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1. BEVEZETES, A KUTATAS ELOZMENYEI

Az aktiv ultrahangnak, a hangtér anyagdn Iétrehozott fizikai é&s
sejtbioldgiai kolcsonhatasainak kutatasaval azért kezdtiink el foglalkozni, mert a
sejtbiologiai rendszerek élettevékenységébe, igy példaul a sejtpopulédcidk talélési
dinamikéjaba, illetve a fizikai rendszerekbe igy kivantunk beavatkozni, hogy a
kezelt anyaggal semmiféle materialis, vagyis anyagi, kémiai, illetve bioldgiai
kontamindci6 ne torténjen. Ebben a témaban Osszefliggd, rendszerszemléletli
munkaval sem a hazai, sem a nemzetkodzi szakirodalomban nem talalkoztunk,

inkabb csak egyes részteriileteinek kutatasi adatai allnak rendelkezésre.

2. A KUTATAS CELKITUZESEI

F6 célunk a mechanikai ultrahanghullamok sejtbioldgiai hatasainak,
valamint az ultrahang feltételezett szelektiv sejtbioldgiai hatdsainak, illetve az ezt
kivalto és befolyasold legfobb tényezdknek a tanulmanyozasa volt. Tovabbi cél a
fizikai paramétereken keresztiill befolyasolhato sejtbioldgiai hatasok célszerii
irdnyitasa, a sejtek élettevékenységének manipulalésa, illetve az ultrahang fizikai
paramétereinek hangtérbeli elvaltozasanak tanulmanyozasa volt. Szelekcio alatt
egy, vagy tobb kivalasztott sejttipus életképességének olyan irdnyu
megvaltoztatasat értjiik, amelynek soran a kivalasztott organizmus éldsejtszama a
kezelés hatasara kivant mértékben megvaltozik. Az ultrahang szelektiv hatasdnak
kimutatasa, illetve az ezt befolyasold tényezdk feltarasa az élelmiszeriparban,
illetve akar a humdn gyogyaszatban uj tavlatokat nyithat a sejtszam befolyéasolo
miveletek szempontjabol, akar mint 6nallo, akdr mint kombinalt kezelési eljaras.
A szelektivitds céljanak megvalositasdra a szeparacid ¢€s az inaktivalas, vagy
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szaporodasserkentés lehetnek a jarhatdo utak. Munkénk soran az ultrahang altal
kialakitott sejt inaktivalast, illetve szaporodéasserkentd hatast tanulmanyoztuk, a

tulélési dinamikat befolyasolo 16 fizikai tényezok mellett.

3. ANYAG ES MODSZER

A kutatasok soran kiilonb6z6 modellanyagokkal dolgoztunk, melyek koziil
a legfontosabbak a Saccharomyces cerevisiae élesztégomba, az élesztdgombaval
megegyezO atlagos szemcseatmérdjii dolomitliszt, illetve a feltételesen korokozo
Pseudomonas aeruginosa HNCMB170001 baktérium torzs. A kisérleteket
1,1MHz frekvenciaszint koriil és 3-12W/cm? ultrahang teljesitmény szint mellett
végeztiik, azonos kezelési koriilmények mellett. Osszesen nyolc kiilonbozé
vizsgalati szempontnak megfeleld, egyenként tobb kisérletsorozatbdl allo kutatast
végeztiink. A kisérletekhez harom kiilonb6z6é ultrahangrendszert terveztiink és
kiviteleztiink, analog  és  digitélis sejtanalitikai  berendezésekkel,
folyadékaramoltatasos rendszerekkel. Az akusztikai jelenségek, igy az akusztikai
aramlas, az allohullam ¢és a kavitacid detektalasara miszeres és vizualis
rendszereket, eljarasokat fejlesztettiink ki. Kiilon tanulméanyoztuk az ultrahang
héhatasat, infra- és termoelemes hdmérdvel, melyet elézetesen a biologiai hatdsok
egyik kivaltojanak feltételeztiink. Mikrobiologiai képleteket és egyenleteket
alkalmaztunk, illetve alakitottunk, irtunk at, valamint fizikai szamitasi
modszereket alkalmaztunk a mért eredmények ¢értékeléséhez és a nehezen mérhetd
paraméterek meghatarozasdhoz. Kidolgoztuk a kavitacidés hatarkoncentracio,
illetve a kavitacié kialakulasi iddintervallum meghatarozasi modszerét, valamint
tobb modellanyag esetén ¢s kiillonbozo teljesitmény szinteken meghataroztuk
azokat. A 9W/cm? teljesitményszinten végzett kisérletek esetén mért kavitacios
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hatarkoncentracidé tobbszords mennyiségeivel vizsgaltuk a hangtérben kialakulo
akusztikai jelenségek dinamikdjat, illetve az akusztikai jelenségeknek, az
¢lesztégomba talélési dinamikédjadra vonatkozd hatasat. Végil az azonos
koriilmények kozott, élesztdgombanal és a baktériumnal mért biolodgiai hatasokat
Osszehasonlitottuk ¢és levontuk a lehetséges szelektivitds kritériumait a

vizsgalatokra vonatkozoan.

