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BEVEZETES

1. BEVEZETES

A munkank célja az volt, hogy a nagyfrekvencias és nagyenergidju aktiv
ultrahang sejtkarositdé hatasat kiilonboz6é tipusu ultrahangrendszerekben megvizsgaljuk
illetve, hogy tisztazzuk az ultrahang bioldgiai hatasainak okait, valamint a sejtroncsold
hatasokat célszeriien befolyasoljuk, bizonyos fizikai paraméterek megvaltoztatasaval.

A dolgozat folyamataban koveti a munkakat ugy, hogy az egyes fazisokban
lesziirt kovetkeztetésekbdl hogyan és merre 1éptiink tovabb. Ez alapjan 0sszesen nyolc
egymasra €pild kisérletsorozatbol, vagy 1épcsobol all a dolgozat és az egyes 1épcsok,
konvencionalis dolgozati felépitésben talalhatoak.

Az  elsé  kisérletsorozatban  20°C  allandd6  hémérsékleten  tartott,
folyadékaramoltatasos ultrahangkezeld rendszert épitettiink, amellyel az volt a célunk,
hogy kiilonboz6, 7,5 — 12W/em® kibocsatott ultrahang teljesitmények mellett,
megvizsgaljuk, hogy 1110kHz ultrahang frekvencian milyen 0Osszefiiggés all fenn a
marker Saccharomyces cerevisiae pékélesztogomba talélési dinamikdja, tizedel6édési
id6intervallum értékei és az alkalmazott kibocsatott ultrahang teljesitmények kozott.
Meghataroztuk a t0lélési, rezisztencia, majd a pusztulasi gorbéket. Kiszamitottuk, hogy
az alkalmazott kisérleti felépitményben, mennyiben moédosul az ultrahang f6 fizikai
paramétere, a teljesitménye, amig eléri a célobjektumot, vagyis a szuszpendalt sejteket. A
konvencionalis mikrobiologiai képleteket atalakitva meghataroztuk a ,,z” értéket, a
tizedel6dési  iddintervallum  tizedére  csOkkenéséhez  sziikséges  ultrahang
teljesitményndvekményt.

A maéasodik munkafazisban, nem allandé hdémérsékleten tartott sugarzofej
alkalmazasaval az volt a célunk, hogy kiilonb6zo kiindulé sejtkoncentraciok és
teljesitmények mellett megvizsgaljuk, milyen Osszefiiggés all fenn e vizsgalt tényezok
kozott a Saccharomyces cerevisiae sejtek tilélési dinamikajanak vonatkozasaban.

A harmadik kisérletsorozattal az volt a cél, hogy kiilonb6z6 hoémérsékleti,
koncentracio, illetve anyagmindségi viszonyok mellett megvizsgaljuk, hogy az
alkalmazott 9W/cm” teljesitményti 1117kHz frekvenciaju ultrahang hShatasa mennyiben
jatszhat szerepet a biologiai hatdsokban. Tovabbi célunk volt, hogy a keltett héhatas, az
egyes anyagok kiilonb6z6 koncentracioi esetén kiillonb6zo allandd hdmérsékletek mellett

mennyire utal magara az adott anyagra, tehat a modszer alkalmazhato-e esetleg



kvantitativ és kvalitativ részecskeanalizisre, vagy az ultrahang akusztikai jelenségeinek
dinamikajanak elemzésére. A kisérletek végrehajtdsahoz specialis ultrahang berendezés
rendszert terveztiink és kiviteleztiink tobb szakmai szervezet segitségével, az elsd két
kisérletsorozat tapasztalatai alapjan, mellyel reprodukalhatdé moddon vizsgalhatok a
nagyfrekvencias aktiv ultrahang fizikai és biologiai hatasai.

A negyedik 1épcs6ben, a héhatasnal megfigyelt akusztikai jelenség anomalidk
miatt, valaszt kerestlink arra, hogy a szuszpenziok kvalitativ és kvantitativ tulajdonsagai
hogyan befolyasoljak az ultrahangtérben kialakul6 akusztikai jelenségek, az allohullam,
az akusztikai aramlds és esetiinkben leginkabb a kavitacid bekovetkezését ¢€s
kiiszobértékét. A vizsgalatok alatt miiszeres kavitacid detektor rendszert alkalmaztunk. A
vizsgalatokhoz  kereskedelmi  forgalomban kaphatdé préselt, illetve szaritott
Saccharomyces cerevisiae pékélesztot, valamint azzal megegyez6 atmérdjli dolomitkd
szemcs€kbdl allo szuszpenziot hasznaltunk. A kisérleteket 1,117MHz frekvenciajan, 0-
12W/em?® teljesitményen végeztiik, longitudinalis hullamokkal. Vizsgaltuk kiilonboz6
ultrahang teljesitmények mellett, a kavitacidé megsziintetéséhez sziikséges hangtérbeli
szemcsekoncentracié g/l mennyiségét, vagyis a ,.kavitacios hatarkoncentraciot”, valamint
e mennyiségek 1,5-szeresének felhasznalasaval a kisérletek beinditasatol a kavitacio
ismételt kialakuldsaig eltelt iddintervallumot, a ,,kavitacio kialakulasi iddintervallumot”.
A két érték reményeink szerint jellemezheti, elére jelezheti a hangtérben kialakulod
hullamjelenségeket, a hulldmjelenségek pedig az ultrahang hatasait.

Az otodik  kisérletsorozatnal, a negyedik kisérletsorozatban, 9W/cm®
teljesitményen és 1117kHz frekvencian mért, hangtérbeli kavitacidé megsziintetéséhez
sziikséges liofilizalt Saccharomyces cerevisiae pékéleszté koncentracid g/l mennyiségét
hasznaltuk alapul. Ezutdn e mennyiség tobbszoroseinek felhasznalasaval kovettiik
nyomon a hangtérben kialakult akusztikai jelenségeket, illetve szimultan, vitalis festés
segitségével a sejtek tulélési dinamikéjanak alakulasat. A vizsgalt akusztikai jelenségek
az akusztikai aramlas, az allohullam, a kavitacid voltak. A hangtér fizikai paraméterei
alapvetéen befolyasoltdk a hangtérben kialakuld akusztikai jelenségeket és azok
kialakulasi kiiszobértékeit. A jelenségek visszahatottak a hangtér anyagi mindségére, igy
jelenség-hatas lancreakciod zajlott le a besugarzas alatt.

A hatodik Iépcsében sejtanalitikai rendszereket dolgoztunk ki az o6todik

kisérletsorozat gyorsabb, egyszeriibb sorozatos kivitelezésére. A sejtanalitikai eljaras



kidolgozasanak célja, kisérleti alkalmazasanak lényege az, hogy a faradsagos,
kisérletsorozatonként tobb ezer tulélo sejtszam vizsgalatot, tehadt a manualis munkat
valamilyen modon automatizaljuk, és ezzel nagyszamu, gyors és egyszerli vizsgalatra
nyiljon méd. Tovabbi célunk, az eredmények archivaldsanak és kiértékelésének
megoldasa biztonsagos és kozértheté modon. A sejtek talélését, analog €s digitalis modon
értékeltiik.

A hetedik  kisérletsorozatban az  6tddik, Saccharomyces  cerevisiae
élesztégombara vonatkozo kisérletsorozat fizikai paramétereivel és két esetben 6W/cm?
teljesitményt kisérletsorozattal kiegészitve, vizsgaltuk a Pseudomonas aeruginosa
HNCMB170001 baktériumtorzs talélési dinamikajat.

A nyolcadik 1épcsében az elsd, masodik és az 6todik, Saccharomyces cerevisiae
¢élesztégombara, illetve a hetedik kisérletsorozat Pseudomonas aeruginosa baktériumra
vonatkozé eredményeit Osszevetettik, a megegyez0 fizikai paramétereik alapjan.
Meghataroztuk az élesztégomba ,,z” értékét a teljesitményvaltozas és kiinduld csiraszam
valtozas fliggvényében minden kisérletre.

Végiil a két kiilonboz6 fajhoz tartozoé mikroorganizmusra vonatkozoan a kiindulo
csiraszam, illetve az ultrahang teljesitmény fliggvényében megfogalmaztuk az egy fajon

beliili és a fajok kozotti szelektiv ultrahanghatés kritériumait.



IRODALMI ATTEKINTES

2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. ALTALANOS IRODALMI ATTEKINTES, FIZIKAI ALAPOK

Tarnéczy (1963) szerint a hang rugalmas kozegben terjedé mechanikai zavarasi
allapot, mely térben, vagy térben és idoben valtozik. A zavarasi allapot nem korlatozodik
egyetlen részecskére, hanem a szomszédos részecskék is impulzust kapnak, igy kialakul a
hangtér. A rezgés egyetlen részecske allapotvaltozasanak idoben lejatszodd periodusosan
ismételt folyamata. A frekvencia a rezgés idéegységre es6 periodusainak szama 1/s,
dimenzidja 1Hz (hertz). A hangintenzitas a feliiletegységre esd teljesitmény, dimenzidja
W/m?®, mely helyett a szakirodalom gyakran W/cm® értéket kozol. Frekvencia szerint
megkiilonboztetjiik a 20Hz alatti infra, 20Hz-16kHz koz6tt hallhatd, 16kHz -100MHz
kozott ultra, illetve 100MHz feletti hiper hangokat. Az ultrahangot rezgéskeltokkel
allitjuk  el6. Ezek koziil ismerjik az elektromechanikus (elektromagneses,
magnetosztrikcios, piezoelektromos), aerodinamikus, hidrodinamikus ¢és mechanikus
atalakitokat. Legelterjedtebbek az elektromechanikus 4atalakitok. Ezek f6 részei a
generator, amely a sziikséges frekvenciaji valtakozo elektromos aramot termeli, illetve a
sugarzo-, amely a generatortol kapott elektromos energiat mechanikai rezgéssé alakitja,
és azt a vele érintkezd kozegnek atadja. Kvarc sugarzo alkalmazéasa esetén a
nagyfrekvencias fesziiltség 2-20kV, a barium-titanat és olom-cirkonat, vagy o6lom-
cirkonat-titanat (PZT) sugarzokkal pedig 50-300V.

Tar (1982) szerint a hangtér a tér minden olyan pontja, ahol a hanghullamokra
jellemz6, valtakozé nyomas 1ép fel. A hangtérben kialakuld hullamtipusok a sugarzo
tipusatol, a hangtér kialakitasatdl, valamint a hangtér fizikai paramétereitdl fiiggnek.
Longitudinalis hulldm esetén a hullammozgast végzo kdzeg stirlisddései és ritkulasai a
hullam terjedésének iranyaban vannak, ami a géazokra és folyadékokra jellemzd. A
hullamfront vagy hullamfeliilet a haladé hullamoknak, valamely id6pontban azonos
rezgési fazisban 1évd pontjaival jellemzett folytonos feliilete. Egyszerti hullamformak
koziil fontos a sikhullam, a gombhullam, illetve a hengerhulliam. A hullamok
talalkozasanal interferencia jelenség 1ép fel, mely a hullampontok helyi és pillanatnyi
értékeinek eldjel €s nagysag szerinti 0sszegzOdése, amelyekbdl egy eredé hullam alakul
ki, a talalkozé hullamok szuperpoziciojaként. Az allohullam akkor alakul ki, ha két

cre

ez is interferencia jelenség. Az allohullam olyan hulldm, melynek mentén a csomdpontok
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IRODALMI ATTEKINTES

¢s duzzadd helyek térbeli elhelyezkedése nem valtozik. Az allohullam altalaban Ggy
keletkezik, hogy egy haladé hullam valamilyen akadalyon visszaverddik és az eredeti,
valamint a visszavert hullam interferal. Ha egy iranyba halad a hullam, halad6 hullamrol
van szO0. A Huygens-elv kimondja, hogy a kdzeg minden egyes pontja az odaérkezd
hullam hatasara pontszeri gombi hullamforrassa valtozik, azaz a hullamfront minden
pontja jabb hullamforras, amelybdl tovabbi hullamok indulnak ki. A hangszorédas ott
jelentkezik, ahol a hullamok rugalmas kozegbe agyazott idegen testhez, akadalyhoz
érnek. Az akadalyhoz viszonyitva nagyon kicsi részecske egyiitt mozog a térrel, illetve
arr6l gomb hullamok terjednek, ami a hullamok energidjanak egy részét elvonja. A
hanghullamok minden anyagban frekvencidjuktol, a hullam tipusatol, a hdmérséklettdl,
illetve az anyag tulajdonsagaitol fiiggd mértékben adszorbealodnak, a rezgési energia
irreverzibilis hové alakulasa kovetkeztében. A hangtérben a hangnyaldbot feloszthatjuk
kozel térre, atmeneti tartomanyra €s tavoltérre.

Fry (1978) szerint kis testeken is erdteljesen jelentkezik az ultrahangszorodas.

Bezzubov et al. (1967) szerint a piezoelektromos sugarzd piezoelektromos
tulajdonsagti elembdl (1), elektrodabdl, vagyis vakuumgozoléssel felvitt fém
fegyverzetekbdl (2), és tartokbol (3), all (1. abra).

1. Abra: Piezoelektromos sugarzé

Miikodésiik a piezoelektromos jelenségen alapul, frekvenciatartomanyuk a geometridjuk
alapjan a teljes ultrahang tartomanyt feloleli. Ha piezoelektromos tulajdonsagi anyagok
feliiletére valtakozo fesziiltséget vezetlink, akkor mechanikai rezgésbe jonnek, amit
negativ piezoelektromos hatasnak neveziink. Forditott esetben pozitiv piezoelektromos
hatasrol van sz, ha a piezoelektromos tulajdonsagu anyag a feliiletére adott mechanikai
erére elektromos fesziiltség ébredéssel reagal (2. abra). A jelenség fizikai magyarazata,
hogy példaul a kvarc Si- és O-atomjai egy szabalyos hatszog csticsaiban helyezkednek el.
Ha a rendszert gy nyomjuk &ssze, hogy két szemkdzti sarkon elhelyezkedd Si- és O-
atom kozelebb keriil egymashoz, az elobbi helyen az O-atomok negativ toltése, az utobbi

helyen a Si-atomok pozitiv toltése jelentkezik.
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IRODALMI ATTEKINTES

2. Abra: A piezoelektromos kristalyracs (a) és a pozitiv (b), valamint a negativ (c)

piezoelektromos hatas sémaja.

A mesterséges piezoelektrikumok piezoelektromos tulajdonsaga akar tobb, mint 50-szer
nagyobb, mint a természetes kvarcé, de a hoémérséklet novekedésével a piezoelektromos
tulajdonsaguk csokken, majd a Curie-ponton depolarizalodnak. A mesterséges
piezoelektrikumokbdl barmilyen geometriaju sugarzo kialakithato.

Tarndczy (1962) leirasa alapjan, a piezoelektromos lap kétoldali sugarzassal az
energiat megfelezi, tehat a hasznos iranyba is és hatrafelé is azonos mértékben sugaroz.
Ha azonban a piezoelektromos lap két oldalan nem azonos kozeg helyezkedik el, a
sugarzas abban az iranyban lesz erdsebb, amelyik iranyban a kozeg akusztikai
keménysége kozelebb all a piezoelektromos lap anyagahoz. Ha a sugérz6 egyik oldalan
levegd, a masikon viz van, akkor mivel a levegd akusztikai keménysége tSbb
nagysagrenddel eltér a piezoelektrikumétdl, az energia csaknem 100%-ban a folyadék
felé hagyja el a rezgd piezoelektrikum lapot, mivel a viz akusztikai keménysége kozelebb
esik a piezoelektrikuméhoz. A sugarzé fejben a J. Gruetzmacher-féle 1égparna
alkalmazasanak ez a célja. A homlokfal vastagsaga a minimalis veszteségek miatt n*\ /2
kell, hogy legyen.

Az ultrahangok alkalmazasanak két csoportjat kiilonboztethetjiik meg, az aktiv
¢€s a passziv felhasznalast. Passziv felhasznalas alatt informacidszerzési vagy informacio
atadasi tevékenységet értiink, melyek példaul a viz alatti jeladas, vagy szonar technika,
szilard anyag bels6 hibdinak kimutatasa, ultrahangos test atvilagitas és diagnosztika. Az
aktiv felhasznalas alatt az anyagra gyakorolt hatast értjiik, melyek példaul a sterilizalas,
emulgealds, homogenizalas, koaguldlds, katalizalas, polimerizalas, fémtisztitas és
novekedésserkentés. A passziv méréstechnikaban  1W/m>-10000W/m”>  energia
hasznalatos. Az aktiv ultrahangtechnikdban 10000W/m” (1W/cm?) feletti intenzitasokkal
dolgoznak.

A rezgés-atalakitokat zart fejbe épitjiik, érintésbiztonsagi és mechanikai okbol.

-12 -



IRODALMI ATTEKINTES

A kozvetlen besugarzasnak két utja van. Vagy a besugarozando6 teret helyezziik el a
rezgés-atalakité felett, vagy a rezgés-atalakitot vissziik be a kezeld térbe.

Szakaszos tOlto-iiritd ilizemben az optimalis besugarzasi id6 elteltével az
anyagot leeresztjiik, és jat toltiink be. A folyamatos tizemben minden kozegrészecske
elvileg azonos ideig tartézkodik a térben, mikdzben ki van téve az ultrahang hatasanak.
Az optimalis besugarzasi id0 beallitdsa az dramlas sebességének szabalyozasaval oldhatd
meg.

