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In vitro sejtfeltaras hatékonysagat befolyasolo fizikai tényezok

A sejtszuszpenzidk in vitro ultrahangos besugarzdsa kiilonb6z6 intracelluléris
sejtalkotd extrakcids és mads kisérleti bioldgiai, esetleg in vivo el0készitd céllal, mar
évtizedekkel ezelott magas szintre jutott. A bonyolult biofizikai folyamatokra, az adott
felhaszndldsi célnak megfeleld, a mai napig j6l hasznalhaté Osszefiiggések sziilettek. A
kiilonboz0 ipari és laboratériumi felhaszndlasi célu ultrahang besugarzasi eljardsok azonban,
az egyes rendszerek bonyolult bioldgiai, fizikai és kémiai felépitése miatt, még tartogat meg
nem oldott problémadkat. JOl ismert tény, hogy a besugdrzas fizikai paraméterei, példaul a
frekvencia, intenzitds, a hangtér kialakitdsa, illetve a kezelt kozeg fizikai, kémiai €s bioldgiai
tulajdonsagai, e képen a homérséklet, siiris€g, oldott ion koncentracié, az oldott ion tipus,
oldott gaz tipus, oldott gdz mennyiség, kavitaciés magok jelenléte, és egyéb tényezdk kiilon-
kiilon milyen 0Osszefiiggésekkel birnak a besugarzasra, példdul a kavitacids kiiszobre.
Azonban a gyakorlatban kezelendd kiilonboz6 anyagok, példdul az élelmiszerek, mint
polidiszperz rendszerek, sajatossdgaikat tekintve egymdstél az el6zdekben felsorolt
tulajdonsagaikban alapvetoen kiilonbozhetnek, sot az egyes élelmiszerek minOsége sem
tekinthet6 folyamatosan dllandénak. Ezért a meghatdrozott céllal torténd ultrahangos
besugarzds hatdsainak elméleti meghatdrozasit, a gyakorlati felhaszndlds szempontjabol
konnyen és biztonsdgosan alkalmazhaté mddszerekkel kell kiegésziteni. Ilyen Iehet
besugarzas alatt a sejtpusztitasi céli kavitacio detektalasa audiondlis, vagy a szeparacids célu
all6hullam vizualis, vagy optikai detektalasa, illetve maganak a végeredménynek a mérése. A
kavitacidés kiiszob, illetve a haladé és az alléhulldim kialakuldsa egyazon kozegben az
intenzitds mellett, a gyakorlati eseteket figyelembe véve, leginkdbb a diszpergalt részecskék
koncentraciéjatél és mindségétol fiigg. Ez az elméleti, s6t a gyakorlati munkdkban sincs
kihangsulyozva megfeleld stllyal. Az elméleti munkédkban a szemcsék, mint sz6ré centrumok
szerepelnek, melyek a sikhulldmokat gombhulldmma alakitjdk, illetve pontszerti h6forrasként
miikddnek. Azonban ha kiszdmitjuk, milyen mértékli az energiaveszteség e miatt a
hangtérben, akkor sem tudhatjuk pontosan, milyen intenzitds sziikséges a megcélzott hatds
kiiszob kialakitdsahoz. Ezért van sziikség j6 indikdtor modszerekre a jelenségek felismerése
céljabol, valamint ezeknek a moddszereknek a hatdsokkal torténd biztonsagos
Osszeegyeztetésére az adott felhaszndlési teriileten. A gyakorlatban egy-egy adott jelenség
kihaszndldsara kiilonb6z6 tudoményteriiletek fejlodtek ki, amilyen példdul a szonokémia,
vagy a most sziileté EuroUltraSonoSep Eurdpai Uniés TMR hélézatban zajl6 kutatési projekt,
melynek célja a biotechnoldgiai emulzié disszocidcid, €s mads diszperzidk, példaul sejt
szuszpenziok ultrahangos szétvéilasztdsa, mely projektben tobb kutatdintézet, kutatdi team €s
egyetem vesz részt. A feltir6 munka kapcsdn azt is fel kellett ismerni, hogy az egyes
szakteriileteken zajlé ultrahangos munkédk egymdsba nem mindig konvertalhat6ak, amelyre j6
példak lehetnek az ultrahangos szeparicio €s a sejtszerv extrakcid, mivel e két alkalmazasi
teriilet céljai homlokegyenest ellentétesek. Az elsd célja egy sejtekbdl allo tervszerli térbeli
rendszer megalkotdsa all6 hulldmok segitségével a sejt életképesség megdrzose mellett a
halad6 hullamok és a kavitdcio kizdrdsaval, a masodik célja viszont a sejtek szétroncsoldsa, a
kavitaci6 4ltal, az all6hullam kizarasaval. A probléma nehézsége, hogy a két hatds egy
hangtérben is konnyen 1étre johet akaratlagosan, vagy nem megfeleléen miikddtetett rendszer
esetében véletlenszerlien is. Emiatt nagy hibdk és az ultrahang hatékonysagédval kapcsolatos