4. EREDMENYEK

4.1. A VIZSGALATOK VEGEREDMENYEI

Folyadékaramoltatasos ultrahangrendszerben 7,5, 9,6, 10,5, és 12W/cm’
kisugarzott teljesitmény mellett 7,37, 9,43, 10,32 és 11,79W/cm’ jutott be az
alkalmazott kezeld kiivettdba. Az 50ml, 2-3*10 sejt/ml koncentréacioji
Saccharomyces cerevisiae szuszpenzio esetén 20°C-on 209,36, 108,42, 59,34 ¢és
53,65 masodperces tizedelédési iddintervallum, D értékeket kaptunk, az
alkalmazott teljesitménnyel forditott aranyban. A D értékek egy nagysagrenddel
vald megvaltozasahoz sziikséges teljesitményvaltozas 11,89W/cm® értékre
adodott folyadékaramoltatasos rendszerben.

A nem dllandd6 homérsékleti 1MHz-es ultrahangos sejtroncsolas,
2,07W/cm2 teljesitménynél 100,1, 158,1, 133,7 és 91 perces, a 2,7W/crn2
teljesitményli ultrahangkezelés 34,9, 30,64, 35,33, 52,2 perces D ¢értéket
eredményezett az 50ml, 0,4-2*107sejt/m1 kiindulé sejtkoncentracid6 mellett
Saccharomyces cerevisiae élesztgomba esetén.

A termoelem Onabszorpcidja miatt, az infrahdmérével végeztik az
ultrahang hohatasaval kapcsolatos méréseket. Az ultrahangtér Saccharomyces

cerevisiae sejttartalma csokkentette a kavitdcio aktivitdsat €s a hoképzdodés
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mértékét a tiszta szuszpendald szerhez képest, viszont sejtpusztulds igy is
jelentkezett, tehat nem csak az ultrahang héhatésa a sejtroncsolo hatas oka.

Akusztikai jelenségek vizsgéalatdval kapcsolatban Osszefiiggd fizikai
jelenségsort figyeltink meg, mely nyugalomban 1évé folyadékbol, szokokut-
jelenségbdl, kavitaciobol, kavitacios buborékokat és szemcséket tartalmazo
akusztikai aramlasbol, szemcsesodrd akusztikai aramlasbol, allohullambol és
kavitacids buborékokat és szemcséket tartalmazo akusztikai dramlasbol tevodott
0ssze.

A kaviticiés hatarkoncentricié az alkalmazott 3-12W/em’ ultrahang
teljesitmény tartomanyban egyenletesen novekedett, liofilizalt élesztd esetében 2-
4,2¢/1, préselt ¢élesztonél 9,12-12,08g/1, dolomit liszt esetén 0,88-5,12g/1
striiségtartomanyban, a kavitacio kialakuldsi idépillanat pedig 12um atlagos
atmérdju dolomit lisztnél 750mésodperc, a liofilizalt ¢lesztd esetén 45masodperc
kortli érték volt.

A 1,72%107-5,37*10"sejt/ml kiindulé koncentraciéju Saccharomyces
cerevisiae szuszpenziok D értéke 9W/cm’ teljesitményen, 1,117MHz frekvencian
akusztikai dramlasnal 160-130masodperc, allohullam mellett 1500-800masodperc
volt, a kiindul6 sejtkoncentracioval forditott aranyban, kavitacié mellett pedig 39-
150masodperc volt a kiindul6 sejtkoncentracidval egyenes aranyban.

A Pseudomonas aeruginosa HNCMB170001 baktérium torzs D értékei
9W/cm®  esetén 10056-1205mésodperc  kozott  és 6W/cm® esetén 2656-
1968masodperc kozott adodtak 1,117MHz és 5,5%107-1,24%10sejt/ml kiindulé

csiraszam mellett a kiindulo sejtkoncentracidval forditott ardnyban.