Ha nagyobb energiakra lehet sziikség, az energia megfeleld koncentralasarol kell
gondoskodni, parabolatiikdr, homoru sugarzo feliiletek, vagy mechanikai erdsitd oszlop

segitségével.
2.2. AZ ULTRAHANG ALTALANOS ELELMISZERFIZIKAI ES BIOLOGIAI HATASAI

Moser és Palmai (1992) szerint az aktiv ultrahang bioldgiai hatasai lehetnek az
¢életfunkciok serkentése, gatlasa, illetve a sejtek, szovetek irreverzibilis, morfologiai
karositdsa. Az ultrahang biologiai hatasa fligg az ultrahang intenzitasatol, a behatas
id6tartamatol, a frekvenciatol, és a sejtektol, szovetektdl. Az egyes anyagoknak eltéré az
abszorpcios koefficiense és az egyes anyagok energia-abszorpcios képessége nd a
frekvenciaval. Az anyagban az ultrahang energija exponencialisan csokken az uttal.

Fry (1978) szerint az ultrahang hdhatasa konnyen elegend6 a biologiai strukturak
¢és folyamatok megvaltoztatasadhoz. Az intenzitast a hangtér egy adott pontjan az [1].
képlettel fejezte ki:

I=I*e ™ [1],

ahol (I)) W/cm® vagy dB a kiindulasi intenzitas, (I) az aktualis intenzitas W/cm® vagy dB,
(a) az abszorpcios koefficiens Np/cm=8,7dB/cm, (x) pedig az adott irdnyban megtett
tavolsag. A héképzodés egységnyi térfogatra pedig a [2]. képlet alapjan:

qv=2al [2].

Forster és Holste (1937) szerint az ultrahang bioldgiai hatasanak jellege
mechanikus, termikus, biokémiai és elektrokémiai lehet és az egysejtiick, baktériumok,
vorosvértestek, sot egyes neoplazma-féleségek ultrahanggal szétroncsolhatok.
Besugarzaskor a szovetrészek belsé surlédas kovetkeztében melegszenek, az oxidacios
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folyamatok €s az ionok membranon atjutasa gyorsul.

Bezzubov et al. (1967) szerint az ultrahangrezgések roncsold hatasat fel lehet
hasznalni csiratlanitas, pasztorozés, fertdtlenités céljabol, mely hevités nélkiili
élelmiszerkezelési eljarast tehet Iehetové, igy a kezelt anyag ize, illata ¢és
vitaminallomanya jobban megoérizhetd lehet. Az ultrahang bioldgiai hatasait, annak
intenzitasa, frekvencidja, a besugarzas idétartama, a kozeg Osszetétele, kémhatasa, ¢és az
adalékok jelenléte befolyasolja. Fehérjék aminosav molekuldkra bomlanak, az enzimek
fehérjéi pedig oxidalédnak ultrahangsugarzasra, igy azok inaktivalodnak. A zsirok, sot a
viaszok 1is hidrolizalnak és kdnnyen szappanosithatok ultrahang hatasara. Ultrahang
hatasara a sejt tartalmanak bonyolultabb fiziko-kolloidalis elvaltozasai is bekdvetkeznek.

Davis (1949) leirasa alapjan a tej ultrahangos kezelésekor egyidejlileg
lejatszodik a  zsirgdmbocskék egybeolvadasa 75kHz  frekvencian, illetve a
zsirgdmbocskék felaprozodasa, diszperzioja 16 és 35kHz frekvencian. Egyenletes és
tartos emulziok allithatok elé 380kHz frekvencian 8W/cm® intenzitassal, 15-20 perc
besugarzasi idével. Szerinte a tej ultrahangos kezelése jelentésen csokkentheti a tejben
1év6 mikroflorat, ugyanakkor a kezelt tej szine, illata nem valtozik.

Mason et al. (1994) megallapitottadk, hogy az ultrahang ¢élelmiszeripari
alkalmazasi teriiletei tobbek kozott a keverés, vegyités, emulzifikalas, jégkristaly
kialakulas gyorsitas, husok és borok érlelése, tisztitas, homogenizalas lehet.

Mason et al. (1996) szonokémiai tapasztalataikat hasznaltdk a sejtek
¢élettevékenységének befolyasolasara, sterilizaciora, enzimaktivitds befolyasolasra,

extrakciora, kristalyositasra, emulgealasra, sziirésre, szaritasra az ultrahanggal.

2.3. ALKALMAZOTT ULTRAHANG FIZIKAI ES BIOLOGIAI SZAKIRODALMAINAK
ATTEKINTESE

Horbenko (1977) a hangtérben, a kozel tér (near field) tavolsagat a kor alakt
rezgonél a [3]. képlettel fejezi ki:

N = D**f/ 4%¢ = 0,25% (D**f/¢)  [3].

ahol (D) a rezg6 atméré [m], (f) a frekvencia [Hz], (¢) a hullam terjedési sebessége [m/s].

A kozel tér hektikus energia eloszlast zona.

-14 -



IRODALMI ATTEKINTES

Fry (1978) és Nyborg et al. (1974) biofizikai vizsgalataik soran azt tapasztaltak,
hogy ultrahangos besugarzas alatt az intracellularis sejttestecskék egyenletesen porognek
a sejtekkel egyiitt, ami az ultrahangos forgato nyomaték kovetkezménye. Lényeges
akusztikai jelenség a hatarréteg kozeli, vagy mikrodaramlas, mely az a folyadék és a
szuszpendalt objektum kozti hatarrétegben indukalodik, ahol a valtakozo iranyu aramlas
eredményeként, erds turbulenciakként manifesztalodik. A hatarréteg kozeli, vagy
mikroaramlas fontos kapcsolatban van a biologiai hatasokkal, mert magas sebesség
gradiens ¢és nagy nyirofesziiltség jellemzé rd, ami a sejtek, sejtalkotok és a
makromolekulak roncsolodasat okozza.

Williams et al. (1976) szerint a mikrodramlasok olyanok a kdzegben, mint egy
atlosan rezegtetett fémdrot, ami tigy funkcional a hangtérben, mint egy csapodo penge.

Connolly (1969) kisérletei soran megallapitotta, hogy a mikrodramlas az

eritrocitak kozelében hemolizist, illetve hdemelkedést okozott.
2.4. SUGARZASI EROTER KUTATASANAK SZAKIRODALMI HATTERE

Suslick (1988) 0Osszefoglalasa szerint a sugarzasi erd azt jelenti, hogy a
hangtérben minden besugarzott objektumra egy adott nagysagu és iranyu erd hat, melyet
a sugarzo intenzitasa és a tér paraméterei befolyasolnak.

Dvorak (1876), Rayleigh (1902), Eckart (1948) és Post (1953) tanulmanyozta
legkorabban, az ultrahangtérben fellépd sugarzasi erét. A hangtér kolcsonhatasai kis
méretll objektumokkal, a kutatoknak egyediilallo Iehetdséget ad a részecskék
manipuldlasara, irAnyitasara, ami a sugarzasi erd specialis alkalmazasa lehet.

Bjerknes (1906) sugarzasi erdtér segitségével végzett el6szor a hangtérben gémb
alakt buborék iranyitasara, mozgatasara kisérleteket.

Gor’kov (1962) a hullamhosszhoz képest kis méretli objektumokra hatd sugarzasi
erd szamitasakor aramlasdinamikai megkdzelitést is alkalmazott, mig Westervelt (1951)

korabban kiilonboz6 alakli objektumokra probalta meghatarozni azt.

2.5. AZ AKUSZTIKAI KAVITACIO SZAKIRODALMI ATTEKINTESE
2.5.1. A KAVITACIO MEGJELENESI FORMAI

Flynn (1964) bevezette a stabil és tranziens kavitacio kifejezéseket a buborék
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kéttipusu viselkedésére a hangtérben. Szerinte tranziens kavitacié torténik, ha a buborék
Osszeomlasa nagyon gyors, és az Osszeomlas velejaroja, hogy a buborék vagy iireg
megsziinik. Stabil kavitacié akkor torténik, ha a buborék szamos cikluson keresztiil
oszcillal, a térbdl valod tavozas nélkiil és a depresszio alatt mérete csokken, majd az
ellenkez6 fazisban ujra kitagul, mivel g6zt tartalmaz.

Frizzel (1988) definidlta az ultrahangos kavitacidt, mely kimondja, hogy a
kavitacios jelenség olyan folyadékokban alakul ki, amelyek akusztikai zavarnak vannak
kitéve ¢és akkor, ha az akusztikai nyomas a hangciklus ritkulasi fazisanak folyaman a
teljes nyomast nézve lecsokken egy bizonyos kiiszob, vagy hatarérték ala. Ez a hatarérték
az akusztikai nyomas amplitidoban, fliggvénye szamos fizikai paraméternek, amelyek a
kozeg allapotat irjak le. Ezekbe beletartozik a hangintenzités, frekvencia, homérséklet,
nyomas, oldott gdz tipusa, mennyisége, a viszkozitds, a kozeg el6élete, a kavitacios
magok tipusa, mennyisége, oldott ion koncentracio, stb.

Atchley és Crump (1988) is megfogalmazta, hogy a tranziens kavitacié a buborék
néhany hangciklus alatt torténé megndvekedését, majd valtozéan heves Osszeomlasat
foglalja magaban. A stabil kavitacid jelensége alacsonyabb akusztikai nyomas
amplitidok mellett kovetkezik be, és a buborék adott koriilményeknek megfeleld
atfogd novekedési idétartammal.

Kuttruff (1991) a soft és hard kavitacioé bevezetését javasolja a stabil és tranziens
kifejezések helyett. A multban a kavitacios magokbol kiinduldan vizsgaltak a tranziens
kavitacio kialakuldsat. A folyamat, amely soran a nukleusz, vagyis a kavitacios mag
kialakit egy detektalhatd buborékot, tobb 1épésbol all. Eldszor egy stabilizalt mag
besugarzasa kezdddik a hangtérben, ezért a nukleusz oszcillaciora gerjed. Ha az
ultrahangtér atlép egy bizonyos akusztikai nyomas amplitado értéket, akkor a nukleusz
instabil allapotba keriil, és gyorsan, akar egy akusztikai ciklus alatt megndvekedik, vizgdz
toltotte ,,stabil” kavitacios buborékka.

Apfel (1986) és Kuttruff (1991) leirta a buborék tranziens, vagy tehetetlenségi
dsszeomlasanak folyamatat egy szilard objektum, példaul fal mellett. Osszeomlds soran a
buboréknak a szilard fal feldli oldalon, a szabad folyadék feléli oldalhoz képest, a
kozegaramlas Gsszetevoje erdteljesen lecsokken. Ezért a kavitacids iireg falanak mozgasa

a kozéppontjahoz képest aszimmetrikussa valik. Ezaltal a buborék falanak a szilard fallal
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ellentétes oldala nagyobb sebességre szert téve fog a buborék kdzéppontja felé mozogni,
mint a szilard fal feldli buborék oldal. A buborék falanak aszimmetrikus egyre gyorsuld
mozgasa a leggyorsabb részen egy tliszerii folyadéksugar kialakulasat eredményezi, ami
tehetetlensége miatt nagy sebességgel atdofi a buborékot, majd becsapddik a szemben
1év0 szilard falba, erodalva azt. Ez a tranziens, vagy tehetetlenségi kavitacio.

Miller (1987) szerint a sejtek lizisének, széttoredezésének alapvetd kivaltoi a
hatarréteg kozeli aramlas (mikroaramlas), a mozgd buborék koriili nyirofesziiltség,
buborék 6sszeomlaskori folyadéksugar kilovellés, €s a szonokemikalidk kialakulasa.

Miller et al. (1996) szerint a nem termikus ultrahanghatasok legfontosabbika a
kavitacio, ami az ultrahang, a mikro-buborékok és a folyadék kozotti kolcsonhatas.

Schmitt et al. (1930) els6ként allapitottdk meg, hogy az ultrahang pusztitd
hatasaért, a biologiai anyagokban fellép6 akusztikai kavitacio is felel6s.

Verall és Sehgal (1988) szerint a tranziens kavitacio a sejt lizis erdteljes
meginditoja, aminek kapcsan a sejtmembran dsszetorik.

Fry (1978) méréseivel kimutatta, hogy az akusztikai térben oszcillalé buborékok
héforrasként is felfoghatok.

Schnett-Abraham et al. (1992) szerint a tranziens kavitacié 0sszeomlasanal akar
100Mpa nyomads és 5000K hémérséklet feletti értékek is kialakulhatnak, ezek a fizikai
paraméterek pedig potencialisan feleldsek a sejtmembran karosodasaért.

Miller et al. (1996) szerint a tranziens kavitacio relative magasabb ultrahang
intenzitas mellett alakul ki, mint a stabil kavitacid. A kavitacios buborékok sejtkarositd
hatasanak okai a buborékkozeli turbulencidk, a képz6dd szonokémiai anyagok, az UV, és
a konnyli rontgen kibocsatas. Megerdsitették, hogy a sejteken beliil is kialakulhat stabil

kavitacios buborék.
2.5.2. A KAVITACIOS KUSZOB

Fry (1978) és Neppiras (1980) szerint a hangtérben nincs kavitacio addig a
pillanatig, amig az akusztikai nyomas amplitadé feliil nem mul egy bizonyos értéket, amit
kavitacios ,,kiiszob”, vagy ,hatar” értéknek neveziink. A beszamolokban ez a kavitacios
kiiszob érték nagyon valtozatos egy adott kdzeg esetében is, mivel nagyon kiillonbozoek a
kisérleti és a mérési feltételek. A stabil kavitacios buborékok erdsen 6sszenyomhatoak, €s

hatékonyak az akusztikai energia elnyelésében, abszorpcidjaban, eloszlatasaban, ami
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nagyobb mérvii, mint egy ugyanolyan méretii szilard részecskén. E gaztest pulzalasa,
mint masodlagos ultrahangforras altal, a kdzeg erdsebb aramlasra gerjesztddik, mint e
nélkdl.

Crum (1980) és Flynn (1982) a kozeg viszkozitasanak szerepét bizonyitottak a
kavitacio kialakulasaval kapcsolatban. Azt allitjak, hogy a kavitacios kiiszob a vizben és a
vizszerli anyagokban a rektifikalt diffuzid sebességének a fiiggvénye.

ter Haar (1988) szerint is hatara van az akusztikai kavitacionak. A nagyszamu
fizikai befolyasolé paraméter miatt azonban a viznél példaul IMHz frekvencian 1W/cm’—
2,7%10°W/cm® kozotti kavitacios hatar tartomanyt mértek, eltéré koriilmények kozott.
Altaldnosan leirhatd, hogy a kavitacids aktivitis novekszik a novekvd intenzitassal
(novekvo akusztikai nyomas amplitidoval), a kavitacios hatar né a novekvd
frekvenciaval, és a novekedd kornyezeti nyomassal, a minta novekedd viszkozitdsaval,
illetve a kavitacios hatar csokken a minta novekvd gaztartalmaval, illetve a novekvd
homérsékletével.

Deng et al. (1996) a kavitacios kiiszobot mérték emberi vérben in vitro moédon. A
frissen vett teljes vérben, a kavitacios kiiszob akusztikai nyomas amplitudoja 6,3Mpa, az

50%-ban higitott vérben 4,1Mpa volt, illetve a higitassal tovabb csokkent.
2.5.3. A KAVITACIO DETEKTALASA

Neppiras és Parrot (1965), és Neppiras (1969) kimutattak, hogy a stabil kavitacio
altal kibocsatott alharmoénikusok, valamint a tranziens Kkavitacid altal kibocsatott
sziszegések, pattogasok hidrofonos és mikrofonos felvételezése alkalmas a kavitacios
aktivitds mérésére.

Lauterborn (1974), Lauterborn és Bolle (1975), valamint Giilham és Beylich
(1987) nagysebességii filmfelvételt készitett a stabil kavitaciés buborékok oszcillaciojarol
és a tranziens kavitacios iiregek 0sszeomlasarol.

Blake (1948) hidrofonnal detektalta a kavitacios hangot, és azt figyelte meg, hogy
a kavitacios hang megjelenése egybe esik a buborékok hangtérbeli megjelenésével.

Neppiras (1969) 18-46kHz frekvencia tartomanyban mérte a kavitacio zajat.

Veit (1977) és Kuttruff (1991) szerint a kavitacid akusztikailag zajként

jelentkezik, ami mikrofonnal vagy hidrofonnal felvehetd és elemezhetd.
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Esche (1952) megmérte, hogy a kavitacios buborékok altal kibocsatott frekvencia
10>-3,3*10°Hz kozt van.

Rooney (1970) diszné eritrocitdkat hasznalt, hogy a hemoglobin
felszabaduldsanak  detektalasaval  kovetkeztessen a  hatarréteg  kozeli, vagy
mikroaramlasok intenzitasara az ultrahangtérben.

Miller és Williams (1989) szerint a hemolizis, higitott szuszpenziodban a kavitacid
egyik indikatoraként alkalmazhat6. Logikai alapon kijelentik, hogy a sejtek karositasaban
résztvevé buborékok szdma meghatarozhatd, mivel a sejtszam ismert.