gyakori félreértések szarmazhatnak a kisérleti koriilmények nem megfelel6 megvalasztasabol,
melyre jé példa a kisérleti koriilmények koziil példaul csak a sejt szuszpenzid
koncentracidjanak megvaltoztatdsa miatt kialakul6 sokféle ultrahang jelenség, amelyek eltérd
hatast fejtenek ki a sejtekre. Az eltérd jelenségek céliranyos kihaszndldsdval azonban
kiilonbozo feladatok végrehajtasdra nyilik mod.

Kisérleteink célja, hogy megfeleld elméleti és gyakorlati hattér segitségével szelektiv
ultrahanghatést érjlink el, mégpedig gy, hogy a kdzeg bizonyos komponenseit inaktivéljuk,
mig mas komponenseket pedig érintetleniil hagyunk. Ennek két elérhetd6 mddja mutatkozik.
Az els6, amikor térben ultrahang hulldimokkal szétvilasztjuk egymadstdl a kérdéses
komponenseket fizikai tulajdonsdgaik alapjan, és a nem kivant komponenseket kivezethetjiik
a rendszerbdl, illetve a helyszinen példaul kavitici6 4ltal szétroncsolhatjuk azokat. A masodik
pedig a kozegben taldlhaté egyes komponensek eltérd érzékenységét haszndlja ki az egyes
ultrahang altal 1étrehozhaté jelenségekkel szemben. A kisérleteinkben optimalis gyakorlati
felhaszndlhat6sdgd ultrahangos folyamatérzékeld detektdldsi modszereket alkalmazunk,
amelyek eredményeit a hullimjelenségek 4ltal okozott sejtroncsolé hatdshoz viszonyitjuk a
kezelési id6 fliggvényében pékélesztd (Saccharomyces cerevisiae) teszt mikroorganizmusra.
Feltartuk a kolcsonhatdsdt a szuszpenddlt szemcsék hangtérbeli koncentracigjanak a
hangtérben kialakult hulldmjelenségekkel, valamint a kialakult hulldimjelenségek hatdsat az
adott szuszpendalt részecskékre a behatdsi 1do6 fiiggvényében.

Irodalmi attekintés

Tar et al. (1982) a hangtér a tér minden olyan pontja, ahol a hanghulldmokra jellemzd,
valtakozé nyomds 1ép fel. A hangtérben kialakulé hulldmtipusok a sugarzé tipusatdl, a
hangtér kialakitdsatol, valamint a hangtér fizikai paramétereitdl fiiggnek. Longitudindlis
hulldm esetén a hullimmozgast végzd kozeg strlisodései €s ritkuldsai a hullim terjedésének
iranyaban vannak, ami a gdzokra és folyadékokra jellemz0. Az all6hullam akkor alakul ki, ha
két azonos tipusu, frekvencidju és amplitidéja, de ellentétes irdnyd hullam taldlkozik, ez az
interferencia jelenség. Az élléhullam ugy keletkezik, hogy egy haladé hullim valamilyen
akadélyon visszaverddik €s az eredeti, valamint a visszavert hullam interferdl. Ha egy irdnyba
halad a hulldm, halad6 hullamrdl van sz6. A hangszorddas ott jelentkezik, ahol a hulldmok
rugalmas kozegbe dgyazott idegen testhez, akaddlyhoz érnek. A hanghullimok minden
anyagban frekvencidjuktdl, a hullam tipusatél, a hOmérséklettdl, illetve az anyag
tulajdonsagaitdl fiiggd mértékben adszorbedlddnak, a rezgési energia irreverzibilis hové
alakuldsa kovetkeztében. Hobenko et al. (1977) szerint a hangtérben a hangnyaldbot
feloszthatjuk kozel térre, dtmeneti tartomanyra é€s tavoltérre. Az ultrahang kozel tér (near
field) tdvolsdgat a kor alakd rezgdnél az alabbi képlettel fejezi ki:

Nisr = D*f / 4%¢ = 0,25% (D**f /c)

Ahol (D) a rezg6 atmér6 [mm], (f) a frekvencia [Hz], (c) a hulldm terjedési sebessége [m/s]. A
kozel térben a hangnyomds ingadozds mértéke, a minimumok €s a maximumok helye eltéro.

Frizzel et al. (1988) szerint a kavitacios jelenség olyan folyadékokban alakul ki,
amelyek akusztikus zavarnak vannak kitéve akkor, ha az akusztikus nyomds a hangciklus
ritkuldsi fazisanak folyaman a teljes nyomdst nézve lecsokken egy bizonyos kiiszdb, vagy
hatarérték ald. Ez az akusztikus nyomds amplitidé kiiszob szdmos fizikai paraméter
fiiggvénye, amelyek a kozeg allapotit irjak le. Ezekbe bele tartozik a hangintenzitds, a
frekvencia, a hdmérséklet, a nyomas, az oldott gz tipusa, mennyisége, a viszkozitds, a kozeg
eldélete, a kavitacidés magok tipusa, mennyisége, az oldott ion koncentracio, stb.



A Kkavitacionak két tipusa van, melyek koziil az egyik a stabil kavitdcid, amikor a
buborék szdmos hangcikluson keresztiil oszcilldl a kozegben, illetve a mdasik a tranziens
kavitacid, amely azt jelenti, hogy a buborék néhdny hangciklus alatt gyorsan novekedik majd
utdna hevesen Osszeomlik. Veit et al. (1977) szerint a kaviticié akusztikailag zajként
jelentkezik, ami mikrofonnal felveheto és elemezhetd. Fry et al. (1978) biofizikai vizsgalatok
soran azt taldltdk, hogy ultrahangos besugdrzds alatt az intracelluldris sejttestecskék
egyenletesen porognek a sejtekkel egyiitt, ami az ultrahangos forgaté nyomaték
kovetkezménye. A mikrodramlasok, az akusztikai hatarrétegekben indukal6dnak, mint példaul
a folyadék, és a szuszpenddlt objektum kozti hatarrétegben, ahol a véaltakozé irdnyd dramlés
eredményeként erds turbulencidkként manifesztdlédnak. A mikrodramlds fontos kapcsolatban
van a bioldgiai hatdsokkal, ahol magas sebesség gradiens €s nagy nyirofesziiltség jellemzo,
ami a hatarfeliileti rétegekben keletkezik és a bioldgiai sejtek, valamint a sejtszervek,
makromolekuldk roncsoldddsat, pusztuldsat, ill. inaktivalodasat okozza.

A bioldgiai anyagokban, mint minden anyagban irreverzibilis folyamatok jatszédnak
le, melyek a hang energia folyamatos hové torténd 4dtalakuldsat okozzdk, mely hohatas
szignifikdns az ultrahangok bioldgiai hatdsaival. A homérséklet emelkedésének ez a
folyamata konnyen elegendd a bioldgiai struktirdk és folyamatok megvéltoztatdsdhoz. Az
intenzit4s:

I= IO * @ -20x

ahol (Ip) [W/cmz] vagy [dB] a kiindulési intenzitds, (I) az aktudlis intenzitds [W/cmz] vagy
[dB], (o) az abszorpcids koefficiens [Np/cm] = 8,7 [dB/cm], (x) pedig az irdny. A hoképzddés
egységnyi térfogatra pedig:

qv = 2al.

