjny  zanurzony 102
poczatkowo w PBS, nastgpnie w roztworze
awidyny i znowu PBS, c) czujnik zanurzony
w PBS, nastepnie w roztworze awidyny i Weg i a a w ad
finalnie w roztworze biotynylowanego 1gG. czestotiwos¢ [Hz]

Dla lepszego zrozumienia zjawisk fizykochemicznych zachodzacych na powierzchni
czujnikow stworzono model roéwnowazny mierzonej struktury (rysunek 3.20).
Poszczegdlne elementy modelu odzwierciedlaja kanaty przewodnictwa 1 polaryzacji
mierzonego uktadu: R1 — rezystancja medium, CPEL — pojemnos¢ elektrycznej warstwy
podwojnej, CPE2 — pojemno$¢ elektryczna zwigzana z wlasciwosciami PBS-u i bialek,
R2 - rezystancja zwigzana z wlasciwo$ciami PBS-u i biatek.
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R1 CPE1 CPE2

Rysunek 3.20. EEC mikroczujnika
impedancyjnego na podtozu krzemowym R2
zanurzonego w medium.
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Rysunek 3.21. Wartosci parametrow EEC w czasie trwania eksperymentu: a) Q1, b) nl, ¢) Q2,
d) n2, e) R1, f) R2. Wykresy przedstawiajg wszystkie etapy eksperymentu — biale pola
odpowiadajg momentom zanurzenia czujnikow w danym roztworze (PBS, awidyna,
biotynylowane 1gG) natomiast wyszarzenia oznaczaja momenty przektadanie czujnikow
do innych roztworow z dodatkowym sptukaniem woda (szersze wyszarzenie).
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Otrzymane w eksperymencie widma impedancji analizowano za pomoca
oprogramowania ZView opisanego w podrozdziale 2.5.1 z wykorzystaniem struktury
EEC z rysunku 3.20. Wyniki dopasowania wartosci elementow przedstawiono
narysunku 3.21. Praktycznie wszystkie elementy EEC wykazywaly wrazliwosé
na zmiany otoczenia czujnika jak iadsorpcje bialek. CPE1 wykazuje wrazliwosé
zarowno na adsorpcje awidyny jak i biotynylowanego IgG - widoczne jest
to szczegodlnie na parametrze nl (rysunek 3.21b), ktorego wartosci w poczatkowej fazie
eksperymentu sg niemalze identyczne i state dla wszystkich czujnikow, po czym dla
czujnika referencyjnego warto$§¢ nl delikatnie maleje a dla czujnikéw w roztworze
awidyny maleje z duzym nachyleniem, natomiast w ostatniej fazie eksperymentu dla
czujnika wroztworze biotynylowanym 1gG warto$¢ nl gwaltownie rosnie,
w przeciwienstwie do warto$ci nl dwoch pozostatych sensoréw znajdujacych sig
w PBS. Podobna reakcja obserwowana jest tez dla Q1 (rysunek 3.21a), ktorego warto$é¢
z poczatkowo statej delikatnie maleje po ekspozycji czujnika na awidyng, a nastepnie
gwattownie maleje dla czujnika w roztworze biotynylowanego IgG i delikatnie maleje
dla sensora w PBS po awidynie. Co ciekawe wartos¢ Q1 delikatnie rosnie wraz
z kolejnymi etapami pomiaru czujnika referencyjnego w PBS. CPE2 podobnie jak
CPE1 wykazuje wrazliwos$¢ zarowno na adsorpcje¢ awidyny jak i biotynylowanego 1gG
z ta roznicg, ze nachylenie zmian n2 (rysunek 3.21d), jest mniejsze dla czujnikow
poddanych dziataniu awidyny natomiast parametr Q2 (rysunek 3.21c), reaguje
delikatnym wzrostem a nie maleniem wartosci W wypadku ekspozycji sensora
na awidyng. Czuto$¢ elementu R2 (rysunek 3.21f) jest analogiczna do Q2, z tym,
ze poszczegolne roznice zmian wartos$ci sa jeszcze bardziej zaakcentowane. Warto$¢
elementu R1 (rysunek 3.21e), ustawicznie delikatnie maleje az do ostatniego etapu
eksperymentu, w ktorym to nastepuje jej nagly wzrost dla czujnika w roztworze
biotynylowanego IgG oraz ustabilizowanie si¢ dla sensora w PBS, na ktorym wczeséniej
osadzono awidyne.

3.2.3.2.  Pomiar impedancji przy dwoch czestotliwosciach

Bazujac na widmach impedancji zaprezentowanych na rysunku 3.19, na ktérych
to widoczne byly najwigksze zmiany modutu impedancji przy 20 Hz i najwigksze
zmiany jej argumentu przy 10 kHz wykonano jeszcze jeden eksperyment,
wykorzystujacy opisane wczesniej procedury, materialy 1 metody. Polegat
on na szybkim pomiarze impedancji czujnikow tylko przy dwoch wymienionych
czestotliwosciach. Wykorzystano tacznie cztery mikroczujniki na podtozu krzemowym:
dwa referencyjne (na kazdym etapie eksperymentu znajdujgce si¢ w PBS) idwa
robocze (umieszczane kolejno w PBS, roztworze awidyny, PBS, roztworze
biotynylowanego 1gG).

Wyniki pomiaréw zaprezentowano na rysunku 3.22. Przy obydwu czgstotliwosciach
pomiarowych mozliwe jest monitorowanie osadzania awidyny i biotynylowanego 19G
na powierzchni sensoréw. Przy nizsze] czgstotliwosci pomiarowej roznice
w wartosciach impedancji nie sg relatywnie zbyt duze dla osadzania awidyny, natomiast
w wypadku monitorowania osadzania biotynylowanego IgG wyraznie zmienia si¢
rezystancja jak i reaktancja — wynika z tego, ze czgstotliwos¢ 20 Hz bardziej
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odpowiednia jest do monitorowania tego ostatniego etapu eksperymentu. Przy wyzszej
czestotliwosci  pomiarowej osadzanie awidyny zaakcentowane jest zaréwno
na sktadowej rezystancyjnej (mniej) jak i reaktancyjnej (bardziej), natomiast przy
monitorowaniu osadzania biotynylowanego IgG jedynie sktadowa reaktancyjna
wykazuje bardzo wyrazne zmiany. Wyzsza czestotliwo$¢ pomiarowa jest bardziej
odpowiednia do monitorowania adsorpcji awidyny.
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Rysunek 3.22. Impedancja mikroczujnikow przy 20 Hz (lewy) i 10 kHz (prawy) w trakcie
trwania eksperymentu. Adnotacje na wykresach (PBS, awidyna, PBS, biotyna) odnosza sig
do etapu eksperymentu, w ktorym to czujniki robocze byty eksponowane na dane otoczenie,
a wyszarzenia oznaczajg momenty przekladanie czujnikow do innych roztworow z dodatkowym
splukaniem woda (szersze wyszarzenie).

3.2.4. Wyniki i wnioski

Przedstawione wyniki eksperymentow potwierdzajg doniesienia na temat mozliwosci
osadzania warstw biatlkowych na powierzchni zlota i dwutlenku krzemu [144] [145]
[146]. Zmierzona topografia probek jak i przesunigcie fazowe sondy pomiarowe;j
wskazuja na zmiany w morfologii powierzchni. Mikroskopia sil atomowych dobrze
sprawdza si¢ jako metoda pomiarowa warstw biatek na zadanych podtozach pozwalajac
na lepsze zrozumienie interakcji biatko-powierzchnia. W przypadku osadzania awidyny
konieczne jest jedynie wyczyszczenie powierzchni a biatko osiada na niej spontanicznie
dzigki adsorpcji fizycznej. Awidyna osadzona na zlocie i dwutlenku krzemu zachowuje
zdolnos$¢ wigzania biotyny [147], a co za tym idzie biotynylowanych przeciwciat, bez
dezaktywacji fragmentow wigzacych antygen. Wytwarzana jest w ten sposob warstwa
receptorowa. Inaczej sprawa ma si¢ z immunoglobulinami IgG, ktore stabiej ulegaja
adsorpcji fizycznej, w szczegdlnosci do zlota [144]. Wydajno$¢ wigzania poprawia
zastosowanie linkerow w postaci warstw samoorganizujgcych, ktore zmieniajg
wlasciwos$ci fizykochemiczne powierzchni. Pozwala to na jej chemiczng aktywacje
I tatwe dolaczenie czastek biologicznych jak w przedstawionym przyktadzie APTES +
IgG oraz cysteamina + IgG. Podobnie jak w przypadku immobilizowanej kowalencyjnie
awidyny zwiazanej z biotynylowana IgG wytwarzana jest warstwa receptorowa:
powierzchnia-warstwa  samoorganizujgca-1gG.  Wigzania  kowalencyjne  maja
te przewage nad adsorpcja fizyczng, ze umozliwia osadzanie czastek biologicznych
na selektywnie wybranej powierzchni.
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Pomiary elektryczne mikrosensorow umieszczanych w roztworach awidyny
I biotynylowanych kroliczych przeciwcial IgG potwierdzaja wrazliwo$¢ sensoréw
na osadzanie warstw wymienionych biatek. Analiza zmierzonych widm impedancji
zapomocg modelu EEC wykazata wrazliwo$¢ wszystkich elementéw modelu
na adsorpcje¢ awidyny i1 wigzanie si¢ do niej biotynylowanych IgG, z czego najbardziej
wymowny wydaje si¢ by¢ parametr R2. Szybkie pomiary impedancji czujnikow przy
dwoch czestotliwosciach pomiarowych (20 Hz 1 10 kHz) daty dowod na mozliwosé
monitorowania osadzania czastek biologicznych (awidyna — biotynylowane IgG)
na powierzchni czujnika przy uproszczonej formie pomiaru, z czego Wwyzsza
czestotliwos¢ pomiarowa nadaje si¢ bardziej do monitorowania adsorpcji awidyny
anizsza do monitorowania wigzania si¢ biotynylowanego IgG do wczesniej
wytworzonej warstwy awidyny.

Wydaje sie, ze uzupeklnienie przedstawionych pomiardw o badanie odpowiedzi
elektrycznej czujnika impedancyjnego z warstwa receptorowa inng niz uktad awidyna-
biotyna moze zaowocowac stworzeniem uzytecznego narzedzie do badania wigzania
pomiedzy czasteczkami biologicznymi o wzajemnym powinowactwie jak i detekcji
mikroorganizmow.

3.3. Pomiary wzrostu i degradacji biofilmu

Rozdziat ten jest najwazniejszy w calej rozprawie gdyz stanowi jej kwintesencje.
Prezentuje on wyniki zebrane w trakcie badan aplikacyjnych czujnikéw
impedancyjnych do pomiaru wzrostu i degradacji biofilmu Pseudomonas aeruginosa.

Wszystkie badania prowadzone byly w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej
| Parazytologii Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
we Scistej wspotpracy z mikrobiologami z Zakladu.