Apfel (1981) szerint a kavitacio detektalasa torténhet vizudlis megfigyelés Gitjan és
alharmonikusok detektdlasdval ami a rektifikalt diffizio miatt kialakult stabil kavitacios
buborékok megfigyelésére hasznalhato, illetve audio modszerekkel tranziens kavitacio

zajanak elemzésére, tovabba egyéb fizikokemiai eljarasokkal.

2.5.4. A KAVITACIOS MAG ELMELETEK ES A KAVITACIOS KUSZOB ELMELETI
HATTERE

Fox és Herzfeld (1954) fejlesztette ki a kiilonb6z6 kavitaciés magok elméletét és
foleg a szerves borszerii molekularéteg altal stabilizalt kavitacidos magokat modelleztek.

Sirotyuk (1970) modositotta a szerves bor hipotézist ugy, hogy a mikro-
buborékokat apolaris és polaros részekbdl all6 molekuldk filmszeri rétegének
stabilizacidja 6vja meg a gaz folyadékba torténd diffuzidja ellen.

Strasberg (1959) bevezette a hasadék modellt, amit Apfel (1970) fejlesztett
tovabb a hasadékok méretének bevezetésével, ezt pedig Crum (1979) fejlesztette tovabb a
feliileti fesziiltség altal meghatarozott érintdszogek bevezetése alapjan. Atchley (1984) a
hasadék modellt korszeri formaban ujra fogalmazta, ami a kipos hasadékokban 1évo
kavitacios magok mechanikai stabilitasanak figyelembevételén alapult. Eredményei a
valds mérési eredményekkel jo egyezést mutatnak.

Carstensen et al. (1993) szerint az ultrahangos kezeldedény fala kozremiikodik a
kavitacios mag képzés folyamataban, amely hatassal van a kavitaciora, az pedig a sejtekre
gyakorolt biologiai hatasokra.

Connolly és Fox (1954) a gaztenzio fiiggvényében vizsgaltak a kavitacios kiiszob
alakulasat. Azt talaltdk, hogy a gazzal telitett folyadékban a rektifikalt diffuzié miatt
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sokaig megfigyelhetdek a stabil kavitacios buborékok a hangtérben és nincs tranziens
kavitaciora utald éles hang sem. Gazzal telitetlen, vagy kevés oldott gazt tartalmazé
folyadékokban ropogos, sziszegd, sistergd hangu, tranziens kavitacié van, az erételjes
buborék 6sszeomlasok miatt.

Crum (1979) szerint a kavitacios kiiszob fligg a feliileti fesziiltségtol, amire egy

empirikus modelt irt ami a gyakorlati mérési eredményekkel jol egyezik.

2.6. AZ ULTRAHANG SEJTBIOLOGIAI HATASAI

Thacker (1973) a haploid és diploid pékéleszto (Saccharomyces cerevisiae) sejtek
ultrahang besugarzassal kapcsolatos tulélését vizsgalta. Tapasztalatai alapjan nem
szinkronizalt populdciok vizsgalatat javasolja, a sejtek eltérd kavitacios érzékenysége
miatt. A vizsgalataibol kapott talélési gdrbék nem egy, hanem tobb fazistak voltak.
Emiatt az eredményei eltérést mutattak a szokvanyos exponencialis talélési gorbétdl,
habar a kavitacidos hatdron dolgozo kutatok a pusztulasi dinamikat az egyszerliség
kedvéeért alland6 exponencialis lefutasara veszik.

Thacker (1974) egy évvel késdbb négy genetikai rendszerhez tartozd élesztd
sejteket vizsgalt, az ultrahang mutagén hatasanak tekintetében. Azt tapasztalta, hogy a
mitokondrialis DNS-ben legtobbszér mutacid tortént a kavitacid hatasara. A mutagén
hatas gyakorisaga pedig novekedett a homérséklet emelkedésével.

Hughes (1961) szintén ¢€lesztd sejteket tart fel akusztikai kavitacio segitségével és
arra a megallapitasra jutott, hogy a kavitacio soran keletkezo szabadgyokok kismértékben
hozzajarulnak, viszont a kavitacio mechanikai roncsolé hatdsai domindlnak a sejtek
feltarodasaban.

Hrazdira et al. (1998) is azt allitjak, hogy a sejtszuszpenzidkban, ultrahang
besugarzas miatt keletkez0 szabadgyokok ¢és mas szonokemikalidk a sejtek
életképességének 2-3%-o0s csokkenését okozzak, a tobbi a mechanikai hatasoknak tudhato
be.

Kim et al. (1971) és Schnitzler (1973) kromatidak széttéredezésér6l szamoltak
be, a stabil kavitacido kovetkeztében sejtszuszpenzidkban. A toredezés a mitdzisos
osztddas anafazisban volt a legerdteljesebb. A centromérak erételjes toredezésére hivtak

fel a figyelmet. Azt allitjak, hogy az oszcillalo stabil kavitacios buborékok okozzak a
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kromoszoma aberraciot az ultrahanggal kezelt sejteknél.

Hughes és Nyborg (1962) vizsgaltak az Escherichia coli baktériumok ultrahang
altali pusztulasat, és azt tapasztaltak, hogy stabil kavitacio esetében is megtortént a sejtek
pusztulasa, igy ez alapjan 6k is azt allitjak, hogy a tranziens, 6sszeomlo tipusu kavitacio
nem elengedhetetlen a sejtek széttoredezésehez.

Morton et al. (1982) szerint az ultrahangos besugarzas, a szuszpenzidkban 1évo
sejtek liziséhez, széteséséhez, széttoredezését vezet. Szoros Osszefiiggést mutattak ki a
szuszpendalt sejtek roncsolddasa és az 0sszegzett kibocsatott alharmonikus energia kozt,
amely a stabil kavitacios buborékok jelenlétének kdvetkezménye. Azt is kimutattak, hogy
amikor elkezd6dott az alharmonikus kibocsatas, akkor kezdtek pusztulni a sejtek. A
sejtek €leterejének felbecsiilésére vitalis festést alkalmaztak trypon kékkel.

Kaufman et al. (1977) és Morton et al. (1982) bebizonyitottak, hogy a
szuszpendalt sejtek ultrahangos besugarzasa a sejtek liziséhez, vagyis szétesés¢hez,
feloldodasahoz, illetve a sejtek teljes széttoredezéséhez vezet, aminek {6 kivaltdja a
kavitacio. A lizis kdzvetlen, azonnal jelentkez6 kovetkezménye az ultrahangsugarzasnak,
nem egy késobb expresszalodo hatas.

ter Haar et al. (1980) és Li et al. (1977") szerint, az ultrahangnak alavetett sejtek
esetében, amelyeknél hdémérsékletnovekedés kovetkezik be, és amely sejtek nem
pusztulnak el a mechanikai sériiléseik miatt rgton, szaporodoképesség vesztés 1éphet fel.

Chapman (1974) kimutatta, hogy az ultrahang képes szubletalis valtozasokat
indukalni a plazmamembranban, példaul a kalium anyagforgalom besugarzast kovetd
azonnali csokkenésével.

Harwey et al. (1975) kimutattak, hogy amely sejt kozelében tranziens kavitacios
Osszeomlas tortént, ott a sejtek roncsolodasa kovetkezett be, melynek kapcsan az
endoplazmatikus retikulum kitagult, a mitokondrium kéarosodott és mas szabalytalan
mechanizmusok is felléptek.

Dyson (1985) azt allitja, hogy a sejtmembran K-Na ionokra permeabilitas
valtozast szenved ultrahang besugarzasra és a mitokondrium membran a legérzékenyebb.

Dinno et al. (1989) szerint az ultrahang besugarzas megvaltoztatja a sejtmembran
permeabilitasat, transzport aktivitasat, igy a sejt elektromos paraméterei modosulnak, a
teljes ionvezetés novekszik.

Dinno et al. (1993) szerint az 1 MHz frekvenciaju ultrahang besugarzas hatasara, a
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membran permeabilitds valtozas a kavitdcid mechanikai hatasanak eredménye, mivel a
kavitacioval képz6dd szabadgyokoket, gyokfogd anyagokkal, mint példaul ciszteinnel
megkdtotték a kisérlet folyaman €s a hatas igy is érvényesiilt.

Watmough et al. (1977) bebizonyitottadk, hogy az intracellularis kavitacios
mikrobuborékok a sejtmag, a mitokondrium és a granularis endoplazmatikus retikulum
membranjanak kavitacids magjaibol fognak kinovekedni, és ez a jelenség, azok
roncsolodasahoz vezet.

ter Haar et al. (1979) szerint a sejtmag membranjan ultrahangos besugarzas utan
elektronmikroszkoposan kimutathaté apro, repedés-szerii elvaltozasok keletkeznek, ami
az el6zo elméletet tAmasztja ala.

Rubleson et al. (1975) szerint a mikroorganizmusok ultrahangos szétroncsolasa, a
tej pasztérozésének tekintetében, a konvencionalis, tradicionalis sterilizalasi és
pasztorozési eljarasok kiegészitéseként keriilhet széba. A baktériumok kizardlag
ultrahangos elpusztitasa nehézkes, de az ultrahang fel tudja erdsiteni a konvencionalis
hokezelés hatasat, ami igy felgyorsul, mivel a baktérium plakkok, a besugarzas hatasara
diszpergalodhatnak.

Liebeskind et al. (1979) szerint az ultrahang hatdsa a sugarzast talélo sejtekre
lehet struktura, funkciovaltozas, illetve az 6rokitdanyagra, a DNS-re gyakorolt hatasok.

Miller et al. (1995) ultrahangsugarzas hatasaként DNS fonal toredezésérol,
Macintosh és Davey (1970) kromoszoma széttoredezésrol, Barnett et al. (1988) kromatida
aberraciordl, Kaufman (1985) mutagén hatasrol, Dooley et al. (1984) a sejtek
makromolekula szintézisének megvaltozasarol szamoltak be.

Miller et al. (1996) szerint az ultrahang in vitro hatasa harom alapvetd elembol
tevodik Ossze, melyek a termikus, a kémiai és a mechanikai mechanizmusok.

Hughes és Nyborg (1962) szerint a viz szonolizisénél kialakuld szabadgyokok
(H" + OH) koziil a hidroxid ionok DNS karosité hatdsanak oka a polimereket dsszekotd
hidrogén hidak megtamadasa.

Miller et al. (1991) ¢és Riesz és Kondo (1992) szerint a tranziens kavitacio
folyaman szabad gyokok, valamint egyéb szonokémiai termékek képzOodnek. A
szonokémiai hidrogén-peroxid jol detektalhato, in vitro ultrahang besugarzast kovetden,
amit tranziens kavitacio hoz létre, és ez jarul hozza a sejtek DNS karosodasahoz.

Miller és Thomas (1994) kimutattdk, hogy a hidrogén-peroxid és egyéb
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szonokemikaliak, megfeleld koncentracioban torténd termelddése biokémiai valtozasokat
eredményez az €16 sejtekben, illetve ehhez adddik még hozza a kavitacié altal okozott
direkt mechanikai sejtkarosito hatas is.

Prise et al. (1989) szerint a sejtpusztuldshoz sziikséges hidrogén-peroxid
koncentracio 1mM, amelynek hatasa a DNS karositasan alapszik.

Miller és Thomas (1993) hidrogén-peroxid termelddését ¢és hemolizis
megindulasat irtak le ugyanazzal a kiiszobbel, ahogy a tranziens kavitacié megindult. A
kavitacio kovetkeztében a besugéarzas 1. perceiben, kozel 100%-os sejt lizis kovetkezett
be, viszont a hidrogén-peroxid koncentracié a besugarzas 30. percében mindossze 10uM
volt, ami az el6zdek alapjan szintén a mechanikai roncsol6 hatas dominanciajat huzza ala.

Inoue et al. (1989) szerint amennyiben a sejtben egy gaz mag (kavitacids mag)
talalhato, az ultrahang hatasara akusztikailag aktivalodva kitagul és szétrepesztheti a
sejtet. Ekkor a buboréknak még 6ssze sem kell omlania a sejtek karositasahoz. Ha viszont
egy buborék a sejtben tranziens Osszeomlason megy keresztiil, az mechanikailag ¢és a
képzo6dott szonokemikalidk hatasara biokémiailag is karosithatja a sejtet intracellularisan.

Fu et al. (1980) vizsgaltak a sejtek ultrahangkezelés hatasara kialakulo
telepképzési erélyvaltozasat, amellyel kapcsolatban megallapitottdk, hogy ez a
tulajdonsag mar 1W/cm® intenzitasu ultrahang besugarzas hatasara megvaltozik.

Alliger (1975) kimutatta, hogy rovid id6tartamu in vitro ultrahang besugarzas
hatdsara a citoplazma membran levalhat a sejtfalrol. Mérései szerint eltérd
mikroorganizmus fajok eltérd érzékenységgel rendelkeznek az ultrahangkezelésre,
példaul a kokkusz fajok ellenallobbak, mint a palcika alakuak.

Ordonez et al. (1984) hokezeléssel kombinaltak az ultrahang besugarzast, és azt
allapitottak meg, hogy a baktérium sejtek érzékenyebbek a hékezelésre, ha ultrahangnak
is ki vannak téve.

Hurst et al. (1995) javasoljak a hoékezelés ultrahangkezeléssel valo szimultan
alkalmazas elnevezésének a termoultraszonikacid kifejezést. Megallapitottak, hogy a
termoultraszonikaciéo eredményesebben alkalmazhato a sejtek elpusztitasara, mint a ho

vagy az ultrahang kezelés 6nallo alkalmazasa.
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2.6.1. AZ ULTRAHANG SEJTBIOLOGIAI HATASAINAK FIZIKAI BEFOLYASOLO
TENYEZOI

Brayman et al. (1994) szerint a nagyobb atmér6jii sejtek kavitacidéra vonatkozo
nagyobb érzékenysége annak eredménye, hogy a nagyobb sejtek nagyobb
valoszintiséggel talalkoznak a kavitacids buborékokkal.

Blackshear ¢és Blackshear (1987) a hemolizissel kapcsolatosan kimutattak, hogy a
sejtméret csokkenésével, sokkal nagyobb nyirderé volt sziikséges a sejtmembran
szétszakitasahoz, mely tény is szerepet jatszik az egyes sejttipusok kozotti eltérd
ultrahang érzékenységben.

Veress és Vincze (1977), Loverock és ter Haar (1991) kimutattdk a
sejtkoncentracid fontossagat az in vitro szonolizisre. A szonolizis, amely konnyen és
egyértelmiien detektalhato az alacsony sejtkoncentracioknal, gyakran nehézkesen zajlik a
magasabb sejtkoncentraciok mellett.

Ellwart et al. (1988) novekedd vords vértest szammal relative csokkend mértéki
sejt hemolizist figyeltek meg.

Nyborg et al. (1974) elméletileg és gyakorlatilag is bebizonyitottak, hogy a
kavitacios buborékok hidrodinamikai okokbol vonzzak, rozettaszerlien Osszegyijtik a
szuszpendalt sejteket.

Brayman és Miller (1993) azt tapasztaltak, hogy a buborékaktivitas elfojtodott a
buborékok koriili sejtcsoportosulas, vagyis rozettaképzOdés miatt, igy megszlint a
kavitacio. Ezen til a sejtek élettevékenységiik, respiraciojuk soran felhasznaljak a
potencialis kavitacios magnak minésiild oldott oxigént, igy ndvekedik a kavitacios
kiiszob. A respiracio gatlasaval az ultrahang kavitacios aktivitasa nem csokkent.

Carstensen et al. (1993) azt tapasztaltak, hogy a sejtroncsolas mértéke erbteljesen
csokkent a kozeg viszkozitdsanak novekedésével. A viszkozitas hatassal van a kavitacio
nyiréerejére, buborékvandorlasi aktivitasra és a tranziens kavitacid dinamikajara is.
Szarvasmarha eritrocitdk hemolizise forditott aranyban fliggbtt Ossze a sejt
koncentracioval. Amig 0,5% koncentracional erés hemolizis mutatkozott, addig 5%
koncentracional egyaltalan nem volt szonolizis.

Kondo et al. (1988) kimutattdk, hogy a kozegben oldott gazok tipusa és

mennyisége befolyasolja a kavitacio sejtkarositd hatasanak mértékét.
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Li et al. (1977°) és Raso et al. (1994) szerint a besugarzasi hémérséklet
befolyasolja a sejtek ultrahang érzékenységét. A termoultraszonikacid szignifikansan
kisebb ,,D” értékeket ad, mint az 6nallé ho-, vagy ultrahangkezelés.

Petin et al. (1999) az ultrahangnak hipertermiaval kombinalt hatasat
tanulmanyoztdk  Saccharomyces cerevisiae diploid sejtjeinek  inaktivalasaval
kapcsolatban, amelyre matematikai modellt is alkottak. Meghataroztak azt a homérsékleti
tartomanyt, ahol az élesztdre a két kezel€s szinergista sejtroncsolo hatasa érvényesiil.

Lillard (1993) kimutatta, hogy az ultrahang sejtroncsolasi hatékonysaga né a
klorid vegyiiletekkel valo szimultan sugarzasalkalmazassal.