Eckart et al. (1948) szerint a kvarc szél, az ultrahang globalis dramldsa térben, a sugarzo6tol a
kozegbe a sugdrzds irdnydban. Nemlinedris mechanikai hatds tehat az akusztikai dramlas,
mely az ultrahang hulldamokkal besugarzott folyadékokban jon 1étre, amelynek kapcsén a
folyadékban 1év6 szuszpendélt részecskék a folyadékkal egyiitt mozognak, mikozben
surlédnak. Suslick et al (1988) szerint a sugarzési erd azt jelenti, hogy ultrahang besugirzis
alatt a hangtérben minden besugarzott objektumra adott nagysagu és irdnyu erd hat, melyet a
sugdrz6 intenzitdsa €s a tér paraméterei befolydsolnak. Thacker et al. (1973) a haploid és
diploid Saccharomyces cerevisiae pékélesztd sejtek tulélésében eltéréseket tapasztaltak. Ezzel
kapcsolatban nem szinkronizélt populdcidok vizsgdlata javasolt, a sejtek eltérd kavitacids
érzékenysége miatt. A kapott tilélési gorbék tobb szakasszal rendelkezhetnek lefutdsukban. A
kavitaciés hatdron dolgozé kutatok a pusztuldsi ardnyt az egyszerliség kedvéért allando
exponencidlis lefutdsira veszik fel. Miller et al. (1996) szerint a sejt szuszpenzidban ultrahang
hatdsdra kialakul6 nem termikus folyamatok legfontosabbika a kavitidcid, melynek mindkét
formdja a bioldgiai hatdsok széles skdldjat okozza. Miller és Thomas (1994) szerint a
hidrogén peroxid és egyéb szonokemikalidk genetikai, biokémiai hatdsaihoz adddik hozzd a
kavitacio erdteljes mechanikai roncsol6 hatdsa. Loverock és ter Haar (1991) kijelentik, hogy a
sejtkoncentraci6 fontos tényezdje az in vitro szonolizisnek, mégpedig, a magas
koncentraciokndl a szonolizis kisebb mérvii. Liebeskind et al. (1979) szerint az ultrahang
hatdsai a besugarzdst tulélo sejtek kozott lehet struktira-, funkcidvaltozds, vagy akar az
orokitd anyagra, a DNS-re gyakorolt hatdsok, melynek kapcsan DNS szdl torés, aberracio
kovetkezhet be. Brayman et al. (1994) szerint a nagyobb atmérdjii sejtek, kavitdciora
vonatkozé nagyobb érzékenysége azzal magyardzhatd, hogy a nagyobb sejt nagyobb
valoszinliséggel taldlkozik a kavitdciés buborékokkal. Blackshear és Blackshear (1987)
szerint azonban az ok abban &ll, hogy a kisebb sejtek sejtfalanak szétszakitdsahoz nagyobb



nyiréerd sziikséges. Goschl et al. (1999) és munkatérsai kijelentik, hogy a kis méretii
szuszpendalt részecskék manipuldldsara, irdnyitdsara alkalmas rezondtorok legkevesebb négy
Osszetevobdl kell, hogy 4lljanak. Ezek a piezoelektromos transzdicer, a hordozé edény
(iivegedény), a folyadék (szuszpenzid) és az akusztikus reflektor. Walsch et al. (1999) és
munkatdrsai a Saccharomyces cerevisiae soréleszt6 ultrahangos immobilizacidjdnak bioldgiai
hatdsait vizsgaltdk. A tanulmanyok kimutattdk, hogy az €16 sejtszam csokkenés, valamint a
sejt osztodasi képességének a csokkenése (elvesztése) a f0 hatdsai a terjedd (haladd) ultrahang
hullimoknak az élesztd sejtek fiziologidjara. Az alléhullamu térben nem voltak szignifikdns
karosité hatasok. Az eredmények metilénkék vitdlis festésen alapultak. Az élesztd sejtek
térbeli rendszerét eredményezi az all6hullami tér, ami megvédi a sejteket a karosodastol.
Tarnéczy et al. (1963) korai munkdjaban leirja, hogy az ultrahang mechanikai hatdsira az
allohullam térben a szilard részecskék nagyobb tomegekbe Osszecsapédnak a nyomadsi
csomodsikokba, ez alatt silyuk megndvekszik, a nagyobb sulyt darabok pedig nem maradnak
lebegd allapotban, hanem a nehézségi erd hatdsdra kitilepednek. Lorincz et al. (2001) in vitro
ultrahangos besugarzassal szemben a sejtek, még egy populdcion belil is eltérd
érzékenységliek, ami szdmos morfologiai és genetikai tényezd fliggvénye. Ezt az ismeretet
egyértelmiien ki lehet haszndlni a szelektiv kezeléseknél. Dedk et al. (1997) szerint a
kornyezeti tényezOkon keresztiil haté beavatkozdsok, melyek a mikroorganizmusok
pusztuldsit okozzdk, a vizsgalatok tobbségének eredményei szerint exponencidlis lefutdstak.
Tovabba kinetikailag a sejtpopuldciok pusztuldsanak iddbeli lefutdsa az egysejtl
mikroorganizmusok szaporoddsdhoz hasonldéan, az elsOrendli kémiai reakciok analdgidjira
irhat6 le:

dN/dt=-k * N.

Az egyenletben az [N] a tdlélo sejtszam, melynek valtozdsa [t] id6 alatt ardnyos a mindenkori
sejtszdmmal, és ahol a [k] ardnyossdgi tényezd a pusztuldsi sebességi egyiitthatd, vagyis a
fajlagos pusztuldsi sebesség. A fenti differencidl egyenletet Ny (kezdeti sejtszdm t
iddpillanatban) és N; (tuléld sejtszdm t iddpillanatban) hatdrok kozt integrdlva, a
mikrobapopulacidk pusztuldsdnak alapegyenletét kapjuk:

—k(t-t
Nt=N0*e ( 0)

Amely alakilag azonos az exponencidlis szaporodds egyenletével, csak az egyiitthaté negativ
eldjelli. Az egyenletet logaritmélva, a talélési gorbe egyenletét kapjuk:

log N; = log Ny —(k/2,303) * (t-t)

amibdl latszik, hogy a tiléld sejtek logaritmusit az idOben dbrdzolva egyenest kapunk,
melynek meredeksége a pusztuldsi sebességi egyiitthatéval ardnyos, melyet az egyenletbdl
kifejezve:

k =((2,303 / (t-ty)) * log (No/ Ny)
A kezdeti és a t idoben mért végsd sejtszambdl a [k] értéke meghatdrozhatd. Ha a talélési
gorbe egyenletében szerepld t-ty id6t ugy definidljuk, mint azt az idétartamot, mely alatt a
tulélo sejtszam a tizedére csokken, akkor a tizedel6dési 1d6 [D] fogalméhoz jutunk.

Hat-ty=D és N;=0,1 * Ny, akkor:

k=2,303/D,vagy D=2303/k



A tizedelési id0 a mikrobapopuldcié ellendlldsanak (rezisztencidjanak) percekben kifejezett
mértéke. Adott behatds mellett, minden [D] id6tartam alatt a sejtek 10 %-a marad életben, 90
%-a elpusztul, tehdat a pusztuldsi ardny dllandé és fiiggetlen a kezdeti sejtszamtol.
Amennyiben a populdcidé kiinduldsi sejtszdménak tizedénél nagyobb mértékii pusztuldsi
aranyt akarunk elérni, akkor a tobbségi pusztuldsi idot [t] kell meghatdrozni. Ha az
exponencidlis pusztuldsi kinetika érvényesiil és ismerjilk a tizedelddési idot, akkor a
mikrobaszam tetszdleges mértékli csokkentéséhez sziikséges tobbségi pusztulasi idot, barmely
kezdeti sejtszam esetére kiszamolhatjuk:

T=D * (log Ny — log Ny)

Ezzel meghatdrozhatjuk a kivant mértéki mikrobaszam csokkentéséhez sziikséges kezelési
1idét allandé pusztité doézis alkalmazdsa mellett. Bird et al. (1976) szerint a
mikroorganizmusok életképességének meghatidrozasara a legrégibb és legegyszertiibb eljaras a
metilénkékes festés. Foleg az élesztOk esetében elterjedt a mdédszer, melynek alapja, hogy ha
az €16 és holt sejtekbdl all6 szuszpenzidt hig metilénkékkel hozzuk 6ssze, akkor a holt sejtek
rogton kékre festodnek, mig az €10k a festék dehidrogendzokkal torténd redukdldsa miatt, nem
szinezOdnek. Az utdbbiak szdmardnydnak és az Osszes csiraszdmnak ismeretében az €16
csfraszam meghatarozhato.