Pierwszy podrozdzial przedstawia sposob prowadzenia oraz interpretacji
eksperymentow z wykorzystaniem czujnikow na podtozu szklanym do monitorowania
wzrostu biofilmu P. aeruginosa. Chronologicznie byly to pierwsze badania, wigc nie
skupiano si¢ w nich na dlugo$ci trwania eksperymentu w taki sposob, aby obejmowat
on faze degradacji biofilmu. Prowadzenie eksperymentu dodatkowo utatwiala wysoka
jako$¢ czujnikow na podlozu szklanym, co mocno ograniczalo wpltyw materiatow
konstrukcyjnych na wyniki badan.

Drugi podrozdzial prezentuje bardziej szczegdélowe w odniesieniu do poprzednich
wyniki badan nad zastosowaniem czujnikéw impedancyjnych na podtozu PCB juz nie
tylko do monitorowania wzrostu ale rowniez i degradacji biofilmu P. aeruginosa,
awiec trwajace odpowiednio dlugo, aby mozna bylo dostrzec wszystkie pie¢ faz
wzrostu i degradacji biofilmu. Czujniki na podtozu PCB byty trudniejsze do analizy
ze wzgledu na niskg jako$¢ technologii ich wykonania co przektadato si¢ na zakldcenia
wynikow pomiaru przez czynniki wynikajace z natury samych czujnikéw. Z drugiej
strony stosunkowo bardzo niska cena czujnikéw na podtozu PCB oraz tatwa dostgpnosé
ich wykonania pozwolita na ich masowa produkcje¢ i przeprowadzenie wielu powtorzen
eksperymentu, na co nie mozna bylo sobie pozwoli¢ przy trudno dostgpnych i drogich
czujnikach na podtozu szklanym.
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Trzeci podrozdzial opisuje kontynuacje poprzedniego eksperymentu, w ktorym
to czujniki PCB zastgpiono sensorami wykonanymi w technologii LTCC. Posiadaty one
wieksza doktadno$¢ wykonania oraz lepsze jakoSciowo materiaty dzigki czemu nie byty
podatne na korozje. Koszt procesu wytwarzania tego rodzaju sensoréw jest wigkszy
anizeli PCB cho¢ miesci si¢ w akceptowalnych granicach 1 mimo wszystko, jest o wiele
nizszy od kosztu produkcji czujnikow technikami mikroelektronicznymi.

W czwartym podrozdziale zaprezentowane zostaly wyniki pomiaru wzrostu
I degradacji biofilmu P. aeruginosa za pomoca czujnikow na podtozu PCB oraz
miernika IMP-AD5933 opisanego w rozdziale 2.4.1.

Piaty podrozdzial przedstawia wykorzystanie czujnikow LTCC i IMP-AD5933
do monitorowania biofilmu drozdzaka Candida albicans. Proces formowania biofilmu
drozdzaka jest o wiele dtuzszy od formowania biofilmu P. aeruginosa, co przektada si¢
na ciekawe wyniki porownawcze, jednakze jednoznaczno$¢ otrzymanych wynikow bylta
mniejsza, anizeli w poprzednich wypadkach.

3.3.1. Zastosowanie mikroczujnikébw impedancyjnych na podiozu
szklanym do monitorowania wzrostu biofilmu P. aeruginosa

Ze wzgledu na nieodpowiednie wlasciwosci elektryczne (duze sprzezenie
pojemnosciowe przez podloze) i trudnosci w zastosowaniu elektrody ochronnej
po wstepnych testach in situ zdecydowano si¢ nie stosowa¢ mikroczujnikéw na podtozu
krzemowym. W ten sposdb pierwsze powazne eksperymenty zwigzane
z monitorowaniem biofilmu wykonano z wykorzystaniem mikroczujnikéw na podtozu
szklanym [37]. Wysoka jako$¢ materiatow i1 bardzo duza doktadno$¢ wykonania
sensorOw zapewniata minimalizacj¢ wplywu czujnika na eksperyment, co bylo
niezwykle wazne w ich pierwszej serii, ktora niejako stanowita dowdd koncepcji —
proof of concept.

3.3.1.1. Przygotowanie eksperymentu

W eksperymencie wykorzystano mikroczujniki impedancyjne na podtozu szklanym
opisane w rozdziale 2.1.1 oraz multiplekser 8-kanatowy opisany w rozdziale 2.6.1.
Urzadzenie pomiarowe stanowit analizator impedancji GW InstekLCR-8101G
zaprezentowany w 2.3.2. Stanowisko pomiarowe zaprezentowano na rysunku 3.23.
Stanowisko takie pozwala na wykonywanie quasi-jednoczesnych pomiarow wszystkich
czujnikow znajdujacych si¢ w dotkach ptytki titracyjnej. System sterowany jest
z poziomu komputera PC za pomocag oprogramowania ImpeDancer opisanego
w rozdziale 2.5.3.

W eksperymencie wykorzystano szczep bakterii Pseudomonas aeruginosa. Zdolnos¢
wspomnianego szczepu do tworzenia biofilmu na powierzchniach abiotycznych zostata
juz wezesniej potwierdzona przez zespot z Zaktadu Mikrobiologii [148].

Jednodobowa hodowla badanego szczepu zostala rozcienczona do 1 McFarlanda
za pomoca densytometru (Biomerieux, Poland) i nastgpnie do koncentracji 10® cfu/ml
w pozywce TSB (Tryptic Soya Broth, BioMerck, Poland) wykorzystujac metode
rozcienczania. Po dwa mililitry otrzymanego roztworu trafito do dotkow plytki
titracyjnej. Nastgpnie czujniki zostaly zamontowane aseptycznie w uchwytach
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multipleksera i umieszczone w dolkach plytki titracyjnej. Dla przygotowania
powierzchni elektrod czujniki przed zamontowaniem zostaly sptukane woda
destylowang, acetonem i izopropanolem.

Rysunek 3.23. Stanowisko pomiarowe. Widoczny jest analizator impedancji, komputer z
oprogramowaniem ImpeDancer oraz cieplarka.

Widma impedancji kazdego z czujnikow byly mierzone co 4 minuty przez jedng
dobe. Eksperyment prowadzony byt w cieplarce w temperaturze 37 °C przy 100%
wilgotnosci. Czysta pozywka TSB zostata wykorzystana jako referencja.

Uzyskane widma impedancji zostaty zanalizowane za pomoca metody EEC. Model
rownowazny czujnika w pozywce TSB zaprezentowano na rysunku 3.24. Pozwala
on na modelowanie proceséw przewodnictwa i1 polaryzacji zachodzacych w obszarze
czujnika (medium i biofilm). Poszczegolne elementy modelu reprezentuja nastgpujace
wlasciwo$ci mierzonego obiektu: Rmed — rezystancja medium, Cstr — pojemnos¢
pasozytnicza struktury czujnika, CPE —element stalofazowy reprezentujacy pojemnosé
interfejsu elektroda-otoczenie, Rp — rezystancja rownolegta do CPE. Dwa z elementow
EEC opisuje zjawiska zachodzace na elektrodach czujnika - sg nimi CPE i Rp.
Admitancja CPE dana jest wzorem Ycpe = Q(jo)", gdzie Q oraz n s3 parametrami,
o pulsacja, j jednostkg urojong [110]. Wartosci wspomnianych parametrow zostaty
wyliczone dla kazdego punktu pomiarowego w czasie za pomocg oprogramowania
ZView (Scribner). Wyliczone wartosci Rp, Q oraz n zostaly przeanalizowane pod katem
monitorowania wzrostu biofilmu P. aeruginosa.
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Rysunek 3.24. Elektryczny model Rp
rownowazny mikroczujnika impedancyjnego
w czystym i zawierajacym bakterie medium.
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Poza pomiarami elektrycznymi przeprowadzono rownolegly eksperyment w ktorym
wykonano posiewy ilosciowe celem skorelowania wynikow. Szczep P. aeruginosa jak
I czujniki przygotowano w ten sam sposob jak do pomiarow elektrycznych. Czujniki
byly inkubowane w pozywce zawierajacej bakterie odpowiednio przez 2, 6, 12, 1 24
godziny. Nastgpnie sensory zostaly aseptycznie usuni¢te z uchwytow, sptukane solanka
| przeniesione do pojemnika z tagodnym detergentem — 0,5% saponing (Sigma Aldrich).
Czujniki odwirowano przez 1 minute celem usuniecia biofilmu z ich powierzchni,
PO czym otrzymana zawiesing rozcieficzono 10 - 107 razy. 100 pl z kazdego
rozcienczenia zostalo posiane na agarze MacConkeya (Merck) i inkubowane
w temperaturze 37 °C przez jedng dobe. Po wszystkim policzono kolonie bakteryjne
I okreslono liczbg¢ komorek tworzacych biofilm.

Dodatkowym sposobem weryfikacji wzrostu biofilmu na powierzchni czujnika byta
mikroskopia elektronowa. Szczep bakterii zostat wyhodowany na powierzchni
czujnikéw jak opisano wyzej. Nastepnie sensory zostaly aseptycznie wyjete
Zz uchwytow, sptukane trzykrotnie solankg i suszone w temperaturze 37 °C przez
4 godziny. Wysuszone probki zostaly pokryte warstwa Au/Pd w proporcji 6:4 poprzez
napylanie za pomocg urzadzenia QUORUM (Quorum International Forth Worth, USA)
| zbadane za pomocg mikroskopu SEM Zeiss EVO MA25.

3.3.1.2. Rezultaty

W zdjeciach z SEM po dwoéch godzinach inkubacji stajg si¢ widoczne skupiska
komorek bakteryjnych na powierzchni czujnika (rysunek 3.25a). Posiewy ilosciowe
wykazaty obecno$é ok. 10* cfu bakterii na powierzchni czujnika. W ciggu nastepnych
czterech godzin liczba bakterii wzrosta do 108 cfu. Okres ten moze by¢ zidentyfikowany
jako faza intensywnego wzrostu biofilmu, w efekcie powierzchnia czujnika zostala
czgsciowo pokryta gesta, wielowarstwowa powtoka biofilmu (rysunek 3.25b). Chociaz
wolniej niz poprzednio, po 12 godzinach od poczatku eksperymentu liczba komorek
nadal wzrastata —na powierzchni czujnika powstal dojrzaty biofilm (rysunek 3.25c).
Po 24 godzinach cala powierzchnia czujnika zostala pokryta biofilmem w roéznym
stadium rozwoju zaleznym od miejsca (rysunek 3.25d).

Zmiany wlasciwosci fizykochemicznych pozywki z biofilmem wykrywane przez
czujniki zaprezentowano na rysunku 3.26 jako zbior widm impedancji w postaci
pojemnos$ci szeregowej i wspolczynnika rozproszenia. Zgromadzone dane pomiarowe
przeanalizowano za pomoca modelowania réwnowaznego modelu elektrycznego,
€0 pozwolito na uzyskanie ilosciowych informacji na temat mierzonego obiektu.
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Rysunek 3.25. Komorki P. aeruginosa na powierzchni czujnika impedancyjnego
po: a) 2, b) 6, ¢) 12, d) 24 godzinach inkubacji.
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Rysunek 3.26. Typowe widma pojemnosci szeregowej Cs i wspotczynnika rozproszenia D
w czasie dla czujnika w pozywce z bakteriami.