Lee et al. (1989) azt tapasztaltdk, hogy azonos mikroorganizmusok ultrahang
rezisztenciaja kiilonb6z6 élelmiszerekben eltérd. Az élelmiszerek magas zsirtartalma
csokkenti az ultrahang citolitikus hatasat. A kozeg lényeges fizikai paraméterei az
ultrahang abszorpcids, reflexids, diszperzids képesség.

Ahmed és Russel (1975) azt tapasztaltak, hogy a Gram (+) sejtek ellenallobbak az
ultrahangra, mint a Gram (-) sejtek. Azért lehet ez igy, mert a Gram (+) sejtek sejtfala
vastagabb, mint a Gram (-) sejteké, mivel vastag peptidoglikan rétegeket tartalmaz.

Feindt (1951) megfigyelései szerint a fiatalabb sejtek érzékenyebbek az ultrahang
hatasara, mint az idésebbek, ami a protoplazma korfiiggd mindség kiilonbségébdl adodik.

Sanz et al. (1985) kimutattak, hogy a spoéraformak sokkal rezisztensebbek az
ultrahangkezelésre, mint a vegetativ baktériumok.

Petin et al. (1980) tapasztalatai szerint, szimultan ultrahang - ionizald sugarzas
kezelések szinergista hatdsa érvényesiil a stacioner fazisu Saccharomyces cerevisiae
¢lesztore.

Ciccolini et al. (1997) alacsony frekvenciaju termoultraszonikacio hatasat
tanulmanyoztdk Saccharomyces cerevisiae élesztdgombara, és megallapitottak, hogy

magasabb homérsékleten csokken a sejtek ultrahang rezisztenciaja.
2.7. AZ ALLOHULLAM ES BIOLOGIAI HATASAI

Church et al. (1982) és ter Haar (1988) megfogalmaztak, hogy akusztikai
allohullamtérben a folyadéknal kisebb siiriségli anyag, igy a bioldgiailag aktiv buborékok
a sebességi vagy mas néven kimozdulasi csomodsikokba, mig a nagyobb silirtiségli anyag,

vagyis a sejtek a nyomasi csomosikokba vandorolnak és ott csapdazodnak.
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Bondy és Sollner (1935) és Tarnoczy (1963) korai munkajukban, az allohullamu
interferenciatérben 0sszecsapodott anyagokra megallapitottak, hogy ha a diszpergalt fazis
fajsulya kisebb a diszpergalo fazisénal, akkor az a kimozdulasi csomodsikba koagulal, és a
felhajtéeré egy bizonyos értéke felett a felszinre vandorol, illetve forditott esetben az
aljzatra szedimentalodik.

Church és Miller (1983) szerint, mivel az alléhullam eredményeként a sejtek és a
buborékok egymastol elkiiloniilten rétegzédnek a térben, ezért koztiik nincs interakcio.
Az ultrahangos sugarzofejjel szemben elhelyezett adszorber, mint a nagy stirliségii
szuszpenzid kizarja az allohullam kialakuldsi lehetdségét. Az ultrahang sugarzofejjel
szembeni levegdréteg kozel tokéletes reflexidja miatt viszont majdnem tokéletesen
mozdulatlan allohullambeli sejt és buborék savok alakulhatnak ki.

Handl et al. (1998) gyakorlati szinten bebizonyitottdk, hogy az ultrahangos
szeparacional a szuszpendalt szemcséken akusztikai erd ébred, amely erd az elsddleges,
masodlagos akusztikai eréb6l és a Bernoulli er6bol all és alkalmas a szemcsék
diszpergal6 kdzegbdl torténd kivalasztasara.

Bleaney et al. (1972) és Maeda és Murao (1977) kimutattak, hogy ha az
allohullamtérben a mintatartd forgatasaval mozgattak a sejtszuszpenzidt, akkor a
gyengébben csapdazott sejtek a buborékok iranydba az akusztikai er6térben
elmozdulhattak, igy buborék — sejt interakcid és nagymértékii sejtroncsold hatas
torténhetett.

Radel et al. (1999%) pékélesztd sejteket allohullamok &ltal térbeli rendszerbe
hoztak gélbe zaras céljara. Felhasznaloi szinten bizonyitottak, hogy alacsony intenzitasu
ultrahang allohullamtérben sajatsagosan rendszerezhetjiik a sejteket.

Groschl et al. (1999) szerint a kis méreti szuszpendalt részecskék manipulalasara,
iranyitasara alkalmas rezonatorok legkevesebb négy 0Osszetevobdl kell, hogy alljanak.
Ezek a piezoelektromos sugarzofej, a hordozd edény (iivegedény), a folyadék, mint
hangtér (szuszpenzid) és az akusztikai reflektor.

Radel et al. (1999°) vizsgaltak a Saccharomyces cerevisiae élesztégomba
vitalitasat, a kezelési id6 fliggvényében allé és haladé hullamtérben 2MHz frekvencian. A
sejtek nagyaranyu életképesség valtozasa akkor kovetkezett be, ha a sejtek kimozdultak a
nyomasi csomosikokbol, vagy ha haladé hullamtérbe keriiltek. Az allohullamtérben nem

tortént jelentOs életképesség valtozas.
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Brayman és Miller (1992) is azt tapasztaltadk, hogy az alldhullamtérben
kismértékii, de szignifikans sejtpusztulas torténik.

Walsh et al. (1999) a sorélesztd ultrahangos immobilizacidjanal azt tapasztaltak,
hogy az él6 sejtszam csokkenés, valamint a sejt osztédasi képességének a csokkenése
(elvesztése) a 6 hatasai a terjedd (haladd) ultrahang hullimoknak az élesztd sejtek
eredményeik metilénkék vitdlis festésen ¢és inkubacidos kitenyésztés utani
telepszamlalason alapultak.

Benes et al. (1998) beszamoltak arrdl, hogy az eurdpai uniobban TMR halozat
keretében, tobb kutatointézet és egyetem Osszefogasaval EuroUltraSonoSep néven kozos
programot hivtak életre. A program altalanos célja a biotechnoldgiai diszperzio
holt, illetve eltérd faju sejtek szétvalasztasanak megoldasa is cél.

Doida et al. (1992) azt tapasztaltdk, hogy instabil allohulldmbeli sejtsavok
esetében, vagy ahol a haladd hullim dominalt, ott erdsebb sejtpusztulas volt
tapasztalhato, mig erés allohullambeli sejtsavok esetében pedig elenyészd volt a sejtek
pusztulasa.

Carstensen et al. (1993) szerint, egy adott ultrahang intenzitasszint felett, a
sugarzasi er6k visszahatnak a buborékokra, ami miatt azok gyorsan kilokddnek a

kozegbdl, igy csokken a sejtekkel valo talalkozasukra rendelkezésre allo ido.
2.8. AKUSZTIKAI ARAMLAS

Eckart (1948) irta le el6szor a kvarcszelet, ultrahangtérbeli globalis akusztikai
aramlasként, a sugarzotol a kozeg felé. Oka a folyadék nemlinearis viselkedése, vagyis
az, hogy a folyadék jobban tagul, mint amennyire Osszenyomhatd. Az akusztikai
aramlasban a folyadékban 1év6 szuszpendalt részecskék a folyadékkal egyiitt mozognak,
mikdzben egymashoz strlodnak.

Saad ¢és Williams (1985) kimutattak, hogy ultrahang altal kivaltott kavitacio
miatt, folyadékban intenziv akusztikai aramlasok, turbulenciak alakulnak ki.

Wathmough et al. (1990) szerint, akusztikai aramlas miatt belsé keveredés
torténik az ultrahangtérben, amely az ultrahangsugar irdnyultsagatol fiigg.

Mitome (1998) az akusztikai aramlas kialakulasaval foglalkozott. Az akusztikai
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aramlas egy allando folyadékmozgas, amit az intenziv ultrahang okoz. Az akusztikai
sugarzasi nyomas miatt alakul ki, mivel a térben nem egységes az energia disszipacid. Az
aramlast két nemlinedris jelenség alakitja ki, az egyik a folyadék dinamikajanak
nemlinearis viselkedése, ami a tehetetlenségi eré dominancidjat jelenti a viszkozitasi
erdvel szemben, a masik a nemlinearis akusztikai hatds, ami az akusztikai aramlas

hajtoerejének alapja.
2.8.1. AKUSZTIKAI ENERGIA HANGTERBELI ELVALTOZASAI

Fry (1978) kifejtette, hogy az ultrahangtérben, a kavitaciés buborékok, kis
stiriségiik és erdteljes Osszenyomhatosaguk miatt hatékonyak az akusztikai energia
eloszlatasaban. A hangszorddas akkor jon létre, ha a hang athalad egy olyan kdzegen,
amely tartalmaz olyan testet, melynek az akusztikai tulajdonsagai eltérnek a kdzegétol, és
amely rendszer ezért inhomogén, anizotrop. Az abszorpcié €s a hangszoras mértéke a
gazbuborék esetében nagyobb mérvii, mint ugyanilyen méretii folyékony, vagy szilard
részecske esetében. Buborékok jelenlétében a kozeg intenziv akusztikai aramlasba jon.

Hill et al. (1978) ramutattak, hogy az ultrahangnak két {6 veszteségforrasa van a
kozegben. Az egyik az abszorpcios folyamat, melyben az akusztikai energia hové, vagy
mas tipusu energiava alakul, amely a kdlcsonhatas helyén mutatkozik meg. A masik a
szorodasi folyamat, amiben a hangenergia 0jbol kisugarzodik a kolcsonhatas helyszinérol,
némileg megvaltozva ott, a beesé hanghullamhoz képest. Ez a szort hullam bees6hoz
képest amplitudobeli, iranyitottsagbeli, fazisbeli, sebességbeli, illetve frekvenciaban
torténd megvaltozasat jelenti.

Rayleigh (1892) szerint az Osszetett szoras a legegyszeriibb modell inhomogén
kozegekre, amely egymastol kiilonallo térbeli elrendezésli, azonos fizikai tulajdonsagi
szor6 centrumok hangfizikai hatasat kezeli homogén matrixban.

Foldy (1945) az Osszetett szorasra modellt fejlesztett a Boltzmann integral
egyenlet mintdjara, ami a transzport folyamatok szamitasba vételén alapszik.

Rudenko ¢és Soluyan (1977) a nemlinearis ultrahanghatasokkal foglalkoztak, a
hangterjedés fliggvényében. A hullam terjedésének elméleti analizisét Airy (1845)
fejlesztette ki, amit Fay (1931) magasabb amplitido6ja ultrahangra is leirt.

Rooney (1988) leirta, hogy az ultrahang fizikai kémiai és bioldgiai hatisainak

elméleti megértéséhez a kifejezéseket a kimozdulasi amplitidéra nem linearis, hanem
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magasabb foku egyenletekkel kell felirni. A legfontosabb nemlinearis akusztikai
jelenségek, az akusztikai dramlas, a sugarzasi erd €s a buborék nemlinearis dinamikéaja.
Muir és Carstensen (1980) bebizonyitottak, hogy a nemlinearis ultrahangterjedés
befolyasolja a bioldgiai anyagok abszorpcidjat a hullam tulajdonsagainak valtozasa miatt.
Carstensen et al. (1981) a nemlinearis hatast, az effektiv abszorpcios koefficiens
tikkrében vizsgaltak, abban a tekintetben, hogy hol van az egyes bioldgiai anyagok
karosodasanak kiiszob értéke.
Langenberg (1985) kimondta, hogy ha a beesé hullam longitudinalis, akkor az
objektumon hullamatalakulas torténik, a szort hullam iranyeloszlasa pedig az objektum
Kuttruff (1991) leirta, hogy ha a hang terjedési iranyaba esd akadaly a
hullamhosszhoz képest kicsi, akkor a hang erételjesen eltéritédik a kis objektum altal. Ez
a hangelhajlas, vagy hangszorodas. A szoérédasnal a tér hangnyomasa a masodlagos szort
hullam hangnyomdasabol és az eredeti hullam maradvany hangnyomasanak az 6sszegébol
all. Az abszorpcié miatt az ultrahang intenzitasa a tavolsaggal exponencialisan csokken,
P, = Po*e™ Osszefliggés szerint, ahol a, az abszorpcids koefficiens (dB/m), Py a kiindulo
intenzitas (dB), x a megtett Gt (m). Az abszorpcié mindig jellemez egy adott kdzeget,
kornyezetet, struktirat, ami meghatarozza a terjedés paramétereit. Az o nagysaga fiigg a
hullam tipusatdl, a hangtér anyagi mindségétdl, a frekvenciatol. Az abszorpcids
koefficiens folyadékok esetén a viszkozus (o) €s a ho (oy) abszorpciobol tevodik 6ssze (o
= o, + oy (dB/m)).

2.8.2. AKUSZTIKAI ENERGIA ELVALTOZASANAK VIZSGALATA BIOLOGIAI
ANYAGOKBAN

Dunn et al. (1969) kiilonb6z6 aminosav koncentraciok mellett mérték a hang
sebességét a hangtérben és ebbdl szamitottak ki az abszorpcids koefficienst.

Carstensen €s Schwann (1959) oxo-, és methemoglobin, Kessler és Dunn (1969)
pedig szérum albumin 0-15g/100ml tartomanyban, Lang és Cerf (1969) 0,3-0,6g/100ml

crcr

crcr

Hawley et al. (1965) szerint érdekes hogy a poliszacharid oldatok abszorpcios

koefficiense 2,2-11,4g/100ml-es koncentraciotartomanyban a hemoglobinéhoz nagyon
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hasonlo.

Allegra és Hawley (1972) vizsgalta a hang csillapitasainak mértékét emulzidkban
és szuszpenziokban, elméleti és gyakorlati modszerekkel. A csillapitds okaként a
viszkozus ¢és a ho transzport folyamatokat jeldlték meg, amelyek a matrix
inhomogenitasain jonnek létre, illetve az anyag belsd abszorpcidjabol szarmaznak. Az
Epstein-Carhart megkozelitést az emulzidkon kiviil a szuszpenziodkra is kiterjesztették.

Hibberd et al. (1999) a kolloid diszperziok ultrahangos jellemzését végezték
polisztirén modellanyaggal, és vizsgaltak az allohullam hatasara kialakult adszorber
rétegek jelenlétének és a flokkulacionak a hatasat. Allegra és Hawley féle ultrahang
szoroédas szamitast hasznaltak minden kolloid diszperzio jellemzésének elméleteként.
Ultrahang spektroszkopiat végeztek folyamatos frekvencia spektrométerrel a hang
sebességének és a csillapitas mérésére. Eredményeik szerint a csillapitds nétt az adszorber
rétegek hangtérbeli megjelenésével a modellhez képest, mivel a modell homogén szemcse
eloszlast feltételez.

Wedlock et al. (1993) automatikus ultrahang sebesség szkennelésr6l szamolnak
be koncentralt diszperziokban. A mérésekkel megallapitottak, hogy az ultrahang sebesség
profilja a szuszpenziok térbeli koncentracio profiljanak fliggvénye.

Sayan és Ulrich (2002) vizsgaltak a szuszpendalt szemcsék méretének és a
sebességére. Az anyagban a hang sebessége erdteljesen, egyenes aranyban fiiggott a
szemcse mérettdl és a koncentraciotol. A vizsgalatokat sok, NaCl,, KNOs, K,SOy, és
MgSO,*7H,O  250-500um-es  szemcsenagysagu — szuszpenzidiban,  0-60m/m%
koncentracid tartomanyban végezték.

Babick et al. (2000) az ultrahang csillapitdsanak anyagtulajdonsagoktol valo
fliggését vizsgaltak, az ultrahang spektroszkopia segitségével, amivel emulziokat, és
tartomanyaban, on-line modon. Megallapitasaik szerint a hulldmhossznal kisebb
szemcséknél, a disszipacios eloszlatasi folyamatok keriilnek el6térbe.

Ahuja és Hendee (1978) szuszpenzidkban, a részecskék alakjanak és egyéb
tulajdonsagainak a hatasat vizsgaltdk a hang terjedésére. Megallapitottak, hogy a
részecskék alakja erdsen, a szuszpendald szerhez viszonyitott siiriségiik pedig
szignifikansan befolyasolja a hang szuszpenziokban bekovetkezd szorodasat.
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2.9. AZ AKTiV ULTRAHANG BIOLOGIAI FELHASZNALASI LEHETOSEGEI

Riera-Franco de Sarabia et al. (2000) nagyenergiaju ultrahangot alkalmaztak a
szilard részecskék folyadékokbol torténd eltavolitasara. Az ultrahang ipari
alkalmazhatosaganak leglijabb zaszloshajojaként ezt az alkalmazasi modot tekintik a
konvencionalis szeparacio erdsitésére a leghatékonyabb megoldasnak.

Tolt és Feke (1993) diszperz fazist valasztottak el folyadéktol akusztikailag
besugarzott kamraban. A szeparicié egy csoben zajlott 0,35-1,41MHz frekvencia
tartomanyban és 25W teljesitmény mellett, a c¢s6 egyik aluminium végéhez 6lom cirkonat
piezokeramia csatlakozott, hasonléan az altalunk tervezett berendezéshez. Ez az
akusztikai eréteret kihasznalé moddszer, a finom masodlagos fazist a kamran atfolyd
fazisbol folyamatosan el tudta valasztani. Az akusztikai sugarzasi eré a masodlagos fazist
az alléhullam nyomasi csomosikjaiba terelte és az aramlo szuszpendald szerhez képest,
megtartotta ott azt.