4.2. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

4.2.1. Megallapitottam, hogy allandé hémérsékletii folyadékaramoltatasos €s
nem allandé hdmérsékletli toltd-iirité ultrahangrendszerekben a Saccharomyces
cerevisiae ,,D” értékei, az alkalmazott teljesitményekkel forditott aranyban allnak,
illetve a nem alland6 hémérsékletii ultrahangrendszerben a ,,D” értékek a kiinduld
sejtkoncentraciokkal egyenes aranyban valtoznak alacsonyabb, illetve forditott
aranyban valtoznak magasabb ultrahang teljesitmények mellett.

4.2.2. Megallapitottam, hogy az ultrahangos kavitacié felel a vizben
jelentkezé fokozott hoképzddésért, de nem csak a hdhatas felel az ultrahang
bioldgiai hatésaiért.

4.2.3. Megallapitottam, hogy a kavitaciés hatarkoncentracio, 3-12W/cm?
kozott egyenes aranyban valtozik minden alkalmazott modellanyag esetén a
teljesitménnyel, illetve ennek és a kavitacid kialakuldsi iddintervallumnak az
ismeretében meghatarozhat6 az adott anyag.

4.2.4. Megallapitottam, hogy a kavitacio kialakulasi idéintervallum egyenes
aranyban véltozik az alkalmazott részecskekoncentracidval, azonban nem valtozik
a teljesitménnyel, a kaviticidos hatarkoncentraci6 mindig azonos mértéki
valtoztatasakor.

4.2.5. Megallapitottam, hogy a Saccharomyces cerevisiae ,D” értékei a
kiindulé sejtkoncentraciokhoz forditottan ardnylanak az akusztikai dramlés és
allohullam mellett, illetve egyenesen ardnylanak a kavitacid akusztikai jelensége
mellett 1,72*107-5,37*107/ml sejtkoncentracio és 9W/cm® teljesitményszinten.

4.2.6. Bebizonyitottam, hogy az alkalmazott analdg sejtanalitikai rendszerrel
a Saccharomyces cerevisiae tlélési dinamikdja egyszerlibben gyorsabban

kovethetd, mint azonos koriilmények mellett, manualis elemzéssel.
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4.2.7. Megéllapitottam, hogy a Pseudomonas aeruginosa baktérium ,,.D”
értékei a vizsgalt 5,5*107-1,24*107 tartomanyban a kiindul6 sejtkoncentracioval
forditott aranyban allnak kavitacio mellett 6 és 9W/cm? teljesitményszinten.

4.2.8. Megallapithatd, hogy a vizsgalt baktérium ¢és az ¢élesztégomba
kavitacioval szemben tanusitott ellentétes tulélési dinamikdja, a fajok kozti
szelektiv sejtbioldgiai ultrahangkezelés lehetdségét bizonyithatja.

4.2.9. Uj berendezés és eszkéz a folyadékaramoltatasos ultrahangrendszer, a
nem allandé6 hdémérsékletli ultrahang rendszer, az ultrahang hohatdsanak
vizsgalatakor kifejlesztett ultrahang és detektor rendszerek, a miiszeres kavitacio
detektor és az analdg és digitalis sejtanalitikai rendszerek.

4.2.10. Uj tudoméanyos modszerek a szono-termogramok és differencil
szono-termogramok, a kavitacios hatarkoncentraci6 meghatarozasanak alap és
kiegészitd modszerei, a kavitacio kialakulasi idOpillanat meghatdrozasanak, a
szimultdn akusztikai jelenség — sejtbiologiai hatds vizsgdlat modszerei, a
sejtanalitikai eljarasok Saccharomyces cerevisiae ultrahangtérbeli talélésének

vizsgélatara.

5. K(")VETKEZTETESEK, JAVASLATOK
5.1. FOLYADEKARAMOLTATASOS ES NEM ALLANDO HOMERSEKLETU

ULTRAHANGVIZSGALATOK

A vizsgalt folyadékaramoltatasos ultrahangrendszerben 7,5, 9,6, 10,5 és
12W/em?  kibocsatott ultrahang intenzitdsok mellett, 7,37, 9,43, 10,32 ¢és
11,79W/cm® intenzitas értékek jutottak be az alkalmazott ultrahangos atfolyd
rendszerli kezeld kiivettaba, amely intenzitas csokkenés a reflexiobol adddott.
Javasoljuk, hogy barmilyen ultrahangkezelés folyaman, a {6 fizikai paramétereket
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alland6 értéken érdemes stabilizalni, vagy ha erre nincs moéd, akkor az
eredmények értékelés¢hez ismerni kell a leglényegesebb fizikai paraméterek
ultrahangtér modositd hatasat és ultrahangtérbeli modosulédsat, illetve azokkal
szamolni kell.