Jak mozna zauwazy¢ na rysunku 3.27 wszystkie trzy analizowane parametry:
Rp, Q oraz n niosty uzyteczne informacje dla analizy wzrostu biofilmu P. aeruginosa.
Parametr Q okazal si¢ pozytywnie skorelowany z narastajaca liczebnosciag komorek
bakteryjnych na powierzchni czujnika, podczas gdy warto$¢ n maleje wraz ze wzrostem
biofilmu (rysunek 3.27a oraz b). Od szoéstej godziny eksperymentu zaczyna by¢
widoczna réznica w wartosci parametru Q dla czujnikéw w dotkach zawierajacych
bakterie a Q referencji, dalszy wzrost roznicy notowany jest przez kolejne pi¢¢ godzin.
Po jedenastej godzinie eksperymentu tempo narostu parametru Q dla eksperymentu
I kontroli przybiera podobng warto$¢. Odmienne wyniki otrzymano dla parametru Rp.
Jego warto$¢ delikatnie wzrastala w czasie az do ok. jedenastej godziny eksperymentu,
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po czym nagle wzrosta osiagajac warto$¢ okolo 10 Q, co w praktyce oznacza
niemierzalnie duza warto$¢ rezystancji (rysunek 3.27c).
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3.3.1.3. Podsumowanie

W przedstawionych badaniach in vitro biofilm P. aeruginosa przeszedt przez
wszystkie specyficzne fazy swego rozwoju: adhezjge, wytworzenie macierzy
i dojrzewanie (rysunek 3.25). Wykazano, Ze zastosowane czujniki impedancyjne
umozliwiajg rozréznienie medium czystego 1 zawierajacego bakterie. Mozliwos$¢ ta daje
pewien potencjat aplikacyjny, szczegblnie bioragc po uwage jeden z analizowanych
parametrow modelu rownowaznego tj. Q — zaczyna ono rosng¢ po dwoch godzinach
od poczatku eksperymentu wraz ze wzrastajacg liczbg komorek bakteryjnych. Ponadto
wydaje si¢, ze wartosci Q pozytywnie korelujga z poszczegdlnymi fazami wzrostu
biofilmu na powierzchni czujnika (rysunek 3.27a). Z drugiej strony w ciggu pierwszych
szesciu godzin eksperymentu warto$ci parametru n modelu rGwnowaznego nie roznity
si¢ specjalnie migdzy kontrolg a medium zawierajacym bakterie, jak miato to miejsce
w wypadku parametru Q. Jest to pewnym ograniczeniem w wykorzystaniu parametru
n do detekcji biofilmu. Jesli dalsze badania byty by prowadzone powinny one skupi¢ si¢
na wyjasnieniu znaczenia parametru n i zjawisk przez niego reprezentowanych
zachodzacych miedzy 6 a 11 godzing pomiaru. Ciekawe wyniki uzyskano dla trzeciego
z analizowanych parametréw tj. Rp. Po 11 godzinach inkubacji warto$¢ wspomnianego
parametru wzrosla znaczgco i gwaltownie. Wg przyjetego modelu elektrycznego
zjawisko to wigze si¢ z nagly utratg przewodnictwa statopradowego obiektu. Moze ono
wynika¢ z pokrycia catej powierzchni elektrod biofilmem bakteryjnym. Z drugiej strony
omawiany nagly wzrost wartosci Rp wystepuje w dalszym etapie eksperymentu. Za
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to juz we wcze$niejszej fazie badania na powierzchni czujnika zauwazy¢ mozna byto
rozlegle klastry biofilmu nie tylko za pomocg mikroskopii elektronowej ale rowniez
gotym okiem. Wynika z tego, ze parametr Rp moze by¢ przydatny glownie
w systemach, gdzie detekcja optyczna nie jest mozliwa.

Podsumowujac ten podrozdzial mozna stwierdzi¢, ze zastosowane czujniki
impedancyjne na podtozu szklanym sga w stanie wykrywac¢ tworzenie si¢ biofilmu
P. aeruginosa, a zastosowany model elektryczny jest przydatny do analizowania
odpowiedzi czujnika. Warto$¢ parametru modelu Q zmienia si¢ wraz z fazg wzrostu
biofilmu, a co za tym idzie przydatnos¢ tego parametru do wykrywania biofilmu jest
obiecujaca. Stosowalno$¢ parametrow Rp i n do wykrywania obecnosci biofilmu
wydaje si¢ ograniczona. Odkrycia te zostaly potwierdzone mikroskopig elektronowa
I technikami mikrobiologicznymi.

3.3.2. Zastosowanie czujnikéw impedancyjnych wykonanych
w technologii PCB do monitorowania wzrostu biofilmu
P. aeruginosa

Przedstawione w tym podrozdziale badania stanowig rozwinigcie eksperymentéw
zaprezentowanych w poprzednim podrozdziale. Dos$wiadczenie nabyte w trakcie
poprzednich eksperymentow pozwolito na rozbudowanie metod badawczych
| prowadzenie badan na bardziej wymagajacych typach czujnikow. Zmienione zostato
stanowisko pomiarowe jak i zakres mierzonych czestotliwosci oraz rodzaj
wykorzystywanego multipleksera [133].

Przeprowadzono wiele serii badan nt. zastosowania czujnikow wykonanych
w technologii PCB do pomiaru wzrostu i degradacji biofilmu P. aeruginosa.
Charakteryzowaly si¢ one duza powtarzalnos$cia, stad niniejszy podrozdziat przedstawia
wyniki najbardziej reprezentatywne, przypisane do jednej serii pomiarowej.

3.3.2.1. Przygotowanie eksperymentu

W eksperymencie wykorzystano czujniki impedancyjne wykonane w technologii
PCB opisane w rozdziale 2.1.2 oraz multiplekser 24-kanalowy opisany w rozdziale
2.6.2. Urzadzenie pomiarowe stanowil analizator impedancji IMP-STM32
zaprezentowany w 2.4. Stanowisko pomiarowe zaprezentowano na rysunku 3.28.
Stanowisko takie pozwala na wykonywanie quasi-jednoczesnych pomiaréw wszystkich
czujnikow znajdujacych si¢ w dotkach ptytki titracyjnej. System sterowany jest
z poziomu komputera PC za pomocag oprogramowania ImpeDancer opisanego
w rozdziale 2.5.3.

Widma impedancji mierzone byly w zakresie czestotliwosci od 0,1 Hz do 100 kHz
sygnatem pobudzajacym o amplitudzie 25 mVgus.

Przed eksperymentem czujniki zostaly wyczyszczone poprzez splukanie woda
destylowang 1 acetonem celem usuni¢cia pozostatosci procesu technologicznego oraz
wysterylizowane splukaniem izopropanolem, po Czym aseptycznie umieszczone
w uchwytach multipleksera i naswietlone promieniami UVC przez 20 minut celem
dalszej sterylizaciji.
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Tak jak poprzednio w badaniu wykorzystano referencyjny szczep Pseudomonas
aeruginosa ATCC14454. Jednodobowa hodowla badanego szczepu zostata
rozcienczona do koncentracji 1 McFarlanda za pomoca densytometru (Biomerieux,
Polska) i kolejno rozcienczana do koncentracji 10°, 10*, 10 cfu/ml w pozywce TSB
(Tryptic Soy Broth - TSB, Becton Dickinson).

W  ceksperymencie mierzone byly pozywki TSB zawierajgce bakterie
w odpowiednich stezeniach (10°, 10%, 10% cfu/ml) oraz czyste TSB jako referencja.
Cztery rzadki ptytki titracyjnej, kazdy sktadajacy si¢ z 6 dotkdéw, zostaly napeinione
2 ml medium na dotek, po czym umieszczono plytke w multiplekserze. Otrzymany
uktad inkubowano przez 168 godzin w cieplarce przy 37 °C i 95 % wilgotnosci
wzglednej. Pojedynczy pomiar impedancji trwat ok. 60 s co pozwolilo na pomiar
kazdego sensora w przyblizeniu co 24 minuty.

Dodatkowo oprocz pomiaréw impedancji wykonano badanie polegajace
na wybarwieniu fioletem krystalicznym czujnikow inkubowanych w medium
Z biofilmem odpowiednia ilo$¢ czasu. Konieczne bylo to dla optycznego zobrazowania
przylegania biofilmu do powierzchni czujnika. Eksperyment przygotowany byt bardzo
podobnie jak w wypadku pomiaréw impedancji z tg roznica, ze wykorzystano jedynie
roztwér P. aeruginosa w TSB o koncentracji 10° cfu/ml. Sensory byly inkubowane
w medium (kazdy oddzielnie) poprzez 1, 4, 16 oraz 24 godziny w temperaturze
37 °C. Po inkubacji czujniki zostaty aseptycznie wyjete z multipleksera, splukane woda
destylowana i pozostawione do wyschnigcia w temperaturze pokojowej. Nastepnie
sensory zanurzono w 1 ml wodnego roztworu 0,1 % fioletu krystalicznego na 5 minut,
sptukano woda i pozostawiono do wyschnigcia.

Rysunek 3.28. Stanowisko pomiarowe: a) sktadowe stanowiska: komputer PC, analizator
impedancji (po lewej), multiplekser z czujnikami i ptytka titracyjna (po prawej), b) multiplekser
umieszczony w cieplarce.

3.3.2.2. Rezultaty

Efekty wybarwienia czujnikow z biofilmem fioletem krystalicznym przedstawiono
na rysunku 3.29. Proces adhezji bakterii i poczatek wzrostu struktury biofilmowej
widoczny jest po 4 godzinach inkubacji. Po 16 godzinach okoto jednej czwartej
powierzchni czujnika pokryte jest warstwg biofilmu, za$§ po jednym dniu inkubacji cata
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powierzchnia czujnika pokryta jest dojrzalym, trojwymiarowym = biofilmem
bakteryjnym.

Rysunek 3.29. Zdjecia z mikroskopu optycznego
(powigkszenie 40 x) przedstawiajace wybarwiony fioletem
krystalicznym  biofilm  na  powierzchni  czujnikéw
po: a) 1, b) 4, ¢) 16, i d) 24 godzinach inkubacji.

Przyktadowe widma impedancji czujnika zanurzonego w pozywce z bakteriami
o koncentracji poczatkowej 10° cfu/ml w ciagu pierwszych 36 (wzrost biofilmu)
i ostatnich 132 (degradacja biofilmu) godzin inkubacji zaprezentowano na rysunku
3.31. Zaobserwowa¢ mozna znaczace zmiany wlasciwosci elektrycznych zaréowno
czujnikow w hodowli bakteryjnej jak i czystej pozywce (referencji).

Bazujac na literaturze [23] [31] [35] [113] [132], zmierzonych widmach impedancji
oraz wiedzy nt. fizykochemicznych wiasciwosci biofilmu [15] [22] [30] [36]
zbudowano elektryczny model rownowazny EEC i zaprezentowano go na rysunku 3.30.