Hua és Thompson (2000) Escherichia coli baktériumok inaktivalasat végezték
ultrahang besugarzas altal, amellyel kapcsolatban az oldott gaztartalom és a frekvencia
befolyasol6 hatasat vizsgaltadk. Ar, O,, valamint Ar + O, gdz esetén az oldott gaz
mindségének nem volt jelentés befolyasold hatisa a pusztulasra, illetve a 4,6-74W/cm®
kozotti intenzitas tartomanyban nem volt jelentos kiilonbség a pusztulds mértéke kozt.
Azonban alacsonyabb frekvencidkon nagyobb iitemi{i pusztulast tapasztaltak, mint
ellenkezodleg.

Raso et al. (1998) a hémérséklet és a nyomas hatasat vizsgaltdk az ultrahang
letalitasara Yersinia enterocolitica baktériumnal. Azt talaltdk, hogy az ultrahang
egyértelmlien befolyasolja a baktérium hdérezisztencidjat, valamint a kombinalt ho-
nyomas-ultrahang kezelés esetében az ultrahang amplitidojanak novelésére, a tizedelési
iddintervallum 4 percrdl 0,37 percre csokkent.

Mandralis és Feke (1993), Gupta et al. (1995) és Johnson és Feke (1995)
szuszpenziokbol, szilard részecske keveréket, valasztottak szét egymastol folyamatos
frakcionalassal, a szemcsék kompresszibilitasa alapjan ultrahangos alléhulldmu térben. A
szétvalasztas szeparator csatorndban zajlott, ahol az alléhullamti akusztikai tér és a
laminaris anyagaramlas egymasra merdlegesek voltak. A moddszer eredményeként a
szemcsék roppalyajuk alapjan szelektiven szétvaltak.

Groschl (1998) szintén szuszpenziobol valasztott le részecskéket, az el6zo
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vizsgalathoz képest azzal a kiilonbséggel, hogy kettés kamras levalasztast alkalmazott,
ahol a sugarzdoldali kamraban hiités valdsult meg, amely eredményeként a bioldgiai
anyagok hosszabb kezelésre sem karosodtak, a kerdmian ébredd ho altal.

Kozuka et al. (1998) ultrahangos allohullamtér iranyitasat végezték a
szuszpendalt részecskék kétdimenzids manipulalasaért a kontaktusmentesség biztositasa
csomosikokban, fél hullamhossz tavolsagokban. Ez a részecskemanipulacios technika,
illetve maga a részecskemanipulacio ultrahangos lehetdsége, jo alapja munkanknak.

Coakley (1997) analitikai biotechnologiaban alkalmazott ultrahangos szeparaciot,
melynek Iényege, hogy a sejtek kavitacid nélkiili alléhullam térben egymastol
milliméternél kisebb tavolsagokban, savokban koncentralodtak mely eredményeként
innen tortént a levalasztasuk.

crcr

crcr

ezzel bizonyitva az ultrahangos allohullam biotechnologiaban valo alkalmazhatosagat.

Coakley et al. (2000) analitikus méretli ultrahangos all6hullamteret alkalmaztak
mikrorészecskék manipulalasara. Eukaridta sejteket manipulaltak dramlo és allo kozegi
rendszerben 5ml-50l-ig, sik és csoves sugarzé elemmel, 1-12MHz frekvencian, ezzel
kapcsolatban vizsgaltak a koncentracié hatasat a sejtek kozotti kdlesonhatasokra.

Hawkes et al. (1998) alléhullamu ultrahangtérben manipulaltak Saccharomyces
cerevisiae élesztogomba sejteket 1 és 3MHz frekvencian, 1 és 1,8 g mikrogravitacios
térben. A részecskék (sejtek) egymastol fél hullamhossz tavolsagokban savokat képeztek
a nyomasi csomosikokban, illetve a sugarzasi iranyban a savok csdszerii képletet alkottak.
1 g-nél nagyon stabilak maradtak az éleszt6 savok, de 1,8 g-re torténd atallaskor a savok
egy része feltort.

Gould et al. (1992) vizsgaltak az ultrahangos allohullami térben, 9um atlagos
atmér6ji szemcsék koncentralodasanak fels6 hangnyomas hatarat, 1,02-3,14MHz
frekvencidkon, vizes szuszpenziokban. A savos oszlopok stabilitasat, és a kavitacio
megjelenését monitoroztak, az altalanos kavitacidos hang megjelenésének vizsgalataval,
mely modszerek alapjat, az akusztikai jelenségek detektalasahoz mi is felhasznaltuk.
Alacsony akusztikai nyomas amplitidoknal a szemcsék természetesen fél hullamhossz

tavolsagokban az akusztikai nyomasi csomdsikokban, savosan koncentralodtak, a savok
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altal a sugarzéds iranyaban oszlopot kialakitva. A tiszta vizben 1,02MHz frekvencian
1100kPa volt a kavitacids hatar, a szuszpendalt szemcsék 1900kPa-nal stabilizalodtak
savokban a kavitacio nélkiili allohullam térben, azonban 3,14Mhz frekvencian nem indult
be kavitacio, csak az erételjes akusztikai aramlas.

Hawkes et al. (1997) ultrahangos allohullam segitségével Escherichia coli
baktérium és Saccharomyces cerevisiae €lesztd szuszpenzidobdl torténd sejtlevalasztas
hatékonysagat vizsgaltak, 1 és 3MHz frekvencidn. Az élesztét 7%10" ml™ sejtkoncentracio
mellett 5ml*min-1 térfogatirammal 98% hatékonysaggal, mig a baktérium esetében 10"
ml™" sejtkoncentracié esetén 80% hatékonysaggal, még alacsonyabb sejtkoncentracio
mellett még kisebb hatékonysaggal lehetett levalasztani a szuszpenzidbol. Azonban
mindkét mikroorganizmust tartalmazo szuszpenzid esetében a baktériumot 10° ml”
sejtkoncentracid esetén is 80% hatékonysaggal lehetett szeparalni.

Limaye ¢és Coakley (1998) 2,5ml szuszpenziobol 1MHz frekvencian szeparalta a
fenti mikroorganizmusokat. A sugarzéval szembeni reflektor miatt oszlopszeriien
koncentralodott sejtsavok szedimentacidé miatt a rezonator aljba kiiilepedtek. A
3*10°db/ml kiinduld sejtszamu élesztd 99,5% mértékben 4,5 perc alatt, az 1,3*10"'db/ml
kiindul6 sejtszami baktérium pedig szintén ilyen mértékben 11,5 perc alatt tilepedett ki.

Whithworth és Coakley (1992) korabban részecskeoszlop képzodését
tanulmanyoztak ultrahang allohullamtérben. A szuszpendalt részecskék savjai a sugarzasi
tengely mentén oszlopot képeztek, az egyes savokban pedig a részecskék a fal felé
mozogtak, mikozben iilepedtek. A mozgas sebessége fiiggvénye volt a részecskék
kozeghez képesti kompresszibilitasanak.

Miller et al. (1999) az ultrahang besugarzas hatasat, in vitro €s in vivo modon,
plazmid segitségével torténd génatvitel expresszios hatékonysagan keresztiil vizsgaltak.
Megallapitasaik szerint, ami luciferaz indikator gén bevitelén alapult, kijelentették, hogy
az ultrahang 4altal tamogatott génatvitel megndveli a gének kifejezddésének
hatékonysagat, mind in vitro mind in vivo modon, a hagyomanyos eljarasokhoz képest.

Tiehm et al. (2001) ultrahangos iszapstabilizalas mértékének vizsgalataval
foglalkoztak, az intenzitas, frekvencia és a kezelési id6 fiiggvényében. Alacsony
frekvencian, ahol nagyobb kavitaciés buborékok alakulnak ki, jobb iszapeloszlatés, és
konnyebb mikroorganizmus inaktivalas volt jellemz6. Rovid besugarzasra pelyhesedés,

hosszabbra a mikroorganizmusok pusztulasa jott 1étre.
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Mikio et al. (1994) az ultrahang hatasat vizsgaltak fermentalt tej eldallitasara
Lactobacillus delbriickii segitségével. A besugarzas hatasara csokkent a vitalis sejtszam
¢és nott a laktoz felszabadulais, de késobb a sejtek szaporodasa és termelésiik meghaladta a

Tarleton (1992) okonomiailag is vizsgalta az ultrahang segitségével torténd
szilard-folyadék szétvalasztast, és azt allapitotta meg, hogy egységnyi termékre ezzel a
modszerrel volt a legkevesebb az energia felhasznalas.

Watmough et al. (1990) felvették az akusztikai alléhullam, illetve az ultrahangtér
energia eloszlasat IMHz frekvencian (3. abra). Az abran megfigyelhetéek a nyomasi és

sebességi csomosikok, illetve az allohullamtér eltérd energiaju zonai is.

Minimum Maximum
energia zona energia zona

.,s A “hlhl‘.lii‘lll 1
Vil Hlm

Sugarzés

i 11101, i ,
1 2 3 4 5 6 ki 8 9 10 1 2 13 1 15
Axial Distance <cm

3. Abra: Allohullamtér energia eloszlasa

Smedsgaard (1997) HPLC vizsgalat eldtti minta elokészités céljabol alkalmazta
az ultrahangot, kiilonbdz6 gombak anyagcseretermékeinek extrahalasara.

Villamiel és Jong (2000) vizsgaltak Pseudomonas fluorescens és Streptococcus
thermophilus, illetve 0sszes jelenlévé baktérium tejben torténd inaktivalasanak
lehetoségét aramld kozegli  (folyadékaramoltatasos) ultrahangrendszerben, az
eredményeket konvencionalis hékezelés eredményeivel vetették Ossze. A Gram (-)
Pseudomonas fluorescens, alacsonyabb rezisztenciaval rendelkezik, mint a Gram (+)
Streptococcus thermophilus. Igy e munka kapcsolodik Ahmed és Russel (1975)
megallapitasahoz is. Az ultrahangos folyamatos tejbesugarzas akar onalloan, akar a
konvencionalis hdokezelési technoldgiakkal kombinalva sokat igéré megoldasok, mivel
szimultan a tej homogenizalasa is megtorténik, alacsonyabb 0sszes energiaraforditassal.

McClements (1995) ultrahangot alkalmazott az élelmiszerek analizisére és
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modositasara. Az alacsony intenzitasu, nem destruktiv ultrahang informaciot nyujt az
anyag fizikai és kémiai tulajdonsagairol, igy Osszetételérol, struktirajarol, allapotardl. A
magas intenzitasu ultrahang alkalmas az élelmiszerek fizikai, kémiai allapotanak a
megvaltoztatdsara, példaul emulzidképzésre, sejt roncsolasra, kémiai reakciok
elésegitésére, enzimek gatlasara, huspuhitasra, kristalyositasra.

Povey és McClements (1988) szerint az ultrahang felhasznalhat6 az élelmiszerek
analizisére, a hangsebesség, csillapitds meghatarozasa altal, ami betekintést nyujthat az
¢élelmiszerek kvantitativ és kvalitativ tulajdonsagaiba.

Earnshaw et al.  (1995) megmérték Listeria  monocytogenes  és
Zygosaccharomyces bailii ,,D” értékeit ho, ultrahang és kombinalt termoultraszonikalo
kezelések esetén tobbféle élelmiszerben. A baktérium D érték UHT tejben 60°C-os
hoékezelésre 2,1 perc és 20°C-on 20kHz-en 0,4, 38kHz-en 0,3 és 800kHz-en tobb mint 10
perc volt. Termoultraszonikacio D értéke 20kHz-en 0,3, 38kHz-en 1,3 és 800kHz-en 1,4
perc volt. Az ¢élesztégomba tizedelddési iddintervalluma 55°C-on narancslében 10,5,
rizspudingban 11perc volt. Narancslében 20°C-on 20kHz-en 2,4, 38kHz-en 0,9, 800kHz-
en 1,4 perc D érték adodtak. Rizspudingban ugyanerre 20kHz-en 2,3, 38kHz-en 0,5
percet kapott. Termoultraszonikaciora 55°C-on narancslében 20kHz-en 3,9, 38kHz-en
1,8, 800kHz-en t6bb mint 10 perc, viszont rizspudingban 20kHz-en 1 ¢s 800kHz-en tobb
mint 10 perc volt a D érték.

Dolganowa et al. (1994) szerint a magas frekvenciaju alacsony intenzitast
ultrahangnak mikroorganizmus szaporodasserkentd hatasa van. Chlorella vulgaris
populacié intenzivebb novekedésnek indult ultrahang sugarzas hatasara. A
szaporodasserkentd hatast a sejtmembran potencialvaltozasa okozta, ami a membran
megndvekedett permeabilitdsanak az eredménye. Azt javasoljak, hogy a szonikaciot a
biotechnologiai folyamatokban, mint Chlorella szdm hatvanyozo eszkdzt érdemes
hasznalni.

Neis és Tiehm (1999) és Tiehm (1999) eleven iszapot sugarzott be ultrahanggal,
amely soran a mikroorganizmusok nem karosodtak a folyamatos ultrahang besugarzas
soran, IMHz feletti frekvenciakon, ezért batch fermentacidoban is tanulmanyozhattak az
ultrahang stimulacios hatasat. A besugarzott eleveniszapban 1évé mikroorganizmusok
¢leterejét az oxigén felhasznalas alapjan vizsgaltak a biodegradacio alatt, egyszeriien

lebonthatd szubsztratok esetén. A magasabb 1MHz feletti frekvencidkon alacsony
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2W/cm® intenzitasszint mellett, a 25cm” alapteriiletii 250ml mennyiségii kezelt mintaban
fokozddott a mikroorganizmusok ¢élettevékenysége. Az eleveniszapos
szennyvizkezelésnél az oxigénfelhasznalas-novekmény a magasabb, 3,2MHz koriili
frekvenciatartomanyokban volt a legerételjesebb, az alacsonyabb frekvenciakkal

szemben.
2.10. ALKALMAZOTT MIKROBIOLOGIA

Deak (1997) szerint a kornyezeti tényezOkon keresztiil hatdo beavatkozasok,
melyek a mikroorganizmusok pusztuldsat okozzak, a vizsgalatok tobbségének
eredményei szerint exponencialis lefutastiak. Tovabba kinetikailag a sejtpopulaciok

pusztulasanak idébeli lefutasa az egysejtii mikroorganizmusok szaporodasahoz

srer

dN/dt=-k * N. [4].

Az egyenletben az (N) a tuléld sejtszam, melynek valtozasa (t) id6 alatt ardnyos a
mindenkori sejtszammal, és ahol a (k) aranyossagi tényezd a pusztuldsi sebességi
egyiitthatod, vagyis a fajlagos pusztulasi sebesség. A fenti differencial egyenletet (Ng)
(kezdeti sejtszam t, idOpillanatban) és (N,) (tuléld sejtszam t id6pillanatban) hatarok kozt

integralva, a mikrobapopuléacidk pusztulasanak alapegyenletét [5]. kapjuk:
Ne=Np * e [51,

amely alakilag azonos az exponencidlis szaporodas egyenletével, csak az egyiitthatd

negativ eldjelli. Az egyenletet logaritmalva, a tulélési gorbe egyenletét [6]. kapjuk:
Ig Ni = Ig Ny —(k/2,303) * (t-to) [6],

a gorbe meredeksége a pusztulasi sebességi egyiitthatoval aranyos, melyet a [6].

egyenletbdl kifejezve [7]. egyenletet kapjuk:
k= ((2,303 / (t-ty)) * 1g (No/ Ny) [7].

A kezdeti (tp)és a (t) idoben mért végso sejtszambol a (k) értéke meghatarozhatd. Ha a
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tulélési gorbe egyenletében szerepld t-t;, idot ugy definialjuk, mint azt az iddtartamot,
mely alatt a talélé sejtszam a tizedére csokken, akkor a tizedelési id6 (D) fogalmahoz
jutunk. Ha t-ty =D és N;= 0,1 * N, akkor [8]. egyenlet szerint:

k=2,303/D,és D=2,303/k [8].

A tizedelési id6 a mikrobapopulaci6 ellenallasanak (rezisztenciajanak) percekben
kifejezett mértéke. Adott behatds mellett, minden (D) id6tartam alatt a sejtek 10%-a
marad életben, 90%-a elpusztul, tehat a pusztulasi arany allando és fiiggetlen a kezdeti
sejtszamtol. Amennyiben a populacié kiindulasi sejtszamanak tizedénél nagyobb mértékil
pusztulési aranyt akarunk elérni, akkor a tobbségi pusztulasi id6t (1) kell meghatarozni.
Ha az exponencidlis pusztulasi kinetika érvényesiil €s ismerjik a tizedelési id6t, akkor a
mikrobaszam tetszOleges mértékii csokkentéséhez sziikséges tobbségi pusztulasi idot,

barmely kezdeti sejtszam esetére kiszdmolhatjuk a [9]. szerint:

=D *(gNy—IgNy [9]

Ezzel meghatarozhatjuk a kivant mértéki mikrobaszam csokkentéséhez
sziikséges kezelési id6t allando pusztitd dozis alkalmazasa mellett. A tobbségi pusztulasi
id6 (TDT) altalaban 10-12 D.