Mind a folyadékaramoltatdsos, mind a nem alland6 homérsékletii toltd-
Uiritd ultrahangrendszerben a Saccharomyces cerevisiae élesztdgomba tizedelddési
D értékei €s az alkalmazott ultrahang teljesitmény forditott aranyban allnak, ami a

nagyobb teljesitmény erdteljesebb biofizikai roncsold hatasabol kovetkezik.

5.2. AZ ULTRAHANG HOHATASA

Tiszta szuszpendaldo szerhez képest, szuszpenziokban az akusztikai
kavitacid intenzitdsa €s a kialakult hdmérsékleti értékek is alacsonyabbak voltak.
Az eredményekbdl az kovetkezik, hogy az ultrahangos kavitacié felel a
fokozottabb hdképzddésért, folyadékokban. Csak a vizsgalatok végsd idészakaban
alakult ki az akusztikai jelenségek atvaltasatol fiiggetlennek-tind hémérséklet
érték, ebben a zoéndban viszont nem volt mérhetd kiilonbség a kiillonbozod
koncentracioji  szuszpenzid mintdk  szuszpendald szerhez  viszonyitott
homeérsékletkiilonbség értékei kozott sem. Javasoljuk, hogy az akusztikai
jelenségek dinamikajat minden kezelendé akusztikai rendszer, vagyis minden

vizsgéland6 anyag esetében elézetesen meg kell ismerni, mely nélkiilozhetetlen

alapja az aktiv és a passziv ultrahangos munkénak.



5.3. AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK VIZSGALATA

A kavitacios hatdrkoncentracié az alkalmazott 3-12 W/em’ teljesitmény és
1,117MHz frekvencia mellett, liofilizalt élesztégombandl 2-4,2g/l, préselt
¢lesztdgombanal 9,12-12,08g/1 volt. A két kiillonboz6 formatumi élesztégomba
nedves bazisra szamolt szarazanyag tartalmara vonatkoztatva a kapott
eredményeket, nagyon hasonld kavitacios hatarkoncentracio értékek adodtak az
egyes teljesitményszintek mellett. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
kavitacids hatarkoncentrdcid az egyes anyagok szarazanyag tartalmatol fligg
alapvetden.

A kavitacio kialakulasi iddpillanat dolomitlisztnél 750mésodperc koriili,
liofilizalt élesztdgombanal 45masodperc koriili értéket mutatott, amely kiilonbség
az egyes részecskék térfogattomegébdl és mozgasabodl szarmazoé tehetetlenségébol
adodhat. Kovetkezésképpen a kavitdcios hatarkoncentracioval és a kavitacio
kialakuldsi iddpillanattal a szemcsés anyagok mindségileg és mennyiségileg
reprodukalhatdo modon jellemezhetdk. Javaslatunk, hogy figyelemmel kell lenni a
kiilonb6z6 akusztikai jelenségek ultrahangtérbeli jelenlétének koriilményeire és
fizikai kritériumaira, tovabba szemcseanalitikai eljarasként, illetve gyors

szarazanyag meghatarozasra javasoljuk a fenti vizsgéalati modszereket.

5.4. A SACCHAROMYCES CEREVISIAE ELESZTOGOMBA TULELESI DINAMIKAJANAK

ERTEKELESE AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK FIGYELEMBEVETELEVEL

Magasabb Saccharomyces cerevisiae kiinduld csiraszami szuszpenziok
esetén egyre késobb alakult ki az akusztikai dramlas utan az allohulldm, majd a

kavitacid a részecskék adszorpcidjabol és szorasabol szarmazd alacsonyabb
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akusztikai nyomds amplitidobdl kovetkezden. Az akusztikai aramlas és az
allohulldim  esetén a tizedelési iddintervallum értékek a  kiinduld
sejtkoncentracioval forditott, kavitdcid esetén egyenes aranyban valtoztak.
Kolcsonhatas volt az ultrahangtérbeli szuszpenzié koncentracio €s az akusztikai
jelenségek kialakulasa kozott, illetve ebbdl kdvetkezden a szuszpenziobeli sejtek
tulélési dinamikdja és a szuszpenzid koncentracioja kozott. Javasoljuk tehat, hogy
a talélési dinamikat meghatdrozd akusztikai jelenségeket a hangtér fizikai
paraméterein keresztiil befolyasoljuk, ezéltal szabalyozhatjuk a sejtek tulélési

dinamikajat magaval a sejtkoncentracidval, visszacsatolas elvén.
5.5. A SEJTANALITIKAI MODSZEREK ALKALMAZASA