R CPE,

Rysunek 3.30. EEC czujnika wykonanego
w technologii PCB zanurzonego w pozywce
z bakteriami.

Kazdy element modelu reprezentuje inne zjawisko przewodnictwa pradu lub polaryzacji
elektrycznej tj. Rs — rezystancja medium, CPEg — element stalofazowy modelujacy
niejednorodng powierzchni¢ elektrod oraz jej pokrycie biofilmem, Rg — rezystancja
powierzchni elektrod oraz porow biofilmu, C;, — pojemnos¢ elektrycznej warstwy
podwojnej, Rct — rezystancja transferu tadunku.
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Rysunek 3.31. Typowe widma impedancji
czujnika PCB umieszczonego w pozywce z 102
bakteriami (koncentracja poczatkowa 1072
cfu/ml). Widoczna jest: a) faza wzrostu i b)
degradacji biofilmu oraz c) referencja. Strzatki Ve
pokazujg zmiany charakterystyk w czasie. czestotliwosé [He]

-60

Otrzymane w eksperymencie widma impedancji zostaty zanalizowane za pomoca
oprogramowania ZFitter Turbo opisanego w podrozdziale 2.5.2 z wykorzystaniem
struktury EEC z rysunku 3.30. Jako, ze ptytka titracyjng zawierata 4 rzadki
po 6 dotkéw, kazdy eksperyment zawieral si¢ w 6 powtdrzeniach (tj. 6 serii
pomiarowych dla koncentracji poczatkowej 10° cfu/ml, 6 serii dla koncentracji
poczatkowej 10* cfu/ml itd.). Zmiany wartosci elementow EEC w czasie trwania 168-
godzinnej inkubacji czujnikow w badanych mediach zaprezentowano na rysunkach
3.32a - 3.32f natomiast przyktadowy wynik dopasowania krzywej do widma
przedstawiono na rysunku 3.32g.

Najbardziej przykuwajacym uwage parametrem jest element Rcr. Da  sig
zaobserwowac skokowy wzrost jego wartosci odpowiednio w trzeciej, pigtej 1 siddme;j
godzinie eksperymentu dla koncentracji poczatkowe;j 10°, 10* oraz 107 cfu/ml. Warto$é
Rcr dla czujnika w bakteriach w pierwszych dwoch dobach pomiary osiaga faze quasi-
plateau podczas gdy dla referencji delikatnie maleje. Parametr ten jest czulym
wskaznikiem momentu, w ktérym to cata powierzchnia elektrod czujnika pokryta jest
biofilmem bakteryjnym, poniewaz lipopeptydy wchodzace w sktad bakterii gram
ujemnych [114] (a takimi jest P. aeruginosa) jak i sam biofilm moze by¢ uznawany
za elektryczny izolator [113].
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Rysunek 3.32. Zmiany $redniej wartosci 130
(punkty) 1 odchylenia standardowego (stupki o
btedu) parametrow EEC w czasie podczas J
inkubacji: a) RCT, b) RS, c¢) CPEB-Q, 18
d) CPEB-n, e) CI, f) RB, oraz przyktadowy
wynik pomiaru (punkty) wraz 100
z dopasowanym Wl(_jn_wem (linie)  dla A T E R PR PR P
1072 cfu/ml w 36 godzinie. czestotliwosé [Hz)

Warto$¢ rezystancji medium Rs niemalze ciggle maleje w miar¢ uptywu czasu dla
czujnikoOw w medium z bakteriami podczas gdy dla referencji osiaga faze plateau
miedzy czwartg a szesnasta godzing eksperymentu — po czym znoéw maleje,
najprawdopodobniej na skutek zwigkszonej koncentracji jondéw wynikajacej z korozji
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elektrod. Do tego zachowanie CPEg wydaje si¢ by¢ bardzo interesujgce. Wartosci
parametréw CPEg tj. Q oraz n fluktuuja w pierwszej fazie eksperymentu dla kazdej serii
danych. Sytuacja staje si¢ ustabilizowana w 6smej godzinie pomiaru, kiedy to CPEg-Q
zaczyna powoli male¢ dla czujnika w pozywce z bakteriami, po czym znowu zaczyna
rosng¢ po trzydziestej drugiej godzinie pomiaru podczas gdy dla referencji warto$¢
ta nieustannie wzrasta. Podobna sytuacja w odwrotny sposob wystepuje dla wartosci
CPEg-n. Wydaje si¢, ze parametru C; oraz Rg nie niosg zadnych istotnych informacji,
jako ze zmiany ich warto$ci jak i odchylenia standardowe zaréwno dla eksperymentu
jak i referencji sg stosunkowo duze.

3.3.2.3. Podsumowanie

Badania zaprezentowane w tym podrozdziale skupione byly na zastosowaniu
czujnikow  impedancyjnych wykonanych w technologii PCB do detekcji
i monitorowania biofilmu P. aeruginosa. W trakcie eksperymentu mierzono widma
impedancji czujnikdéw zanurzonych w medium stanowigcym pozywke TSB z bakteriami
1 bez, pomiar kazdego czujnika odbywal si¢ co ok. pot godziny. Otrzymane dane
zanalizowano za pomocg modelowania EEC.

Najciekawszym elementem EEC okazal si¢ Rcr, ktory reprezentowal rezystancje
transferu tadunku. Jak mozna zobaczy¢ na rysunku 3.32a jego warto$¢ rosnie
gwattownie po kilku godzinach inkubacji czujnika w pozywce z bakteriami, podczas
gdy Rcr referencji (czysta pozywka) powoli maleje. Moment naglego wzrostu wartosci
Rct zwiagzany jest Scisle z pokryciem catej dostepnej powierzchni elektrod biofilmem,
co spowodowato zmniejszenie transferu fadunku. Wynik ten zbiezny jest z wynikiem
wybarwiania powierzchni czujnika fioletem krystalicznym (rysunek 3.29). Ze wzgledu
na niedoskonato$¢ 1 ograniczenia ogdlnodostepnej technologii PCB pozostate elementy
EEC zaklécone byty poprzez dodatkowe zjawiska zachodzace podczas eksperymentu.
Najbardziej dajacym si¢ odczué efektem ubocznym byla korozja elektrod tj. warstw
niklu 1 miedzi umieszczonych pod nieszczelng powtoka galwanicznie nanoszonego
ztota. Jakos$¢ warstwy ztota na PCB nie jest tak dobra jak uzyskiwana poprzez napylanie
[149]. Efekty korozji elektrod ocenione zostaty za pomoca mikroskopii elektronowej
i opisane w rozdziale 3.1.3. Pomimo wymienionych wad badania zaprezentowane
W tym podrozdziale pokazuja, ze czujniki impedancyjne wykonane przy pomocy prostej
I niskokosztowej  technologii PCB  wcigz stanowig uzyteczne narzg¢dzie
do bezmarkerowej detekcji formujacego si¢ biofilmu in situ.

Interesujace okazaty si¢ rowniez zmiany wartosci pojemnos$ciowych elementow
EEC: CPEg-Q, CPEg-n oraz C, (rysunki 3.32c, d oraz e). Wspomniane warto$ci stajg si¢
quasi-ustabilizowane po okoto o$miu godzinach dla czujnikow w pozywce z bakteriami
podczas gdy dla referencji zmieniajg si¢ przez caly czas trwania eksperymentu. CPEg
oraz C, zaleza najmocniej nie od stanu biofilmu lecz od stanu korozji elektrod —w tym
wypadku biofilm stanowi warstwe zapobiegajaca korozji.

Otrzymane wyniki s3 zbiezne z opisanymi w podrozdziale 3.3.1. Wsp6lng cecha

obydwu eksperymentow byt charakterystyczny skok warto$ci rezystancji réwnoleglej
EEC.
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3.3.3. Zastosowanie czujnikéw impedancyjnych wykonanych
w technologii LTCC do monitorowania wzrostu biofilmu
P. aeruginosa

Zaprezentowane badania sg kolejnym rozwinigciem eksperymentow z poprzednich
podrozdziatéw. Tym razem glownym zadaniem bylo zweryfikowanie przydatnosci
czujnikow wykonanych technologia niskotemperaturowej ceramiki wspdtwypalanej
LTCC [133]. Jest to rozwigzanie posrednie pomiedzy technologiag mikroelektroniczng
atechnologia PCB. Technologia LTCC obejmujaca laserowe wycinanie ceramiki,
sitodruk do nanoszenia wzoréw na podloze i wypalanie otrzymanej struktury oferuje
doktadno$¢ wykonania podobng do PCB, jednakze ze wzgledu na zastosowanie innych
materiatéw otrzymane struktury sg bardziej stabilne fizykochemicznie i w wypadku
zastosowania tylko ceramiki oraz ztotej pasty niepodatne na korozj¢.

Podobnie jak w 3.3.2 przeprowadzono wiele serii badan nt. zastosowania czujnikow
wykonanych w technologii LTCC do pomiaru wzrostu i degradacji biofilmu
P. aeruginosa. Wykazywaly one duza powtarzalnoscia, wigc niniejszy podrozdziat
przedstawia wyniki najbardziej reprezentatywne, przypisane do jednej serii pomiarowej.

3.3.3.1. Przygotowanie eksperymentu

W eksperymencie wykorzystano czujniki impedancyjne wykonane w technologii
LTCC opisane w rozdziale 2.1.3. Sposob przygotowania czujnikow, stanowisko
pomiarowe (rysunek 3.28) jak i sam przebieg eksperymentu byt taki sam jak opisany
w 3.3.2.1. Wykorzystano ten sam analizator impedancji (IMP-STM32), zakres
czestotliwosci (0,1 Hz — 100 kHz), multiplekser 24-kanatowy, szczep bakterii
(ATCC14454), cztery stezenia poczatkowe (10°, 10% 10% cfu/ml ora czyste TSB)
po 6 dotkow w rzadku ptytki titracyjnej, pomiar trwajacy 168 godzin oraz wszystkie
procedury.

Dla potwierdzenia mozliwosci osadzania si¢ biofilmu na powierzchni sensorow
zobrazowano powierzchni¢ czujnika inkubowanego w pozywce z bakteriami za pomoca
mikroskopii elektronowej SEM. Eksperyment przygotowany byt bardzo podobnie jak
w wypadku pomiaré6w impedancji z t3 rdznica, ze wykorzystano jedynie roztwor
P. aeruginosa w TSB o koncentracji 10° cfu/ml. Czujnik byt inkubowany w medium
przez 16 godzin w temperaturze 37 °C. Po inkubacji czujnik zostaty aseptycznie wyjete
z multipleksera, sptukane wodg destylowang i pozostawione do wyschnigcia
W temperaturze pokojowej a nastgpnie zobrazowano SEM.

3.3.3.2. Rezultaty

Wyniki obrazowania powierzchni czujnika zaprezentowano na rysunku 3.33 za$ cala,
widoczng gotym okiem strukture biofilmu wytworzong na powierzchni czujnika
przedstawiono na rysunku 3.34. Podobnie do sensoréw wykonanych w technologii PCB
po 16 godzinach inkubacji powierzchnia czujnika byta czeSciowo pokryta
trojwymiarowg strukturg biofilmu, jednakze obecno$¢ monowarstwy biofilmu nie moze
by¢ w ten sposdb udowodniona.
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Rysunek 3.33. Obrazy SEM biofilmu
P. aeruginosa na powierzchni czujnika
LTCC: a) czysta referencja, b) po 16
godzinach inkubacji, c) zblizenie na strukture
biofilmu.