A pusztulasi gorbe pedig a kiilonb6zd erdsségii kezelések pusztitdé hatasanak
kifejezésére szolgal. Ha a tobbségi pusztulasi id6t a pusztitdo behatas kiillonbozd erdsségi
dézisanak fiiggvényében abrazoljuk, a pusztulasi gorbét kapjuk. A gorbe meredeksége
megadja a mikroorganizmus rezisztenciajanak valtozasat, a pusztito hatas erdsségének
fliggvényében. A pusztuldsi gorbe legtobbet alkalmazott teriilete a hdpusztulas
mértékének meghatarozasa. A gorbe jellemzd értéke a z-érték, ami az a
hémérsékletnovekedés, ami a tobbségi pusztulasi idot egy tizedére csokkenti. A z érték a
hépusztulasi id6 hémérsékletfiiggését jelzi és a hdpusztulasi gorbe irdnytangensének
negativ reciproka.

A tizedelési idokkel, a hépusztulasi gorbével analog gorbét szerkeszthetiink, ezt a
gorbét horezisztencia gorbének nevezziik, mivel a tizedelési id0 a mikroorganizmus
hérezisztencidjanak mértéke. Ebben az esetben a tizedelési idok logaritmusat abrazoljuk
az a pusztitd behatas kiillonbozo erdsségii dozisanak fiiggvényében. A hdrezisztencia

gorbe meredeksége megegyezik a hdépusztulasi gorbe meredekségével.
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Kardos ¢és Szenes (1972) szerint a pusztulasi sebesség homérsékleti koefficiense
kiszamithato [10]. egyenlet szerint:

Q10=Da/Da+105 ahol [10]

D, a tizedelési id0 egy adott hoémérsékleten, D, ;o pedig a tizedelési id0 az adott
hémérsékletnél 10°C-al magasabb homérsékleten. Megadja, hogy a 10°C-al magasabb
hémérsékleten hanyszor nagyobb sebességgel zajlik a tizedelddés, mint az alacsonyabb
hémérsékleten. A ,,z” érték €és a pusztuldsi sebesség homérsékleti koefficiense kozotti

Osszefiiggés [11]. egyenlet szerint:

Z=10/ng10 [1 1]

Szakaly (2001) szerint a ,,z” és ,,D” tizedelési iddintervallum érték kozotti

Osszefliggés [12]. egyenlettel irhat6 fel:

z = (T-T;)/(1gD>-1gDy) [12].
T, a magasabb hémérséklet, T, az alacsonyabb hémérséklet, D, a T hémérséklethez, D, a
T, homérséklethez tartozo tizedelési érték. A TDT a teljes pusztulasi id6tartam, ami a D
érték 10-12-szerese.

Bir6 (1976) szerint a mikroorganizmusok életképességének meghatarozasara a
legrégibb és legegyszeriibb eljaras a metilénkékes festés. Foleg az éleszték esetében
elterjedt a modszer, melynek alapja, hogy ha az ¢él6 és holt sejtekbdl allo szuszpenziot hig
metilénkékkel hozzuk Gssze, akkor a holt sejtek rogton kékre festddnek, mig az €16k a
festék dehidrogenazokkal torténd redukaldsa miatt, nem szinezdédnek. Az utdbbiak

szamaranyanak €s az Osszes csiraszamnak ismeretében az €16 csiraszam meghatarozhato.
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2.11. MUNKANK CELJA A SZAKIRODALMAK ISMERETEBEN

Miles et al. (1995) kijelentették, hogy kevés a mikroorganizmusokkal kapcsolatos
ultrahangos munka és fontos lenne a kiilonb6z6 akusztikai jelenségek kiiszob értékeinek
vizsgalata is ezzel kapcsolatban.

Az ultrahang biologiai kisérleteinek szakirodalmi eredményeibdl tudjuk azt, hogy
bizonyos esetekben mennyire ellenalldé az adott bioldgiai anyag az ultrahangra, de
véleménylink szerint altalanos szakirodalmi hidnyossag, hogy a biologiai hatasok
vizsgalatanal szinte kizarolag az alkalmazott ultrahang intenzitasat, az akusztikai nyomas
amplitadot kozlik, és legtobbszor nincsenek figyelemmel az adott intenzitason kialakult
akusztikai jelenségre, amely mellett a kisérletek folytak. Ez olyan hiba lehet, mely
belathatatlan kdvetkezményekkel jar az eredmények értelmezése szempontjabol, mivel
ma mar koztudott, hogy nem az intenzitas, hanem a kialakult akusztikai jelenség hat
elsddlegesen a hangtér biologiai anyagaira ¢és az alkalmazott intenzitas, mind0ssze az
akusztikai jelenség bekovetkezését befolyasolja.

Az alkalmazott ultrahang intenzitds nem kizarolagos szerepére példa, hogy a
kavitacio akusztikai jelensége ter Haar (1988) szerint a nagyszamu fizikai alapparaméter
modosulat miatt, csak tiszta viznél 1MHz frekvencian 1W/cm®—2,7*¥10°W/cm?® kozott
jelentkezhet. Konnyen belathatd, hogy amikor egy szakirodalomnal az intenzitast és a
bioldgiai hatast kozlik, mint ahogy azt Raso et al. (1998) Yersinia enterocolitica
baktériumnal tették azzal, hogy az ultrahang intenzitdsanak novelése miatt, a tizedelési
id6intervallum 4 percrél 0,37 percre csokkent, hianyos informacio, mivel ebbdl nem
allapithat6 meg, hogy az alacsonyabb tizedelési id6intervallum mar egy masik akusztikai
jelenségre jellemzé-e, vagy valamely mas fizikai hatas kovetkezménye. Konnyen
alatdmaszthat6 e kétely azzal, hogy Hua ¢és Thompson (2000) Escherichia coli
baktériumok inaktivalasanal 4,6-74W/cm” kozotti intenzitas tartomanyban nem tapasztalt
jelentds kiilonbséget a pusztulas mértéke kozt. Ez a megéallapitas is azt bizonyitja, hogy
ebben az intenzitastartomanyban egy adott akusztikai jelenség mellett zajlottak a
kisérletek, amire a szerzok itt sem voltak figyelemmel.

Emiatt vizsgalataink célja nem lehet mas, mint az akusztikai jelenségek, alapvetd
fizikai paramétereken keresztiili befolyasolhatosaganak és azok bioldgiai hatasainak

ellendrzése, kiillonbozo ultrahang berendezés rendszerekben.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. FOLYADEKARAMOLTATASOS ULTRAHANGRENDSZER

A folyadékaramoltatdsos ultrahangrendszer létrehozasanak az volt a célja, hogy
az iparban alkalmazhat6 folyamatos ultrahangkezelés lehetdségét tanulmanyozhassuk
(Neményi et al., 2002). A kisérletek alapanyagaként vizben szuszpendalt eldzetesen
préselt, kereskedelmi forgalomban kaphatd Saccharomyces cerevisiae pékéleszto sejteket
hasznéltunk. Az élesztdgomba ¢letképesség valtozasat 1% metilénkék indikatorral
vizsgaltuk az effektiv kezelési id6 fliggvényében. A kisérletek 7,5, 9,6, 10,5 és 12W/cm?
kisugarzott ultrahang teljesitmények mellett, 1100kHz ultrahang frekvencian torténtek.
gy a sejtatméré-hullamhossz ardny hozzavetéleg 1:100volt, mivel az élesztégomba
megkozelitéleg 0,01mm atmérdjli, a hullamhossz pedig vizes kdzegben 1,336 mm a fenti
frekvencian. Az ultrahang jelgenerator a 4. abran, az ultrahang er6sitd az 5. abran lathato,

melynek teljesitménye 0-14W kozott szabalyozhato 0,7-1,4MHz frekvenciatartomanyban.

4. Abra: Uitrahang jelgeﬁerétor 5. Abra: Ultrahang erésitd

A felerésitett nagyfrekvencias jelet az ado ultrahang sugarzofejben elhelyezett
piezoelektromos elem segitségével alakitottuk ultrahangga, illetve egy masik ultrahang
sugarzofej segitségével alakitottuk vissza az ultrahangot elektromos jellé, tehat egy ado és
egy vevo sugarzofejet alkalmaztunk. Mindkét ultrahang sugarzofej sikfeliiletli barium-
titanat piezoelektromos elemet tartalmazott, felilletik 1-lem® volt. A 6. abra az
ultrahangrendszer elrendezést mutatja. A vevd sugarzofejet oszcilloszkoppal kotottiik
Ossze. A kezeléseket allohullam elleni adszorberrel boritott ,,visszhangmentes™ tartalyban
végeztik. Az add és a vevd sugarzofej kozott ultrahang kozvetitd folyadékként,
gaztalanitott desztillalt vizet hasznaltunk. A folyadékaramoltatasos rendszer 4mm belsd
atmér6ji  szilikon csOvezetékekbol, ultrahangos kezeld kiivettabol, perisztaltikus

szivattyubol és megcsapold agbol all, melynek 6sszes belso térfogata SOml.
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6. Abra: Folyadékaramoltatasos ultrahang rendszer.

(1. jelgenerator, 2. ultrahang erdsitd, 3. ad6 sugarzofej, 4. vevo sugarzofej, 5.
oszcilloszkop, 6. perisztaltikus szivattyt, 7. kivezet6 folyadékag, 8. ultrahangos kezeld
kiivetta, 9. mintavevo csap, 10. visszavezeto folyadékag, 11. visszhangmentes allando

hoémérsékletii tataly)

Az oszcilloszkopot az ultrahangrendszer allandé konfiguracion tartasahoz
hasznaltuk, a reprodukalhatd kisérleti elrendezés miatt, vagyis azért hogyha egy
szerkezeti elemet elmozditottunk, akkor vissza tudjuk allitani az ,.eredeti” helyzetébe.
Ekkor az add sugarzofej és a kezeld kiivetta helyzetét addig valtoztattuk, amig a
stabilizalt vevé sugarzofej éppen 10mV jelet nem érzékelt, allandd 1W/cm?® kisugarzott
intenzitas mellett. Mivel a vevo altal vett fesziiltséget nem lehet objektiv modon értékelni
kalibralé hidrofon hianyaban, ezért a vevét, az eredmények egymashoz képest vald
Osszehasonlitasaval, kizardlag a rendszer konfiguracid allandésaganak biztositasa
érdekében alkalmazhattuk és a kiivettaba jutd ultrahang effektiv sugarzasi intenzitasat
pedig emiatt szamitani kellett.

Az 50cm’ belsé térfogatu rendszerben (voltak probalkozasok 50, 100 és 200 ml-
re) a sejtszuszpenziot perisztaltikus szivattyuval cirkuléltattuk a rendszeregységek kozott
100mm/sec csdbeli sebességgel, melyet a perisztaltikus szivatty rotorjanak keriileti
sebességével allitottunk be. A 4mm belsé atméréjii, vagyis 0,12566cm* aramlasi feliiletti
szilikon csére vonatkozoan. Ez azt jelenti, hogy a 100mm/sec mellett 1,2566cm’/sec volt
a térfogataram a cs6ben. Igy egy cirkulacié 39,78sec és egy ora alatt 90,49 cirkulacio van.

Az ultrahangos kezel6 kiivetta (7. abra) kvarciivegbol késziilt, falvastagsaga 0,1
mm, be- és kidramlasi nyilasai 0,1mm koriili atmérdjiiek a folyadék turbulens kiivettabeli

aramoltatasa miatt. A kiivettdban a folyadékréteg magassaga 6mm és a kiivetta atmérdje
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3. Az 1,2566cm’/sec folyadékaram mellett a

10mm, igy belsd térfogata 0,471cm
kiivettanyi folyadékmennyiség cirkuldcionkénti tartozkodasi ideje 0,3748sec, vagyis

oranként (90,49cirkulaci6o*0,3748sec) 33,91sec az effektiv kezelési ido.

SUGARZAS

v

| Kiivetta belsé tér

I—
<4—
6mm| | Aramlasi nyilasok
<7_Bevezet6 csO
<

< Kiivetta fal

—

7. Abra: Ultrahangos kezel6 kiivetta fotoja és a keresztmetszeti sikja

10mm

A kiivetta és a benne aramld folyadék az ultrahang sugarra merdlegesen volt
elhelyezve. Az immerzios latoterek képét, biologiai mikroszkopra szerelt CCD kameraval
Osszekotott digitalizald szamitdgéppel rogzitettiik. A visszhangmentes kadat LAUDA
tipusu fthetd-hiithetd berendezéssel 20°C allandé hémérsékleten tartottuk.

3.1.1. A FOLYADEKARAMOLTATASOS KISERLETSOROZAT MODSZEREI, TULELO
SEJTSZAM MEGHATAROZASARA

A pékélesztégombabol 1g mennyiséget szuszpendaltattunk 50ml desztillalt
vizben, magneses kevervel. A préselt élesztd hozzavetSleg 10°/gramm csiraszamu, a
mintdk koncentraciojat 2-3*10"/ml koriilire allitottuk be. Kontrollként Biirker-kamra
segitségével sejtszamlalast végeztiink 4 ismétlésben, ismétlésenként 10 cellat leszamolva,
majd az eredményeket atlagolva. A szuszpenzidhoz Scsepp 1% metilénkék oldatot
cseppentettiink a tilélési dinamika vizsgalata céljabol, amely koncentracid, a kontroll
vizsgalatok alapjan nem befolyasolta az €élesztdsejtek vitalitasat.

Az elékészitett 20°C hémérsékletii szuszpenziot folyamatos keverés mellett a
folyadékaramoltatasos rendszer bevezetd agan keresztil a rendszerbe aramoltattuk.
Ezutan rovidre zartuk a rendszert, amitdl kezdve cirkulacio folyt a csdvekben, majd

bekapcsoltuk az oszcilloszkdpot és kicsatoltuk az ultrahangot.
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A folyadékaramoltatasos rendszer rovidre zarasa utan és az ultrahangrendszer
bekapcsolasatol kezd6dden az ultrahang sejtroncsold hatasat a megcsapold agbdl vett
mintak immerzios objektiv alatti adott effektiv kezelési iddpillanathoz tartozé atlagos
relativ ¢16 sejtszamanak és a kiinduld abszolut él0sejtszamnak az ismeretébdl kaptuk. Az
idé fliggvényében vett mintak mennyisége egyenként legalabb 15ul volt, melybdl
legalabb 15 immerzios latotér leszamoldsanak atlagabol kaptuk a relativ élosejtszamot.

Az egyes effektiv kezelési idopillanatokhoz tartozo relativ éldsejtszam értékekbol
az abszolut ¢l6sejtszamok ismeretében Dedk (1997) szerint meghataroztuk a tizedelési
iddintervallumot minden kezelt mintara. Ebbdl pedig meghataroztuk a tulélési, a
rezisztencia és a pusztulasi gorbéit az élesztdgombanak és a tizedelési iddintervallumok

egy nagysagrenddel torténd megvaltoztatasahoz sziikséges teljesitményvaltozas mértékét.
3.1.2. A KEZELES DEFINICIOJA

Kezelésnek tekintettiik azt az idotartamot, amely soran a folyadékaramoltatasos
rendszerben  keringetett  sejtszuszpenzidot meghatarozott ideig, meghatarozott
teljesitményli ultrahanghatasnak vetettiik ald. A kezelési idén az ultrahang

bekapcsolasatol, annak leallitasig eltelt idét értjitk (Lorincz & Neményi, 2003P).
3.1.3. A CELOBJEKTUMHOZ JUTO ULTRAHANG INTENZITAS MEGHATAROZASA

Célunk a kiivettaban 1évd sejtszuszpenzidohoz jutd intenzitds meghatarozasa.
Tarnoczy (1963) a folyadékba meriild, folyadéktol eltérd akusztikai keménységli lemezre

vonatkozoan hatarozta meg a reflexiot, vagy visszaverddési fokot Eszerint:

R=((q>- D)/((q*+1)+4q’ctg’(2nd/n))  [13].

q=(p2*c2)/(p1*c1) [14].
z=p*c [15].

Ahol (R) a visszaverddési fok (z) az akusztikai keménység, (q) a két kozeg akusztikai
keménységének hanyadosa, (d) a lemez vastagsaga, (A) a lemezben kialakuld
hullamhossz, (p) a térfogattomeg, (c) a hangsebesség adott kdzegben. A képlet lényege,
hogy z=p;*c; akusztikai keménységli kozegbe p,*c, akusztikai keménységli (d)

vastagsagli lemez meril. Ekkor a lemezre mer6legesen beesd hangrezgések
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visszaver0dési foka: (R). Ebbol az atvezetési fok: S=1-R. Kvarciiveg esetében
p,=2600Kg/m’, ¢,=5370m/s, A=0,0048m, d=0,0001m. Viz esetében p;=1000Kg/m’,
c=1483m/s, A=0,001327m. A hangenergia valtozasat minden intenzitasszint mellett
kifejeztiik.

3.2. NEM ALLANDO HOMERSEKLETU ULTRAHANG SUGARZOFEJJEL VEGZETT
VIZSGALATOK

A kisérletekhez, a folyadékaramoltatdsos rendszernél ismertetett jelgeneratort (1)
és nagyfrekvencias erdsitot (2) alkalmaztunk, a 8. abranak megfeleld elrendezésben. Az
alkalmazott ultrahang sugarzofej eltért a folyadékaramoltatasos rendszernél ismertetettdl.
Az aktiv elem szintén barium-titanat, viszont atmérdje 20mm volt, mely 6ntott aluminium
foglalatban (3) helyezkedett el. A sugarzoelem aluminium foglalatara egy 40mm
atméréji mlianyag hengert (4) erdsitettiink, melybe a kezelt szuszpenzid, mint hangtér

keriilt elhelyezésre.