Az alkalmazott analdg sejtanalitikai rendszerrel Saccharomyces cerevisiae
talélési dinamikaja ultrahang besugarzas soran egyszeriibben, gyorsabban
kovethetd volt, mint manualis vitalis festéssel. Javasoljuk, az alkalmazott analog
sejtanalitikai eljaras alkalmazasat a sejtek ultrahang rezisztencidjanak felderitése
céljabol, gyors mddszerként. Segitségével indirekt moédon informaciot kaphatunk
egy sejtpopulacio koreloszlasarol, egy rendszer faji Osszetételérdl, a kornyezeti

analitikédban toxicitasrol, vagy mutagenitasrol.
5.6. PSEUDOMONAS AERUGINOSA BAKTERIUM ULTRAHANGKEZELESE

A Pseudomonas aeruginosa HNCMB170001 baktérium térzs D értékei 6
és 9W/em’ teljesitmény és 1,117MHz frekvencia mellett, a kiinduld
sejtkoncentraciokkal forditott ardnyban alakultak. Kovetkezésképpen, az

alkalmazott koncentracidtartomdnyban a rendszer még nem érthette el a
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teljesitoképessége csucsat, vagyis a kavitaciés hatarkoncentraciot, mivel
magasabb részecskekoncentraciondl egy kavitacidos buborék Gsszeomldsa annak
kozelében 1évo tobb sejtet is szétroncsolhat egyszerre. Alacsonyabb intenzitasu,
rovidebb iddintervallumu ultrahangkezelés szaporodasserkentd hatéast fejtett ki.
Javaslatunk, hogy a vizsgélt Pseudomonas aeruginosa HNCMB170001 baktérium
torzs, illetve minden mikroorganizmus gazdasagos elpusztitidsahoz a kavitacios
hatarkoncentracioé kozelében, de az alatt érdemes iizemeltetni a rendszert, a stabil
maximalis  teljesitoképességnél, melyet az  alkalmazott  kaviticios
hatarkoncentraci6  vizsgalattal  hatarozhatunk  meg  kisérletileg. A
szaporodasserkentéshez révid iddintervallumii alacsonyabb intenzitasu kezelést

kell alkalmazni.

5.7. A SZELEKTiV ULTRAHANGHATAS KRITERIUMAI

A Saccharomyces cerevisiae esetén a kavitdcid6 melletti tizedelési
id6intervallum és a kiinduld szuszpenzi6 koncentracio értékek egyenes ardnyban
allnak, mig a Pseudomonas aeruginosa HNCMB170001 baktérium torzs esetén e
jelenség mellett forditott arany tapasztalhatd. A szelektiv ultrahanghatés
kivitelezésének modja, hogy amennyiben a kiindul6 csiraszdm mindkét vizsgalt
mikroorganizmus  esetén  9,22*107sejt/ml, akkor elméletileg  mindkét
mikroorganizmus egyforma 737 madasodperces tizedelési iddintervallummal
rendelkezik, kezelés hatdsara azonos iitemben pusztul. Ha ennél alacsonyabb
mindkettd sejtszama, akkor az élesztdgombat, illetve forditott esetben a
baktériumot lehet kiirtani a masik sejttipus melldl. A teljesitmény szelektivitasa
gyakorlatilag egyiranyt, mivel az élesztégomba D értéke megkdzelitleg tizede a
baktériuménak, vagyis forditott eset az €lesztdégomba legalabb tiz nagysagrenddel
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magasabb koncentracigjanal fordulhat eld csak. Elméletileg, ha a vizsgalt
baktériumot az alacsonyabb kiinduld csiraszama, vagyis a nagyobb D értéke
ellenére kellene kiirtani az élesztégomba mellél, akkor a 6W/cm® melletti
baktériumra gyakorolt szaporodasserkentd hatast alkalmazva, a baktériumszam
kelld6 mértékben megsokszorozhatdé ahhoz, hogy D értéke az élesztdgomba ala
keriiljon, igy kiirthatova valjon az élesztégomba melldl. Kovetkezésképpen az

ultrahang alkalmas lehet a sejtszdm szelektiv szabalyozasara.
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