Rysunek 3.34. Biofilm P. aeruginosa
na powierzchni czujnikow LTCC po 168
godzinach inkubacji.

Przyktadowe widma impedancji czujnika zanurzonego w pozywce z bakteriami
o koncentracji poczatkowej 10? cfu/ml w ciagu pierwszych 36 (wzrost biofilmu)
i ostatnich 132 (degradacja biofilmu) godzin inkubacji zaprezentowano na rysunku
3.35. Widoczne sg zmiany wihasciwosci elektrycznych zarowno czujnikow w hodowli
bakteryjnej jak i czystej pozywce (referenciji).

Aby mozliwa byla analiza otrzymanych danych skonstruowano model EEC
zaprezentowany na rysunku 3.36. Przy konstrukcji modelu kierowano si¢ tymi samymi
przestankami co w podrozdziale 3.3.2.2. Sensory wykonane w technologiach PCB
I LTCC roznity sie¢ materiatem elektrod oraz morfologig ich powierzchni co wymusito
roOwniez rdznice w sposobie analizy danych pomiarowych. W wypadku czujnikow
LTCC niemozliwe okazalo si¢ rozréznienie pojemnosci elektrycznych interfejsu oraz
biofilmu stad wykorzystano prostszy model anizeli ten zastosowany do analizy
czujnikéw PCB z rysunku 3.36.
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Tak samo jak w poprzednim podrozdziale widma impedancji uzyskane
w eksperymencie zebrane w liczbie 6 powtdérzen dla kazdej proby (koncentracji
poczatkowej bakterii) zostaly zanalizowane za pomoca ZFitter Turbo opisanego
w podrozdziale 2.5.2 i metody modelowania EEC wykorzystujac model z rysunku 3.36.
Zmiany wartos$ci parametrow EEC w ciggu 168 godzin trwania eksperymentu pokazano
na rysunkach 3.37a - 3.37d za$ przyktadowy wynik dopasowania krzywej do widma
przedstawiono na rysunku 3.37e.

Da si¢ zauwazy¢, ze najwazniejszym elementem EEC jest CPEg, ktéry jasno
odzwierciedla obecny stan biofilmu. Faza adhezji konczy si¢ w pierwszych godzinach
eksperymentu 1 zaleznie od koncentracji poczatkowej komorek bakteryjnych zaczyna
si¢ faza wzrostu biofilmu, co reprezentowane jest poprzez staly wzrost wartosci
elementu CPEg-Q i wspottowarzyszacy spadek wartosci CPEg-n. Okoto 36 godziny
(znow zaleznie od koncentracji poczatkowej) biofilm zaczyna wkracza¢ w faze
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degradacji, co skutkuje powolnym spadkiem warto§ci CPEg-Q oraz powolnym
wzrostem CPEg-n. Dla poréwnania wartosci CPEg referencji utrzymuja si¢ na quasi-
statym poziomie przez caty czas trwania eksperymentu.

Wykres wartosci Rs nie wykazuje zadnych znaczacych rézni¢ pomiedzy biofilmem
a referencjg. Podobnie Rg, z jednym dodatkowym zjawiskiem — w ciggu pierwszych
30 godzin eksperymentu referencja Rg przekracza 10 MQ po czym maleje, aby
po okoto 80 godzinach osiggna¢ podobng warto$¢ jak pozostale proby. Spowodowane
jest to brakiem biofilmu w referencji i prawdopodobng adhezja sktadnikéw odzywczych
pozywki do powierzchni sensora, ktora mogta wytworzy¢ kanat przewodzacy miedzy
elektrodami czujnika.
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3.3.3.3. Podsumowanie

W podrozdziale przedstawiono badania skupione na zastosowaniu czujnikéw
impedancyjnych wykonanych w technologii LTCC do detekcji i monitorowania
biofilmu P. aeruginosa. W trakcie eksperymentu mierzono widma impedancji
czujnikow zanurzonych w medium stanowigcym pozywke TSB z bakteriami i bez,
pomiar kazdego czujnika odbywal si¢ co ok. pdt godziny. Otrzymane dane
zanalizowano za pomocg modelowania EEC.

Najbardziej przydatnym elementem EEC okazat si¢ CPEg, ktorego wartosci dobrze
odzwierciedlaty stan biofilmu — fazy adhezji, wzrostu i degradacji (rysunki 3.37a i b).
Nie wystapita korozja elektrod, jak w wypadku czujnikow PCB. Wynika stad,
ze czujniki LTCC moga by¢ z powodzeniem stosowane do monitorowania wzrostu
i degradacji biofilmu P. aeruginosa.

Otrzymane wyniki sg spojne z otrzymanymi w poprzednich podrozdziatach..
W wypadku mikroczujnikéw na podtozu szklanym i czujnikow w technologii PCB
wspolng cecha eksperymentow byt charakterystyczny skok wartosci rezystancji
rownolegtej EEC. W wypadku czujnikow LTCC sytuacja ma si¢ nieco inaczej,
mianowicie dosy¢ duza zmiana wartosci elementu CPE modelujacego powierzchnig
elektrod (w tym wypadku CPEg).

3.3.4. Wykorzystanie IMP-AD5933 oraz czujnikébw wykonanych
w technologiach PCB i LTCC do monitorowania wzrostu biofilmu
P. aeruginosa

Podrozdziat przedstawia eksperymenty walidujace przydatno$¢ miernika impedancji
IMP-AD5933 opisanego w rozdziale 2.4.1 do monitorowania wzrostu biofilmu
P. aeruginosa. Konstrukcja oparta na uktadzie scalonym AD5933 wyraznie roznita si¢
od zastosowanej we wczesniejszych eksperymentach IMP-STM32 (2.4.2).
W podrozdziale 2.4.1.7 wykazano, ze IMP-ADS5933 nadaje si¢ do pomiaru
elektronicznych elementow biernych w szerokim zakresie czgstotliwosci, natomiast
ze wzgledu na swoja specyfike impedancja obiektu biologicznego moze by¢ technicznie
trudniejsza do zmierzenia.

3.3.4.1. Przygotowanie eksperymentu

W  eksperymencie wykorzystano dwa rodzaje czujnikow impedancyjnych -
wykonane w technologiach PCB oraz LTCC opisane odpowiednio w rozdziatach 2.1.2
i 2.1.3. Sposéb przygotowania czujnikow, stanowisko pomiarowe (rysunek 3.28) jak
I sam przebieg eksperymentu bylo zblizone do opisanego w 3.3.2.1 z zachowaniem
wszystkich procedur. Jak wspomniano w wczesniej wykorzystano inny analizator
impedancji tj. IMP-AD5933 i pomiar w zakresie czestotliwosci od 5 Hz do 100 kHz.
Do tego ten sam multiplekser 24-kanatowy, szczep bakterii (ATCC14454), lecz tylko
jedno stezenie poczatkowe 10% cfu/ml oraz czyste TSB. Plytke titracyjng wypetniano
naprzemiennie po 6 dotkow medium z bakteriami oraz czystym TSB (referencjgy)
I wtakim samym uktadzie zamocowano w uchwytach po 6 sztuk w 2 rzadkach
czujnikéw PCB 1 LTCC.
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Zdolnos¢ adhezji bakterii do czujnikéw wykonanych w technologiach PCB i LTCC
wykazano w podrozdziatach 3.3.2.2 i 3.3.3.2 wigc w zaprezentowanym badaniu nie
zastosowano innych metod pomiarowych.

3.3.4.2. Rezultaty przy zastosowaniu czujnikbw wykonanych w technologii
PCB

Przyktadowe widma impedancji czujnika PCB zanurzonego w pozywce z bakteriami
o koncentracji poczatkowej 10% cfu/ml w ciagu pierwszych 36 (wzrost biofilmu)
i ostatnich 132 (degradacja biofilmu) godzin inkubacji zaprezentowano na rysunku
3.38. Tak samo jak w poprzednich badaniach widoczne sg zmiany wlasciwosci
elektrycznych zaréwno czujnikéw w hodowli bakteryjnej jak i czystej pozywce
(referencji). Interesujace sa otrzymane widma impedancji referencji (rysunek 3.38c).
Powyzej czestotliwosci 20 kHz wzrasta warto§¢ modutu impedancji a jej argument
przyjmuje dodatnie warto$ci. Sa to wyniki niezgodne z oczekiwanymi i pewnym
stopniu zafalszowane. Mialyby one fizyczny sens jedynie w momencie, gdy w uktadzie
pomiarowym znajdowalaby si¢ szeregowa indukcyjno$é, a w mierzonym obiekcie
biologicznym takowej nie byto.
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Jedyna indukcyjno$¢ wystepujaca w ukladzie wynikata z indukcyjnosci doprowadzen
elektrycznych 1 w wykorzystywanym zakresie czgstotliwosci jest pomijalnie mata.
Uktad pomiarowy IMP-AD5933 nie radzi sobie z pomiarem czystego TSB powyzej
20 kHz. Zamierzone widma impedancji analizowano programem ZFitter Turbo
opisanym w podrozdziale 2.5.2 przy uzyciu EEC zaprezentowanym na rysunku 3.39.
Uktad modelu jest niemalze taki sam, co uzyty w podrozdziale 3.3.2.2 z tg ro6znica,
ze dodano element Ls. Dodatkowy element modeluje indukcyjno$¢ szeregowa sztucznie
pojawiajaca si¢ W wypadku pomiaru referencji, dziecki czemu mozliwe jest
odseparowanie jej wptywu na inne elementy modelu. Dla zachowania sp6jnosci widma
impedancji czujnika w roztworze z bakteriami zamodelowano tym samym EEC.
Pozostate elementy EEC odpowiadaja jak poprzednio: Rs — rezystancja medium, CPEg
— element statofazowy modelujacy niejednorodna powierzchni¢ elektrod oraz jej
pokrycie biofilmem, Rg — rezystancja powierzchni elektrod oraz poréow biofilmu, C; —
pojemnos¢ elektrycznej warstwy podwojnej, Rer — rezystancja transferu tadunku.
Zmiany warto$ci elementow EEC w czasie trwania 168-godzinnej inkubacji czujnikow
w badanych mediach zaprezentowano na rysunkach 3.40a - 3.40g natomiast
przyktadowy wynik dopasowania krzywej do widma przedstawiono na rysunku 3.40h.

Ls R CPEs
ANN
- 7”7 C
Rysunek 3.39. EEC czujnika wykonanego Rs '
w technologii PCB zanurzonego w
pozywece z bakteriami . Widoczny jest Rer

dodatkowy element LS.