N

8. Abra: Nem allandé hémérsékletii sugarzofejhez tartozé felépitmény séméaja

A nem alland6 hémérséklet azt jelenti, hogy az ultrahang sugarzofej egyetlen
elemére sem alkalmaztunk allandé hémérsékletet (hiitést), igy a kezelés folyaman a
hangtér, vagyis a kezelt szuszpenzidé hémérséklete nagyobb mértékben emelkedhetett, az
intenziven el nem szallitott veszteséghd miatt, mint az alland6 vizkopeny homérsékleti,
vagy a folyadékaramoltatasos berendezés hangterének hémérséklete. A berendezést
20°C-os 1éghémérsékletli helységben iizemeltettiik és a kezelés meginditasatol szamitott
10 percen beliil 39-43°C-o0s szuszpenzio hdmérséklet alakult ki, amely tobb 6ras kezelés
alatt sem melegedett tovabb. E homérséklettartomany mellett a hépusztulas még nem
jellemzd. A kezelt szuszpenzié mennyisége minden esetben 50ml volt. Az alkalmazott
sejtszuszpenzié koncentraciokat hozzavetdleg 0,4-2%10"/ml-re llitottuk be.

A 40mm atmérdjii hengerben az 50ml szuszpenzido 41mm magassagot ér el, ezért

mivel vizes szuszpenzidban a hang sebessége ¢c=1483m/s 20°C mellett és 1110kHz
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frekvencianal ez 1,33mm hullamhosszt ad, igy 41mm 30A (hullimhossz) a tavolsagnak
felel meg, viszont a reflexid miatt az 0sszes hangenergia a kezel6edényben marad. A
hullamhossz t6bb mint szdzszorosa az élesztdgomba atmérdjének.

A 3. abran lathat6, hogy az ultrahangsugar a kozegek akusztikai keménységétol
fliggd mértékii szogekben széttartd, divergens, tehat az ultrahangtér alsoé régidja, a
sugarzofej sugarirdnyaban gyengébben szort lehet ultrahanggal. A kavitacid és az
akusztikai aramlasnal intenziv aramlasok turbulencidk alakulnak mely keverd hataséara a
hangtér minden pontja, allandoan keveredik, igy elméletileg minden részecske a hangtér
minden pontjan ugyanakkora iddintervallumig tartozkodik. Az effektiv kezelési 1d6
meghatarozasat azért nem végeztiikk el, mert a divergencia a pillanatnyi véletlenszeri
szemcsekoncentraciotol, anyagi minéségtol is fiigg, amit nem ismertiink, illetve a holttér
akusztikai nyomas amplitidoja fligg még a buborékokon ¢és szemcséken 1évo
hangszorodastol, ami szintén ismeretlen tényezo.

A kisérletekhez 6,5 és 8,5W kicsatolt ultrahang teljesitményeket alkalmaztunk,
melyeket a 3,14cm® sugarzasi felillet ismeretében feliiletegységre esé teljesitményre
atszamitva, 8,5W esetén 2,7W/cm?, 6,5W esetén 2,07W/cm?® volt a feliiletegységre es6
teljesitmény.

Minden mintédhoz Scsepp 1%-os toménységli metilénkék oldatot adtunk, amivel a
sejtek vitalitasat vizsgaltuk, e mennyiség a kontrollvizsgalatok alapjan nem befolyasolta a
mikroorganizmusok vitalitdsat, a kezelési id6szakon beliil. A kezelés folyaman az
elsotétedett sejtek a pusztult allapotot, a vildgos sejtek az €él6 mikroorganizmusokat
mutattak. A kezelés beinditasatol adott id6kozonként vett 15ul mennyiségli mintakat
mikroszkop targylemezre helyeztiik, majd azt fedélemezzel lefedve, immerzids objektiv
alatt vizsgalva, mintanként legalabb 15 latoteret leszamolva és atlagolva kaptuk meg a
tulélési eredményeket.

A kapott eredmények alapjan minden kiinduld koncentracional és minden
teljesitményszinten meghataroztuk a tizedelési id6ket, amiket grafikonos és tablazatos

forméban dolgoztunk fel.
3.3. HOHATAS MEGHATAROZASANAK ESZKOZEI ULTRAHANGTERBEN

A kisérletek végrehajtasahoz specialis ultrahang berendezés rendszert terveztiink

és kiviteleztiink. Célunk egy olyan miiszerrendszer megalkotasa volt, mely segitségével
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kiterjedten, reprodukalhatd modon vizsgalhatok a nagyfrekvencids aktiv ultrahang fizikai
¢és biologiai hatdsai. A tervezés kiterjedt a jelgeneratorra, az ultrahang erdsitore, az
ultrahang sugarzofejre, illetve kezeld edényrendszerre, tovabba a teljes kisérleti
felépitményrendszerekre. Figyelembe vettiik azt, hogy a kisérletek atfolyd és tolto-iiritd
rendszerben is végrehajthatdak legyenek.

Az ultrahang hoéhatasanak vizsgalatdhoz felhasznalt anyagok és eszkozok harom
csoportra bonthatoéak: ,,A” az alkalmazott kezel berendezések, ,,B” a vizsgalt minta és
»C” az elemzd rendszerek tekintetében. A 9. dbra mutatja az ultrahang hoéhatasanak
vizsgalatara alkalmazott kisérleti rendszert.

Az ultrahang jelgenerator szinusz jelformat allit el6, 1kHz—16MHz frekvencia
tartomanyban, mely 1kHz frekvencia tartomanyonként manualis frekvenciaallitasi
lehetdséget biztosit, a kettes szamrendszernek megfeleld kapcsolos Iéptetéssel. A
frekvencia beallitast a fényképen lathatoé berendezés bal felsd részén 1évo kapcsolosorral
végezhetjiikk el. A késziilék az aktudlisan alkalmazott frekvencia értéket egy monitor
egységen jelzi ki, mely a késziilék kozépso részén lathatd. A jelgenerator kapcsolasi

rajzat, illetve elektronikai karakterisztikajat az I. melléklet 1-2. abraja tartalmazza.

, A4 Al,A2. AA4.
9. Abra: A felhasznalt anyagok és eszkozok

(A.1., A.2. ultrahang jelgenerator és er6sitd, A.3. ultrahang rezonator, A.4. vizfiirdo, A.4.

analitikai mérleg, B. hangtér, C.. hdméro egység)

Az ultrahang erdsitd 100kHz-2MHz frekvenciatartomanyban jo kozelitéssel
linearis, erdsitési szintet ad. A piezokeramia, illetve a kezel6edény rendszer ellenallasa
50Q. Emellett az impedancia érték mellett az ultrahang erdsitdé 0-40W erdsitést tesz

lehetové. Az erdsités mértékét egyenfesziiltségben adja meg, melyet kalibracios gorbe
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segitségével és a sugarzasi feliilet ismeretében W/cm® értékre tudunk vonatkoztatni. A
kivezetett fesziiltségjelet multiméterrel dolgoztuk fel, melyet RS232 csatlakozon
keresztiil szamitogéppel csatlakoztattunk. A multiméter adatait a valds id6 fiiggvényében
szamitogép kezelte, igy on-line regisztracidos és adatrogzitési, valamint vizualizacios
lehet6ségiink volt, és az adatokat egyetemi licencli Excel-ben dolgozhattuk fel.

A rezonator, illetve a kezeldedény felépitését a 10. abra mutatja be sematikusan.
A vizsgalatainkban folyamatos hullam (CW) moédot alkalmaztunk, legfébbképpen
longitudinalis hullamformat eléallitva. A kezel6edény kialakitasa alkalmas az allo és a
halado sik hullamok kialakitasara is. A kezeldedény és a ultrahang sugarzofej eredeti

tervrajzai a I. melléklet 3.-4. abrajan lathatok.

10. Abra: A rezonator f6 szerkezeti egységei
(1. piezoelektromos keramia, 2. elektro-akusztikai csatolas, 3. hangtér, 4. alland6 homérsékleten

tartott kettds falt edény, 5. elektromos csatolas, 6. késziilék haz, 7. elektromos csatlakozd.)

A rezonator 6 aktiv eleme a PZT-4 6lom cirkonat keramia, melynek rezonancia
frekvencidgja 1,1MHz frekvenciara tervezett és a sugdrzd rendszerrel egybeépitve
bemérése alapjan 1180, 1097 és 989kHz frekvencidkon vannak rezonancia értékei. A
piezoelektromos keramia sikfeliiletii, atmérdje 22mm. A keramia, illetve a teljes kezeld
berendezés Smith-diagramjai, a viszonylagos akusztikai és elektronikai impedancia, a
rezonancia-frekvenciamérési értékekkel az II. melléklet 1. 2. 3. és 4. dbrajan lathatoak.
Az ultrahang sugarzofejen talalhatd elektro-akusztikai csatolas egy elektronikai,
akusztikai és aramlastani szempontok szerint tervezett lapka, melynek anyaga specialis
aluminium 6tvozet €s a vastagsaga az anyagban mért hangvezetési sebességbol kapott fél
hullamhossz. Ezaltal a lapkan a hangenergia visszaverddése a longitudinalis hullamokra

vonatkoztatva elméletileg nulla, igy a maximalis hangateresztés biztositott. Ebben az
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esetben mindossze a lapka anyagi mindségébdl adodo abszorpcid érvényesiil, ami a
specidlis anyagabol adodéan az atengedett hangsugarzas értékéhez képest szintén
elenyész6. Igy a lapkan keletkezd veszteséghé is minimalis.

A hangtér, vagyis a kezelt anyag foglalatat kettds fala, 30mm bels6é és 80mm
kiils6 atmérdji, 200mm magas, hengeres kialakitasu allandé hdmérsékleten tartott kettds
fali iivegedénybdl alakitottuk ki. A két iivegfal kozotti vizkSpenyt gumicsdveken
keresztiil csatlakoztattuk Ossze a LaudaE100 tipust hito-flitd vizfiirdovel, amely a
hangtér allandé hémérsékleten tartasat biztositotta. A kettds fala tivegkdpenyt feliilrol
csavarokkal biztositott nyomoer6 nyomja a sugarzofej akusztikai csatoldsara, egy
gumitomités ellenében. A szamitasaink szerint az [1]. Ny,=D**f/4*c képlet alapjan, az
alkalmazott szuszpenzié mennyiség a hangtér near field tartomanyaba esik. Ennek oka,
hogy mivel a rezgd piezoelem atmérdje D=0,022m, a frekvencia f=1117000Hz, a hullam
terjedési sebessége c=1483m/s, ebbdl adodoan (0,0222*1117000)/(4*1483)=0,091m,
vagyis 9,1cm tavolsagig (magassagig) terjed az ultrahang sugarzofejtdl a near field
tartomany az adott sugarzasi koriilmények kozott. Az alkalmazott 25ml  kezelt
szuszpenzid pedig 3,53cm, vagyis 26,6L magassagi. A zart vizkOpeny miatt nem
fordulhat el6 keveredés az allandé homérsékletet biztositd viz és a kezelt anyag kozott.

A piezoelektromos keramia alatt talalhato specialis kialakitasti Gruetzmacher-féle
légréssel ellatott gyliriszerii elektromos csatolds a késziilékhazba épitett elektromos
csatlakozo aljzaton keresztiil csatlakozik az erésitéhdz. A légréteg azt biztositja, hogy a
valtakozd fesziiltség és a negativ piezoelektromos hatas altal kialakitott mechanikai
rezgések csaknem 100%-ban az akusztikailag keményebb aluminiumlapka felé
terjedjenek a keramiabol, mivel a légréteg a piezoelektromos keramidhoz kvazi tokéletes
reflektorként csatolodik. Igy a veszteségek minimalizalhatoak, tovabba biztosithato a
rezgés egy iranyba vald tovabbitasa. Konnyen belathatd, hogy ezzel a tervezési
modszerrel a vizsgalatok végrehajtasahoz rogton 50%-os mechanikai energia-
nyereségiink adodik.

A nem rideg reflektor maga a folyadék felett talalhato légréteg, amely mint
tokéletes reflektor, a sugarzas 100%-at visszaveri a folyadékba, igy példaul allohullam
kialakitdsaban elsddleges szerepe van. A komplett rezonatornak, a vizsgalati
folyadékmennyiséggel feltoltott allapotban, 1117kHz frekvencian van rezonancia

maximuma.
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A tdmeg mérésére Precisa 505M-2020C DR SCS, +£0,001g pontossagu analitikai
mérleget alkalmaztunk.

Termoelemet és infrahdmér6t alkalmaztunk homérsékletmérésre (11., 12. abra).
A termoelemet multiméterhez csatlakoztattuk és szamitogéppel regisztraltuk az adatokat
az id6 fiiggvényében. Mérési 1épcséje 1°C, méréstartomanya 0-350°C. A termoelemet
méréskor a folyadékba helyeztilk, mégpedig minden mérés esetében, a 9. abranak
megfelelden, a hangtér hosszanti kdzéptengelyének felsé negyedébe keriilt.

Az ,,Almemo” gyartméanyu infrahdméré +0,1°C mérési pontossagu, 0-300°C
méréstartomanyu berendezés. Elhelyezése a kezelt minta felett minden mérés esetében
20cm-re tortént, méghozza a minta mértani kézéptengelyében. Ennek az elhelyezésnek az
oka, hogy a hdméré mér6zonaja egy adott nyilasszoggel rendelkezik, tehat a mérendd
zonatol vald tavolsag novekedésével egyre nagyobb zona homérsékletét méri, igy a

pontatlan elhelyezésbdl mérési pontatlansagok eredhetnének.

Infrahéméro

Termoelem

11. Abra: Termoelem 12. Abra: Infrahémérd alkalmazasi
alkalmazasi elrendezése elrendezése

Az infrahdmérdt adatgy(ijtd alegységen keresztill szamitogéppel csatlakoztattuk,
amely az adatokat az id6 fliggvényében regisztralta, illetve adatfajl formatumban
eltarolta. Az alkalmazott szoftvert mi irtuk C++ (S/N: CPP1145WW10180)
programnyelven. Alkalmaztuk még a LabView (S/N: J10X45461) szoftvert is az
adatgyiijtéshez. A végs6 adatfeldolgozas egyetemi licencii Excel programmal tortént.

Vizualis megfigyelési modszert is alkalmaztunk a kaviticié és allohullam id6
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fliggvényébeni nyomon kovetésére, majd a vizualis tapasztalatokat Osszevetettik a

tapasztalt homérsékletvaltozasi jelenségekkel.
3.3.1. AZ ULTRAHANG HOHATASANAK VIZSGALATI MODSZERE

Onalloan vizsgalt, illetve szuszpendalé anyagként friss csapvizet alkalmaztunk. A
kisérletek alatt a kettds falt tivegedényben 1év6 vizkopenyt mindig adott hdmérsékleteken
tartottuk. Szuszpendalt anyagként a , Budafoki Elesztégyar” altal eléallitott, kereskedelmi
forgalomban kaphat6 préselt élesztot, illetve dolomitport hasznaltunk. A dolomitporban
1év6 szemcesék 90%-a d=25um, 50%-a d=10um ¢és 10%-a d=3pum alatt van, és az atlagos
szemesemérete: d =kb.12 um, mely térfogattdmege 2,85g/cm’. A szemcseméret-eloszlas
meghatarozasara iranyuldé harom parhuzamos vizsgalatot MALVERN Instruments M7
tipusu késziilékkel végeztettilk. A dolomit szemcsék és az élesztd sejtaitmérdje igy
Osszeegyeztethetd a fizikai vizsgalatokhoz.

Analitikai mérlegen a szuszpendalanddé anyagbol, a vizsgalathoz sziikséges
koncentracionak megfeleld mennyiséget mértiink be +0,001g pontossaggal. Ezutdn a
lemért szuszpendaland6 anyagot hozzaadtuk a szuszpendald szerként hasznalt megfeleld
mennyiségli vizhez. A lombik tartalmat ezutan 1-2percig magneses keverdvel
mértiink be a kezelo berendezésbe. A kezelo berendezést, vagyis az ultrahang
sugarzofejet és a hangteret a megfeleld hoémérsékletli vizkopeny segitségével
folyamatosan, az aktualisan elvart hémérsékleten tartottuk. Igy a 25ml szuszpenzid
bedntése utan még 3-5perc hd beallasi idot alkalmaztunk. A szuszpenzio kezeld
berendezésbe vald bemérése utan az alkalmazott infra, vagy kontakthémérési modszernek
megfelelden, az alkalmazott anyagok és eszkdzok fejezetben leirt modon helyeztiik el a
méréberendezést, illetve a jarulékos berendezéseket, a szamitdgépeket, adatgyiijtd
berendezéseket és az adatgyiijté szoftvereket iizemeltiik be.