Podobnie jak w podrozdziale 3.3.2.2 najbardziej przykuwajacym uwage parametrem
jest Rer. Da sig zaobserwowac skokowy wzrost jego wartosci okoto dziewiatej godziny
eksperymentu, jednakze wzrost tej wartosci nie jest tak znaczacy jak w poprzednim
badaniu. Po skokowym wzroscie Rcr dla czujnika w bakteriach osiaga fazg¢ quasi-
plateau podczas gdy dla referencji delikatnie maleje. Jak mozna byto si¢ spodziewac
parametr ten jest wskaznikiem momentu, w ktérym cata powierzchnia elektrod czujnika
pokryta jest biofilmem bakteryjnym, aczkolwiek biorgc pod uwage odchylenia
standardowe badania i referencji (rysunek 3.40a) jednoznacznym staje si¢ dopiero
po ok. 100 godzinach pomiaru. Wartos$¢ rezystancji medium Rs niemalze ciggle maleje
W miar¢ uplywu czasu zaré6wno dla czujnikéw w medium z bakteriami jak i1 dla
referencji. W przeciwienstwie do poprzedniego eksperymentu z czujnikami PCB
i biofilmem P. aeruginosa (3.3.2.2) element modelu CPEg podobnie jak C; oraz Rg nie
niesie uzytecznej informacji. Wartosci tych parametrow s3a zbiezne ze soba
| charakteryzujg si¢ stosunkowo duzymi odchyleniami standardowymi. Wartosci
dodatkowego elementu EEC tj. Ls mocno réznig si¢ dla referencji i wlasciwego
eksperymentu. Ls referencji przybiera duze, niemozliwe do fizycznego uzyskania
w mierzonym uktadzie warto$ci — jest to zwigzane z opisanymi wczesniej ksztattami
widm impedancji referencji (rysunek 3.38a) i niedoskonato$cig uzytego sprzetu
pomiarowego. Wartosci Ls dla czujnika w medium z bakteriami jest znacznie nizsze
I nie przekracza kilku pH.
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Rysunek 3.40. Zmiany $redniej wartosci (punkty) i odchylenia standardowego (stupki bledu)
parametréw EEC w czasie podczas inkubacji: a) Rer, b) Rs, ¢) CPEg-Q, d) CPEg-n, €) C,, f) Rp,
g) Ls oraz h) przyktadowy wynik pomiaru (punkty) wraz z dopasowanym widmem (linie) dla
1072 cfu/ml w 36 godzinie.
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3.3.4.3. Rezultaty przy zastosowaniu czujnikbw wykonanych w technologii
LTCC

Wybrane widma impedancji czujnika LTCC zanurzonego w pozywce z bakteriami
o koncentracji poczatkowej 10° cfu/ml w ciagu pierwszych 36 (wzrost biofilmu)
i ostatnich 132 (degradacja biofilmu) godzin inkubacji zaprezentowano na rysunku
3.41. Widoczne sg pewne zmiany wlasciwosci elektrycznych zaréwno czujnikow
w hodowli bakteryjnej jak i czystej pozywce (referencji). W pomiarze widoczne
sg pewne zaburzenia widm, gléwnie w zakresie czestotliwosci od 10 do 50 Hz,
wynikajace z niedoskonatosci sprzetu pomiarowego. Nie wystepuje natomiast problem
Z przyjmowaniem dodatnich warto$ci argumentu impedancji przy pomiarze referencji,
jak opisano to w 3.3.4.2.
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Rysunek 3.41. Typowe widma impedancji ¢ 0 2
czujnika LTCC umieszczonego w pozywce "‘i‘i b
z bakteriami zmierzone za pomoca IMP-
AD5933. Widoczna jest: a) faza wzrostu
i b) degradacji biofilmu oraz c) referencja.

Strzatki pokazuja zmiany charakterystyk 10' w1 1 10
W czasie. czestotliwo$é [Hz]

Ze wzgledu na ten sam typ czujnika i mierzonego obiektu oraz brak specjalnych
réznic w widmach impedancji do analizy otrzymanych w eksperymencie danych
pomiarowych wykorzystano ten sam EEC co w 3.3.3.2 zaprezentowany na rysunku
3.36. W trojelementowym modelu poszczegdlne komponenty reprezentuja nastepujace
zjawiska przewodnictwa i polaryzacji: Rs — rezystancja medium, CPEg — pojemno$¢
elektryczna interfejsu elektroda-medium oraz pojemnos$¢ biofilmu, Rg rezystancja
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przeniesienia tadunku oraz rezystancja biofilmu. Zmiany warto$ci parametréw EEC
w ciggu 168 godzin trwania eksperymentu pokazano na rysunkach 3.42a - 3.42d
natomiast przyktadowy wynik dopasowania krzywej do widma przedstawiono
na rysunku 3.42e.
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Podobnie jak w podrozdziale 3.3.3.2 najwazniejszym elementem EEC jest CPEg,
ktory jasno odzwierciedla obecny stan biofilmu. Faza adhezji konczy si¢ ok. 15 godziny
eksperymentu po czym przeksztatca si¢ w faze wzrostu biofilmu, co reprezentowane
jest poprzez staly wzrost wartosci elementu CPEg-Q. Jednak w tym wypadku wartos¢
CPEg-n jest praktycznie stala przez caly okres trwania eksperymentu i wynosi 1. Okoto
55 godziny biofilm zaczyna wkracza¢ w faz¢ degradacji, co skutkuje powolnymi
fluktuacjami warto§ci CPEg-Q, lecz nie uzyskuje si¢ jej wyraznego spadku. Dla
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poréwnania wartosci CPEg referencji delikatnie maleje przez caly czas trwania
eksperymentu.

Ze wzgledu na duze odchylenia standardowe i przebiegi charakterystyk wykresy
warto$ci Rs | Rp nie wykazuje zadnych znaczacych rozni¢ pomig¢dzy biofilmem
areferencja w dalszych godzinach eksperymentu. Jedynie w ciggu pierwszych
15 godzin eksperymentu czyli w fazie adhezji biofilmu Rg i Rs dla czujnika
w bakteriach posiadajg quasi-State wartosci na poziomie 5 MQ dla Rg i 74 Q dla
Rs po czym maleja, Po niecatych 40 godzinach warto$¢ Rg zaczyna oscylowaé wokoto
wartosci 600 kQ natomiast Rs konsekwentnie maleje do wartosci ok. 50 Q na koniec
badania.

3.3.4.4. Podsumowanie

Przedstawione badania dotyczyly mozliwosci zastosowania miernika impedancji
IMP-AD5933 do monitorowania wzrostu biofilmu P. aeruginosa przy wykorzystaniu
czujnikow wykonanych w technologiach PCB 1 LTCC. Pomiary wykonywane byty
w zakresie czestotliwo$ci od 5 Hz do 100 kHz a otrzymane dane analizowane
za pomocg modelowania EEC.

W wypadku czujnikbw PCB uzyskano wyniki podobne do otrzymanych
W poprzednim eksperymencie z wykorzystaniem innego urzadzenia pomiarowego
opisanym w podrozdziale 3.3.2. Najbardziej interesujacym elementem EEC (rysunek
3.39) okazat si¢ Rcr modelujacy rezystancje transferu tadunku. Charakteryzuje si¢
on skokowym wzrostem wartosci w momencie pokrycia calej dostgpnej powierzchni
elektrod warstwag biofilmu z tym, ze amplituda jego wzrostu byta znacznie wigksza
aroznica w stosunku do referencji bardziej jednoznaczna w wypadku pomiaru
zapomocg doktadniejszego IMP-STM32. Tak samo element CPEg nidst pewne
uzyteczne informacje w wypadku pomiaru IMP-STEM32 co nie miato miejsca przy
pomiarze IMP-AD5933, w ktorym to ksztalty przebiegu charakterystyk jak i duze
odchylenia standardowe nie pozwolily na jednoznaczng interpretacje przedstawionych
wartosci. W wypadku obydwu wymienionych miernikow dwa elementy EEC tj. C, oraz
Rg nie niosty uzytecznych informacji. Odnosnie elementu Rs z punktu widzenia
monitorowania biofilmu moze by¢ traktowany jako element pomocniczy. Jego warto$¢
maleje zarowno dla czujnika w medium z bakteriami jak i dla referencji z tym, ze dla
referencji tepo spadku wartosci jest szybsze. Zjawisko to wytlumaczone moze byc¢
zwigkszong koncentracja jonow wynikajacg z korozji elektrod. Nalezy nadmieniC,
ze wykorzystany w tym badaniu EEC zawierat jeden dodatkowy element Ls, potrzebny
do zamodelowania widma impedancji referencji, w ktorym to argument impedancji
nienaturalnie przyjmowat dodatnie wartosci powyzej czgstotliwosci 20 kHz.

Pomiary z wykorzystaniem czujnikow LTCC roéwniez przyniosty oczekiwane
rezultaty, podobne do opisanych w podrozdziale 3.3.3. Tu przy zastosowaniu
prostszego EEC (rysunek 3.36) do analizy czujnikow LTCC rowniez najbardziej
interesujacym elementem modelu byt CPEg. Warto§¢ CPEg-Q zaczyna gwaltownie
wzrasta¢ w momencie pokrycia catej dostepnej powierzchni elektrod warstwa biofilmu
natomiast zaleznie od urzadzenia pomiarowego CPEg-n przyjmuje wartos¢ jeden przy
pomiarze IMP-AD5933 lub zachowuje si¢ odwrotnie proporcjonalnie do CPEg-Q przy
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pomiarze IMP-STM32. Pozostate elementy modelu tj. Rs i Rg w wypadku obydwu
wymienionych typoéw miernikéw nie niosa uzytecznych informacji z punktu widzenia
monitorowania biofilmu.

3.3.5. Wykorzystanie IMP-AD5933 i czujnikbw na podiozu PCB
do monitorowania wzrostu biofilmu C. albicans

Niniejszy podrozdziat przedstawia dalsze poszukiwania zastosowan analizatora IMP-
AD5933 i czujnikéw impedancyjnych wykonanych w technologii PCB (rozdziat 2.1.2)
w mikrobiologii. Przy zachowaniu poprzednich procedur eksperymentu, stanowiska
i sprzetu  badawczego zbadano mozliwo$¢ monitorowania wzrostu biofilmu
drozdzakéw. Candida albicans jest grzybem bezotoczkowym potrafigcym formowaé
biofilm, niemniej rozwdj jego struktury nast¢puje o wiele wolniej anizeli ma to miejsce
w wypadku P. aeruginosa.

3.3.5.1. Przygotowanie eksperymentu

W eksperymencie wykorzystano czujniki impedancyjne wykonane w technologii
PCB opisane w rozdziale 2.1.2. Sposoéb przygotowania czujnikow, stanowisko
pomiarowe (rysunek 3.28) jak i sam przebieg eksperymentu byto zblizone do opisanego
w 3.3.2.1. z zachowaniem wszystkich procedur. Wykorzystano inny analizator
impedancji IMP-AD5933 i pomiar w zakresie czgstotliwosci od 5 Hz do 100 kHz i ten
sam multiplekser 24-kanatowy. Dotychczas badany szczep bakterii zamieniono
na drozdzaka C. albicans. Wykorzystano jedno stezenie poczatkowe 10% cfu/ml oraz
czyste TSB jako referencj¢. Plytke titracyjng wypetniono w 2 rzadkach po 6 dotkow
medium z drozdzakiem oraz 6 dotkéow czystym TSB (referencja) i w takim samym
uktadzie zamocowano w uchwytach po 6 sztuk w 2 rzadkach czujnikow.

3.3.5.2. Rezultaty

Wybrane widma impedancji czujnika PCB zanurzonego w pozywce z drozdzakami
o koncentracji poczatkowej 10? cfu/ml w ciagu pierwszych 96 (wzrost biofilmu)
I ostatnich 72 (degradacja biofilmu) godzin inkubacji zaprezentowano na rysunku 3.43.
Widoczne sg pewne zmiany wtasciwosci elektrycznych zaréwno czujnikéw w hodowli
drozdzakow jak i referencji. W przeciwienstwie do 3.3.4.3 w pomiarze nie wystgpuja
zaburzenia widm okoto 30 Hz i nie wystepuje problem z przyjmowaniem dodatnich
warto$ci argumentu impedancji przy pomiarze referencji, jak opisano to w 3.3.4.2.
Biorac pod uwage typ czujnika i podobiefistwo widm impedancji do analizy
otrzymanych w eksperymencie danych pomiarowych wykorzystano ten sam EEC
cow 3.3.2.2 zaprezentowany na rysunku 3.30. Do aproksymacji wartosci elementow
EEC wykorzystano program ZFitter Turbo opisanym w podrozdziale 2.5.2. Elementy
EEC odpowiadaja jak poprzednio: Rs — rezystancja medium, CPEg — element
stalofazowy modelujacy niejednorodng powierzchni¢ elektrod oraz jej pokrycie
biofilmem, Rg — rezystancja powierzchni elektrod oraz poréow biofilmu, C; — pojemno$é
elektrycznej warstwy podwdjnej, Rct — rezystancja transferu tadunku. Zmiany warto$ci
elementow EEC w czasie trwania 168-godzinnej inkubacji czujnikéw w badanych
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mediach zaprezentowano na rysunkach 3.44a - 3.44f, natomiast przyktadowy wynik
dopasowania krzywej do widma przedstawiono na rysunku 3.44g.
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W odniesieniu do podrozdziatu 3.3.2.2, w ktérym to czujniki PCB wykorzystywane
byly do badania biofilmu P. aeruginosa, wyniki uzyskane badaniem biofilmu
C. albicans wskazujg na odmienny wplyw drozdzakéw anizeli bakterii na impedancje
czujnika.

Najwazniejszym elementem EEC jest CPEg oraz drugi element pojemnosciowy czyli
C,. Sktadowa CPEg-Q modelu czujnika w medium z drozdzakiem zaczyna wyraznie
rosngc w stosunku do referencji ok. 40 godziny eksperymentu, osigga maksimum
ok. 120 godziny eksperymentu po czym zaczyna male¢. Podobnie, lecz w odwrotny
sposob zachowuje si¢ skladowa CPEg-n. Tym samym zidentyfikowaé rozktad faz
biofilmu drozdzaka w czasie tj. adhezj¢ przypadajaca do czterdziestej godziny,
dojrzewanie migdzy czterdziesta a sto dwudziesta godzing i1 rozproszenie po sto
dwudziestej godzinie. Co ciekawe wartos¢ C; zmienia si¢ znacznie w stosunku
do referencji jedynie w domniemanej fazie dojrzewania biofilmu miedzy czterdziesta
a sto dwudziesta godzing.
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Z elementow rezystancyjnych Rcr przedstawia charakterystyczny dla siebie skok
wartosci, aczkolwiek bardzo wyraznie maleje ok. 130 godziny eksperymentu, jakie$
10 godzin po wkroczeniu biofilmu w domniemang faze¢ degradacji. Uzytecznosci
elementu Rcr odbiera tu zachowanie referencji TSB, dla ktorej to wartos¢ Rer
gwaltownie rosnie ok. 55 godziny eksperymentu po czym gwaltownie maleje
ok. 125 godziny. Dwa pozostate elementy Rs i Rg nie wykazuja wigkszej uzyteczno$ci
ze wzgledu na zbiezno$¢ charakterystyk eksperymentu i referencji oraz zachodzace
na siebie odchylenia standardowe.

3.3.5.3. Podsumowanie

Zaprezentowano badania dotyczace mozliwos$ci zastosowania miernika impedancji
IMP-AD5933 do monitorowania wzrostu biofilmu drozdzaka C. albicans przy
wykorzystaniu czujnikoéw wykonanych w technologii PCB. Pomiary wykonywane byty
w zakresie czgstotliwosci od 5 Hz do 100 kHz a otrzymane dane analizowane
za pomocg modelowania EEC.

Najbardziej interesujacym elementem modelu EEC, akurat podobnie jak dla
czujnikow LTCC, okazat si¢ CPEg, ktorego wartos$ci wyraznie roznity si¢ od referencji
I korelowaly z fazami wzrostu biofilmu drozdzaka. Innym warto$ciowym elementem
byt rowniez pojemnosciowy C, gdyz wyrazne zmiany jego wartosci pokrywaty si¢
z faza dojrzewania biofilmu. Rcr Wwykazuje charakterystyczny skok wartosci jak
poprzednich badaniach na tego typu czujnikach lecz w dalszym etapie jego warto$¢
réwniez gwaltownie maleje. Ponadto zachowanie Rcr dla referencji TSB wplywa
na niewiarygodno$¢ tego parametru. Elementy Rs i Rpg nie wykazuja wigkszej
uzyteczno$ci ze wzgledu na zbiezno$¢ charakterystyk eksperymentu i referencji oraz
zachodzace na siebie odchylenia standardowe.

Biorac pod uwage, ze badanym obiektem byt biofilmujacy drozdzak C. albicans
posiadajacy inne wiasciwosci fizykochemiczne i inng dynamike wzrostu niz dobrze
w tej pracy zbadany biofilm P. aeruginosa trudno jest odnosi¢ uzyskane w tym
eksperymencie wyniki do poprzednich badan. Nie zastosowano tez innej metody
referencyjnej niz roéwnolegly pomiar dotkow wypelionych czystym TSB. Niemniej
zaprezentowane badania wstepnie wskazuja na pozytywng mozliwos$¢ zastosowania
IMP-AD5933 do monitorowania wzrostu i degradacji biofilmu C. albicans.
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4. Podsumowanie i wnioski

W rozprawie przedstawiono badania nad zastosowaniem czujnikow impedancyjnych
w pomiarach warstw mikrobiologicznych, poczawszy od wyznaczenia podstawowych
parametrow czujnikow, poprzez pomiary adhezji biatek do powierzchni czujnikéw,
a na pomiarach wzrostu i degradacji biofilméw konczac.

Podjeto si¢ zagadnienia opracowania wlasnych czujnikow impedancyjnych
wytwarzanych technologia mikroelektroniczng oraz stosunkowo tanimi technologiami
PCB i LTCC. Opisano wtasne konstrukcje analizatorow impedancji — ktore byty
nastepnie wykorzystywane W badaniach - i problemy napotykane przy ich budowaniu.
Okreslono podstawowe wihasciwosci opracowanych czujnikow. Zbadano wptyw adhezji
bialek (awidyna) oraz tworzenia si¢ koniugatoéw (awidyna — biotynylowane 1gG)
na impedancj¢ czujnika. Zbadano rowniez wptyw faz rozwoju biofilmu bakteryjnego
P. aeruginosa na impedancj¢ czujnikow na podtozu szklanym, PCB i LTCC oraz
wplyw wzrostu i degradacji biofilmu drozdzakowego C. albicans na impedancjg
czujnikéw PCB.

Wszystkie zmierzone widma impedancji analizowane byly za pomoca modelownia
elektrycznym obwodem réwnowaznym EEC. Zwielokrotnienie pomiaru dzigki
zastosowaniu wielu czujnikéw jednocze$nie pozwolito na uzyskanie prostego
statystycznie opisu wyznaczonych wartosci elementow EEC poprzez wyliczenie
i zaznaczenie na wykresach odchylenia standardowego.

Wykorzystane w badaniach czujniki impedancyjne sa niespecyficzne, gdyz nie
posiadaja warstwy receptorowej (wyjatek stanowi cze$¢ badan opisanych w 3.2.3, gdyz
zaadsorbowang na elektrodach awidyn¢ mozna uzna¢ za warstwe receptorows).
Niespecyficzno$¢ nie daje selektywnos$ci pomiaru zadanego obiektu, lecz dzigki swej
prostocie posiada inne zalety, ktoérych to nie maja biosensory. Gtownymi wadami
impedancyjnych biosensorow sg: zwykle skomplikowana procedura immobilizacji
warstwy receptorowej; konsystencja warstwy receptorowej jest zalezna od stanu
powierzchni elektrod, na ktorej zostala osadzona oraz od niespecyficznej adsorpcji
innych niz analit biologicznych sktadnikéw probki; ogromna trudno$¢ w regeneracji
elektrody i warstwy receptorowej [64]. Warto tu jeszcze nadmieni¢, ze dla celow
detekcji narastajacego biofilmu, jak pokazaty przeprowadzone badania, specyficznos¢
detekcji nie jest konieczna.

Progi czasowej detekcji biofilmu P. aeruginosa, zarowno na czujnikach na podtozu
szklanym jak 1 PCB 1 LTCC, da si¢ oszacowa¢ dla poszczegdlnych koncentracji
poczatkowych bakterii:10° cfu/ml — 4 godziny, 10* cfu/ml — 6 godzin, 10® cfu/ml —
7 godzin, 107 cfu/ml — 8 godzin. Nalezy mieé tu na uwadze, ze bakterie nie namnazaja
si¢ liniowo 1 progi detekcji czasowej dla innych koncentracji poczatkowych nalezaloby
wyznaczy¢ eksperymentalnie. Ponadto nalezy pamictaé, ze progi detekcji czasowej
zawsze beda szacunkowe, gdyz bakterie jako organizmy zywe nie zawsze namnazajg si¢
w tym samym tempie. Uzyskane wyniki progu detekcji czasowej biofilmu
P. aeruginosa sa porownywalne z wynikami innych autoréow [15]. Takie czasy detekcji
sg typowe dla niespecyficznych czujnikow impedancyjnych [24]. Podobne wyniki
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uzyskiwano dla detekcji Salmonella Typhimurium [31] [36], Staphylococcus aureus
[24] i Staphylococcus epidermis [24] [33].

Prog ilosciowej detekcji bakterii P. aeruginosa, zar6wno na czujnikach na podtozu
szklanym jak 1 PCB i LTCC, da si¢ oszacowac¢ na 108 cfu/ml. Podobny prog ilosciowej
detekcji P. aeruginosa uzyskano w [29]. Wydaje si¢ by¢ on do$¢ wysoki, lecz pod
uwage nalezy wzigé, ze jest to wcigz detekcja niespecyficzna. Prog detekeji na poziomie
9x 10° cfu/ml udalo sic uzyska¢ autorom w [58] przy zastosowaniu biosensora
z makroskopowych elektrod z warstwg receptorowa. Uzyskiwane przez innych autoréw
niskie progi detekcji w relatywnie krotkim czasie przy uzyciu specjalnych (niekiedy
grafenowych), najnowszego typu biosensoréw wynosza: 75 komorek/ml [57] i 4 cfu/ml
[62] dla detekcji Escherichia coli, 25 cfu/ml [60] i 3 cfu/ml [66] dla detekcji Salmonella
Typhimurium, oraz 1 cfu/ml [59] dla detekcji Bacillus cereus.

Wykorzystywane przez autora w badaniach czujnikach na podtozu szklanym jak
i PCB i LTCC de facto moga posiada¢ niezmiernie niski prog detekcji na poziomie
jednej komoérki w badanej probce, poniewaz wykrywaja namnazajace si¢ bakterie.
Uwzgledni¢ tylko nalezy kwesti¢ jak szybki musi by¢ pomiar i czy dopuszczalne jest,
aby bakterie mogly si¢ namnozy¢ — np. przy impedancyjnym badaniu natury biofilméw
namnozenie si¢ bakterii jest wrecz wskazane. Nalezatoby tu jeszcze zwroci¢ uwage
na czujniki wykonane w technologii PCB. Czujnik taki co prawda jest podatny
na korozje, lecz pozostaje zdolny do detekcji przez kilka dni, zanim skoroduje
W stopniu uniemozliwiajacym dalszg prace. Czujniki LTCC s3 lepsze pod tym
wzgledem, nie koroduja 1 maja prostszy model réwnowazny, niemniej sg wcigz drozsze
w produkcji od czujnikow PCB. Koszt kupna jednej sztuki czujnika PCB
od zleceniobiorcy-producenta przy zaméwieniu kilkuset sztuk jest bardzo niski i wynosi
ok. 2 zl.

Przeprowadzone rozwazania, opracowane konstrukcje czujnikdw 1 systemow
pomiarowych oraz wyniki pomiaré6w pozwalajg stwierdzi¢, iz postawione problemy
badawcze zostaly rozwigzane, a cele pracy zrealizowane. W szczegolnosci:

1. Opracowano miniaturowy czujnik impedancyjny wysokiej jakosci, zdolny
do monitorowania adhezji biatek (awidyna, biotynylowane IgG) i wzrostu biofilmu
P. aeruginosa.

2. Opracowano tanie w produkcji miniaturowe czujniki impedancyjne wykonane
w technologiach PCB i LTCC, zdolne sg one do monitorowania wzrost i degradacji
biofilmu P. aeruginosa, a czujniki PCB dodatkowo zbadano pod katem
monitorowania wzrostu i degradacji biofilmu C. albicans.

3. Opracowano system pomiarowy, umozliwiajacy pomiar impedancji w szerokim
zakresie czgstotliwosci 1 zdolny obstuzy¢ jednocze$nie wiele czujnikow. Autor
wspottworzyt konstrukcje miernikow impedancji IMP-STM32 i IMP-AD5933,
a takze oprogramowanie nimi sterujace i urzgdzenia pomocnicze tj. multipleksery.

4. Uzyskane w badaniach widma impedancji modelowano za pomoca EEC
i identyfikowano zjawiska przewodnictwa i polaryzacji.. Zbudowano elektryczne
modele rownowazne EEC dla kazdego typu czujnika i wskazano istotne dla badania
warstw mikrobiologicznych elementy modelow.
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Zgodnie z wiedza autora, elementami nowosci w prezentowanej rozprawie sa:

e porownanie Wykonanych w tym samym czasie wynikow pomiaréw czujnikow 0 tej
samej geometrii, w tym samym uktadzie pomiarowym, ale wykonanych z réznych
materialow (technologie PCB i LTCC)

e zaobserwowanie i zbadanie wplywu efektow korozji pokrywanych galwanicznie
ztotem miedzianych elektrod czujnika PCB w kontek$cie pomiaréw obiektow
mikrobiologicznych

e szerokopasmowy interfejs analogowy kondycjonujacy sygnal pobudzenia
i odpowiedzi jako rozszerzenie funkcjonalnosci AD5933, eliminujgcy sktadowa
stalg sygnalu pobudzenia w sposob nie wplywajacy na pomiary nawet przy bardzo
matych czestotliwosciach

e analiza wptywu P. aeruginosa i C. albicans na mierzone widma impedancji
czujnikow na podlozu szklanym, PCB, LTCC, i1 okreslenie najwazniejszych
elementow modelu EEC.

Przedstawione w rozprawie badania skupiajg si¢ na badaniu biofilmu P. aeruginosa
i jedynie zahaczaja o kwesti¢ impedancyjnych pomiaréw biofilmu C. albicans oraz
monitorowania adsorpcji awidyny i wytwarzania kompleksu awidyna — biotynylowane
IgG. Kontynuacja przedstawionych prac powinno by¢ zbadanie mozliwosci
monitorowania adhezji 1 faz wzrostu biofilméw innych drobnoustrojow i1 czastek
biologicznych za pomocg opracowanych i opisanych w rozprawie narzg¢dzi i metod.
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Streszczenie

Czujniki impedancyjne w pomiarach warstw mikrobiologicznych

Konrad Andrzej Chabowski

W rozprawie doktorskiej opisano wyniki prac badawczych dotyczacych zastosowania
planarnych czujnikow impedancyjnych z elektrodami o strukturze palczastej w uktadzie
dwuelektrodowym do pomiaru warstw mikrobiologicznych w postaci biatek i biofilmow.
Oprocz aspektu pomiarowego prace obejmowaty rowniez zagadnienia budowania sensoréw
i konstrukcje¢ wlasnego sprze¢tu pomiarowego wraz ze sprzetem pomocniczym.

Obecnie popularne jest rozwijanie alternatywnych metod detekcji i monitorowania
mikroorganizméw: optycznych, kalorymetrycznych, grawimetrycznych i elektrycznych.
W rozprawie autor skupia si¢ na jednej z metod elektrycznych - spektroskopii impedancyjnej
i czujnikach impedancyjnych. Sensory te wykazuja obiecujace wiasciwosci w zakresie
monitorowania warstw mikrobiologicznych, takich jak biatka i biofilmy bakteryjne. W tym
wypadku impedancja czujnika odzwierciedla zdolno$¢ badanego obiektu biologicznego
do przewodzenia pradu elektrycznego a takze magazynowania energii w postaci pola
elektrycznego. Wszystkie fizykochemiczne zmiany zachodzace w obiekcie biologicznym wiaza
sie ze zmianami ich wilasciwosci elektrycznych, a co za tym idzie ich impedancji. Istotne
mikrobiologicznie zjawiska, takie jak fluktuacja stgzenia jonéow w medium, podzialy
komoérkowe oraz adhezja do powierzchni elektrod, moga by¢ potencjalnie wykryte za pomoca
czujnikéw impedancyjnych. Najwicksza zaleta metod impedancyjnych jest mozliwosé
monitorowania wspomnianych zjawisk w czasie rzeczywistym. Kolejng =zaleta jest
nieinwazyjno$¢, brak koniecznosci stosowania markeréw (label-free detection) i uzyskiwanie
dodatkowych informacji nt. elektrycznych wiasciwos$ci otoczenia czujnika.

Rozprawa podzielona jest na cztery rozdziaty. Pierwszy rozdziat szeroko definiuje warstwy
mikrobiologiczne, bgdace zainteresowaniem autora. Zawiera wprowadzenie do zagadnienia
czujnikdw impedancyjnych, przeglad ich zastosowan oraz ich rozwinigcia w postaci
biosensorow, eksperymentalnych i komercyjnych systemow pomiarowych. Na podstawie
przedstawionego przegladu sformutowane zostajg cele pracy.

Drugi rozdziat dysertacji skupia si¢ na zastosowanych w badaniach materiatach i metodach:
opisuje czujniki impedancyjne wilasnego projektu, metodg¢ spektroskopii impedancyjne;j,

komercyjne analizatory impedancji, wlasne projekty analizatoroOw i sprzgtu pomocniczego —
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wtym obszerny opis ich konstrukcji, oraz oprogramowanie sterujace zestawianymi
stanowiskami pomiarowymi.

Trzeci rozdziat poswigcony jest charakteryzacji podstawowych wlasciwosci i zastosowaniu
zaprojektowanych czujnikow impedancyjnych oraz sprzgtu pomiarowego do monitorowania
adhezji biatek oraz faz wzrostu biofilmu bakteryjnego bakterii Pseudomonas aeruginosa
i grzybow Candida albicans. Kazdy podrozdzial koniczy si¢ podsumowaniem uzyskanych
wynikow.

Ostatni, czwarty rozdziat podsumowuje cata rozpraweg, odnoszac si¢ do osiagnigcia
wyznaczonych celow. Przedstawia wyciagniete wnioski i sugerowane kierunki rozwinigcia

opracowanych metod badawczych.
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Abstract (ENG)

Impedance sensors in measurements of microbiological layers

Konrad Andrzej Chabowski

The dissertation concerns the research on the use of planar impedance sensors with
interdigitated electrodes in two-electrode system for measurement of microbiological layers in
form of proteins and biofilms. Apart from the measurement results it contains the sensors
development issues as well as the design and construction of custom built measuring and
supplementing equipment.

Currently it is popular to develop the alternative methods of detection and monitoring
of microorganisms: optical, calorimetric, gravimetric and electrical. In the thesis the author
focuses on one of the electrical methods which is the use of the impedance spectroscopy and
impedance sensors. These sensors exhibit promising properties for purposes of microbiological
layers monitoring in the form of proteins and bacterial biofilms. In this case, the impedance of
the sensor reflects the ability of the tested biological object to conduct electric current and also
store energy in the form of an electric field. All physicochemical changes occurring in the
biological object are associated with changes in their electrical properties and hence their
impedance. In addition, microbiologically significant phenomena such as fluctuations in ion
concentration in the growth medium, cell divisions and adhesion to the surface of the electrodes
can potentially be detected by means of impedance sensors. The greatest advantage of
impedance methods is the ability to monitor these phenomena in real time. Another advantage is
non-invasive, label-free detection, and obtaining additional information about the electrical
characteristics of the sensor environment.

The dissertation is divided into four chapters. The first chapter broadly defines the
microbiological layers which were the point of interest of the author. It also includes an
introduction to impedance sensors, a review of their applications and their development in the
form of biosensors, as well as experimental and commercial measurement systems.
Subsequently, the objectives of the work are formulated on the basis of the review.

The second part of the thesis focuses on the materials and methods used in the research:
it describes the developed impedance sensors, the impedance spectroscopy method, the

commercial impedance analyzers, analyzers constructed by own as well as supplementary
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equipment - including a comprehensive description of their design and finally controlling
software.

The third chapter deals with the characterization and application of designed impedance
sensors and measuring equipment for monitoring the protein adhesion and biofilm growth
phases of Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans strains. Each section ends with a
summary of the results.

The last, fourth chapter summarizes the entire dissertation, referring to the achievement of
the goals, and outlines the conclusions and suggested directions for the further development

of described research methods.
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