A hé beallasi id§ elteltével az 1117kHz frekvenciaju, 9W/cm? teljesitményii jelet
kezeldedényre csatoltuk. Ettél a pillanattél kezdve a kezel6edényben mind vizualisan,
mind miiszeresen nyomon kisértiik és dokumentaltuk az akusztikai jelenségeket, illetve a
homérsékletvaltozast. A hémérsékletmérés az elére eltervezett id6szakon keresztiil folyt,
majd az erdsitést a hdmérés utan megsziintettiik és elmostuk a kezel6edényt.

Kisérleteink soran az élesztd és a dolomit szuszpenziokat 10 és 20g/1
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koncentraciok és 0-60°C hoémérsékletti  vizkopeny mellett vizsgaltuk. Harom
kisérletsorozatot végeztiink, melybdl az elsd, a 10g/l koncentracioju éleszté szuszpenzid,
0-60°C tartomanyban, 10°C vizkopeny homérsékleti 1épcsé melletti hdmérsékletvaltozasi
analizisét jelentette, a masodik sorozatban ugyanezt vizsgaltuk 20g/l élesztégomba
koncentracio mellett. A harmadikban pedig dolomit szuszpenzidkat vizsgaltunk, illetve
¢lesztd-dolomit szuszpenziokat a fenti koncentraciokkal.

A vizsgalatok soran minden hdmérsékleti 1épcsdé mellett kiilon felvettiik a viz és
eredményeket tablazatos ¢és grafikonos formaban dolgoztuk fel. A ,nyers”
hémérsékletmérési értékeket mutaté diagramokat ,,szono-termogram”-nak, az adott
allando homérséklet mellett, a tiszta viz ultrahangos kezelés alatti hdmérséklet értékeibol
kivont, minden adott kezelési iddpillanatra vonatkoz6 szuszpenzié homérsékleti értékeit
pedig ,differencial szono-termogram”-nak neveztiik el. A differencial szono-termogram
megmutathatja, hogy mely kezelési tartomanyokban mekkora a kiilonbség a viz és a
szuszpenzid hdmérséklete kozott adott kezelési idoszak elteltével. Tovabba a differencial
szono-termogram megmutathatja azt, hogy milyen akusztikai jelenségek jatszodtak le az
ultrahangos kezelés alatt az anyagban. A differencial szono-termogramokat

kisérletsorozatokban, illetve az egyes kisérletsorozatok kdzott hasonlitottuk dssze.

3.4. AKUSZTIKAI JELENSEGEK KIALAKULASANAK VIZSGALATA
3.4.1. KEZELO BERENDEZESEK

Az alkalmazott ultrahangrendszer jelgeneratora és erGsitdje megegyezik a 3.3.
fejezetben ismertetettel. A kisérletekhez szinusz jelformat hasznaltunk, 1,117MHz

frekvencian, 0-12W/cm” teljesitménnyel.
3.4.2. VIZSGALT SZUSZPENZIO

Szuszpendald szerként '5-16ra iddintervallumon keresztiil pihentetett csapvizet
hasznaltunk, melyet 20°C hémérsékletli, nem razatott vizfiirddben pihentettiink. A viz
oldott oxigén tartalmanak, mint potencialis kavitaciés magnak a valtozdsat, New
Brunswick Scientific BIOFLOW III fermentorhoz tartozé 12mm atméréja ,,Ingold”

tipusu oldott oxigénmérdvel kovettiik, melynek az ido fliggvényében a fent ismertetett
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koriilmények kozotti eredménye a 13. abran lathat6. Megfigyelhetd, hogy a nagyon eltérd
kiindul6 oxigén tartalmi vizmintdk kozott, az alkalmazott pihentetési iddintervallum
utan, +0,5%-nal kisebb oldott oxigén tartalom eltérés mutatkozott, ami a kisérletek
reprodukalhatdésaganak egyik alapfeltétele volt. A pihentetett vizmintdk oldott
oxigéntartalma 20°C hémérsékleten 11-12% koz¢é csokkent és onnan tovabb mar nem
valtozott. A mért szdzalékos értékeket ugy kell értelmezni, hogy az oxigénmérd 100%-os
analitikai tisztasagl oxigénnel majd hidrogénnel és végiil 0%-o0s mérd nélkiili kalibracidja
utan a 100% telitettséghez képesti folyadékbeli oxigéntelitettség szdzalé¢kos értékérdl van
sz6. E méréssel a szuszpendald szer alkalmazhatosagat bizonyitjuk. Szuszpendalt
anyagként liofilizalt és préselt Saccharomyces cerevisiae pékélesztdgombat, illetve az
¢élesztével megegyezd atlagos atmérdjii dolomitszemcséket alkalmaztunk, amelyeket a

3.3. fejezetben is alkalmaztunk.

21
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14 T

13 F

121 FEfrr=szsEE T
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10 T T T T T T
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Pihentetési id6 (min)

Oldott oxigén (%)

13. Abra: A szuszpendal viz oldott oxigén tartalmanak alakulasa 20°C hémérsékleten
3.4.3. KAVITACIOS ZAJ VIZSGALATA

Veit (1977) szerint a kavitacid akusztikailag zajként jelentkezik, ami mikrofonnal
felvehet6 és elemezhetd. A kavitacios zaj vizsgalati modszeriink ezen alapult. A miiszeres
kavitacios zaj elemz6 rendszer részei a mikrofon, az erdsité és az oszcilloszkop voltak. A
kondenzatormikrofont az ultrahang sugarzofej kiilsé részén a beesd ultrahang sugarra
merblegesen rogzitettiik, a 14. dbra szerint. Az elemzési eljaras célja, az objektivitas, attol

fiiggetleniil, hogy a kavitacio zaja jol hallhato.
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14. Abra: Akusztikai jelenség vizsgalo rendszer
(A.1., A.2. ultrahang frekvencia generator és erdsitd, A.3. ultrahang rezonator, A.4.

vizfiird6, A.5. analitikai mérleg, B. kisérleti minta, hangtér, C.1. analdg kavitacids zajelemzd
egység).

Az oszcilloszkop képernydjén kisérhettiik figyelemmel a jelintenzitast ¢és
hullamformat. Ha a vizsgalat el6tt kalibraciot végeztiink és kijeloltik a monitoron a
kavitaciomentes hattérzaj és a kavitacios zaj jelszintjét, ezzel a kialakulo, vagy megsziind
kavitaciot objektiven kovethettiik.

Az allohullamot és az akusztikai aramlast vizualisan vizsgaltuk a hangtérben,
mivel tobbek kozott Saad és Williams (1985) is ramutattak, hogy ultrahang éltal kivaltott
kavitacio miatt folyadékban vizualisan megfigyelhetd akusztikai aramlasok alakulnak ki.
Wathmough et al. (1990) szintén akusztikai aramlds miatti folyadékkeveredést
tapasztaltak a hangtérben. Church és Miller (1983) kisérletében pedig azt tapasztalta,
hogy az allohullam eredményeként a sejtek és a buborékok egymastdl elkiiloniilten
rétegzddtek. Ezaltal a kavitacid, az akusztikai aramlas és az alléhullam vizualisan
megfigyelhet jelenségek.

3.4.4. KAVITACIOS HATARKONCENTRACIO MEGHATAROZASA
3.4.4.1. KAVITACIOS HATARKONCENTRACIO MEGHATAROZASANAK ALAPMODSZERE

A 25ml, '4-16ran keresztiil pihentetett csapvizet toltottiink be a kezel6edénybe. A
hangteret folyamatosan 20°C homérsékleten tartottuk, allandé homérsékletti vizkdpeny
segitségével. Analitikai mérlegen beméré kanalra, a mintabol 0,5-1g mennyiséget
mértiink be +0,001g pontossaggal. Bekapcsoltuk a hangtér jelenségeit elemzd
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berendezéseket. Sugarzofejre kapcsoltuk az ultrahangot, a tiszta vizben megindult a
kavitacio, vizsgalhatova valt a kavitacios zaj. A bemérd kanal segitségével elkezdtiik
beadagolni a szuszpendalando szemcséket. A beadagolas addig tartott, amig a miiszeresen
elemzett kavitacids zaj meg nem sziint. Ez a kavitacios hatarkoncentraci6. A kavitacios
hatarkoncentracid6 meghatarozasahoz, a fogyott anyagmennyiséget analitikai mérlegen
+0,001g pontossadggal visszamértilk. A kisérleteket minden mintdnal, minden

teljesitményszinten négyszer megismételtik.

3.4.4.2. KIEGESZITO MODSZER KAVITACIOS HATARKONCENTRACIO
MEGHATAROZASARA

Alkalmazasanak célja, hogy az alapmodszer kavitacios kiiszob eredményeit
tovabb pontositsuk kozelitdé modszer segitségével. Az alapmodszer segitségével kapott
kavitacios hatarkoncentracio alatti és feletti tomegbeméréssel megkozelitettik a
kavitacios hatarkoncentraciot. Ha harom, egymastél maximum 2mg-ban kiilénb6zo
szuszpendalt minta koziil a k6zEépsé minta esetében, az ultrahang bekapcsoldsa utan 2
masodpercen beliil beindult a kavitacid, az alatta 1évo tomegnél azonnal, a felette 1évonél
joval késobb, akkor ismertnek tekintettilk a kavitacios hatarkoncentraciot a kozépsé és

als6 mintatdmeg atlagara vonatkozdan.
3.4.5. KAVITACIO KIALAKULASI IDOINTERVALLUM VIZSGALATA

A hangtérbe 25ml 20°C-os pihentetett csapvizet toltttiink. A kiilonb6zé tipusu
szemcs€k esetében, a kavitacio kialakulasi iddintervallumot, minden egyes kezelési
teljesitmény szinten a kiegészité modszer segitségével mért kavitacids hatarkoncentracié
értekek 1,5-szeres mennyiségének hangtérbe adagolasaval vizsgaltuk. E mennyiség
alkalmazéasanal azt kovettiik, hogy mivel 0j megfigyelés és mddszer kidolgozasa tortént,
ne tavolodjunk el tilzottan az ismert kavitacios hatarkoncentraciotol, mivel ekkor nagy
lenne annak a kockézata, hogy nem tudnank, mi torténik a két tavoli koncentracio kozott
az akusztikai jelenségek alakulasaval. A szemcséket tehat az aktudlis kiegészitd
vizsgalatbol szarmazé kavitacids hatarkoncentraciora mért értéknek 1,5-szeres
mennyiségében, a hangtérben el6szuszpendaltattuk, majd a keverd hangtérbdl valod

eltavolitasa utan az aktualis kavitacios hatarkoncentracional alkalmazott teljesitménnyel
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megegyez6d teljesitményt kapcsoltuk a sugarzofejre. Az ultrahang bekapcsolasatol a
kavitaci6 kialakuldsi iddpillanatig eltelt iddintervallum a kavitacio kialakulasi

id6intervallum. A vizsgalatokat négy ismétléssel végeztiik.
3.4.6. KiSERLETI TERV

1,117MHz frekvencian meghataroztuk a kiilonb6zé szuszpendalt szemcsékre
vonatkozo6 ,kavitacios hatarkoncentracio” értékeket, g/25ml és ebbdl g/l koncentraciora,
3, 6,9 és 12W/cm® teljesitmény mellett, 20°C hémérsékleten, az alap majd a kiegészit6
modszer segitségével. A kiegészitd vizsgalatbol kapott hatarkoncentracido 1,5-szeres
mennyiségének felhasznalasaval a ,kavitacio kialakuldsi iddintervallum” vizsgalatat

végeztiik.

3.5. PUSZTULASI DINAMIKA MEGHATAROZASA AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK
FUGGVENYEBEN
3.5.1. KEZELO BERENDEZESEK

Az ultrahangkezelést ugyanazzal a berendezéssel végeztiik, mint amit a 3.3. és
3.4. fejezetben alkalmaztunk (LOrincz, 2004%).

3.5.2. SZUSZPENZIO

Szuszpendalo szerként '2-16ran keresztiil pihentetett, 20°C homérsékleti
csapvizet hasznaltunk. Szuszpendalt anyagként haztartasi liofilizalt Saccharomyces

cerevisiae pékélesztogombat alkalmaztunk.

3.5.3. AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK ES A SEJTBIOLOGIAI HATASOK VIZSGALATA

A vizsgalatok alatt a kavitacidés zajt, a 3.4.3. fejezetben ismertetett modon,
kondenzatormikrofon, erdsitd €s oszcilloszkop segitségével vizsgaltuk. A vizualis modon
a megfigyelhetd akusztikai jelenségeket, az allohulldmot, az akusztikai aramlast és a
folyadéksugar kialakulasat a kezelési id6 fliggvényében folyamatosan nyomon kisértiik.

Az ¢lesztd kezelés alatti életképesség valtozasat metilénkék vitalisfestéssel
vizsgaltuk, a képeket biologiai mikroszkopra szerelt CCD kameran keresztiil
szamitogéppel rogzitettiik.
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3.5.4. KiSERLETI TERV

A bioldgiai hatas és akusztikai jelenség vizsgalatokhoz a liofilizalt élesztére
elézetesen a 3.4. fejezet szerint 1,117MHz frekvencian, 9W/cm? teljesitmény mellett,
20°C hoémérsékleten, kiegészitd modszer segitségével meghatarozott, kavitacios
hatarkoncentracio eredményeit hasznaltuk fel.

A kiegészitd vizsgalatbol kapott kavitacids hatarkoncentracio tobbszords (1; 1,5;
1,7; 2,2; 3.) mennyiségeinek felhasznalasaval keriilt sor az ,allohullam kialakulasi
idopillanat”, a ,kavitacio kialakulasi id6pillanat”, és a biologiai hatasok vizsgalatara,

szimultan modon.

3.5.5. VITALIS SEJTSZAM ES A HANGTER AKUSZTIKAI JELENSEGEINEK SZIMULTAN
VIZSGALATA

Az ultrahang sejtroncsolo hatdsai a szakirodalom szerint azonnal jelentkeznek a
sejteken. A hangtérbe, a kisérleti tervben meghatarozott koncentracié elérése érdekében,
25ml mennyiségli szuszpendald szerbe megfeleld mennyiségii biologiai anyagot
szuszpendaltunk bekeveréssel, majd a keverdt eltavolitottuk onnan. Ezutan harom csepp
1% toménységli metilénkék oldatot cseppentettink a hangtérbe. Az ultrahang
bekapcsolasanak pillanatdban egy mintazdo oraval mérni kezdtik; majd 15
masodpercenként 0,05ml mennyiségii mintakat vettiink a kezelt szuszpenziobol, ebbdl
vizsgaltuk a relativ ¢élosejtszamot a latoterenkénti vilagos és fest6dott sejtek
szdmaranyanak meghatarozasaval, minden minta esetében a megfeleld konfidencia
intervallum elérése érdekében legalabb mintankénti 15 latdtér leszdmolasaval és
atlagolasaval. A mintavételeket a hangtér akusztikai hulldmjelenségeinek allandosult
allapotaig végeztiik.

Stopperoraval, mértilk a kisérletek beinditasatol az allohullam kialakulasaig,
illetve a kavitacié kialakulasaig, vagyis a miszeresen vizsgalhatdo kavitdcidos hang
megjelenéséig eltelt idot.

Deak (1997) szerint meghataroztuk a ,,D” tizedelési id6intervallum és a ,,k”
fajlagos pusztulasi sebesség értékeket, az egyes kisérletek kiilonbozé akusztikai
jelenségszakaszaira, majd abrazoltuk a talélési gorbéket.
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3.6. SEJTANALITIKAI ELJARASOK

A sejtanalitikai eljarasaink analég és digitalis elvet kdvetnek. A vizsgalatok
alapja, a teljesitmény, a frekvencia, a kisérleti felépitmény, az alkalmazott
sejtkoncentracié megegyezik 3.5. fejezetben leirtakkal.

A kezelt szuszpenziobdl folyamatosan mintat vettiink, majd a mintat detektor
egységbe vittik és a detektorbol érkezd jelet miiszeresen analizaltuk, analog, vagy
digitalis modon.

3.6.1. ANALOG SEJTANALIZIS

Az analog sejtanalitikai rendszer, a 3.5. fejezetnél is alkalmazott kezeldedényben

1évé szuszpenziobol all, amibdl egy kivezetdé folyadékagon keresztiil perisztaltikus

szivattyu segitségével alland6 aramlasi sebesség mellett folyadékot szivattyaztunk ki,

illetve az analizis utan azt egy masik agon folyamatosan visszavezettiik (15. abra).

15. Abra: Sejtanalitikai rendszer sematikus abraja
(A.1., A.2. jelgenerator és ultrahang ersitd, A.3. ultrahang sugarzofej, A.4. vizfiirdd, B. hangtér,
vagy szuszpenzid, C.1. perisztaltikus szivattyll a folyadékaramoltatasos rendszerrel, C.2. optikai
atfoly¢ kiivettaval ellatott bioldgiai mikroszkdpra szerelt CCD kamera a jelfeldolgozo

szamitogéppel.)
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A kivezetett folyadékot optikai atfolyokiivettaba vezettiik, amely 10mm atmérdji,
korong alaku, lireges kvarc kiivetta, mely kialakitasat tekintve megegyezik a 7. abran
bemutatott ultrahangos kezel6 kiivettaval, melyben a kezelt szuszpenzié aramlik (Lorincz,
2004%). Detektorként bioldgiai mikroszkopot alkalmaztunk, melyre CCD kamerat
szereltiink (16. Abra).

16. Abra: Detektorként hasznalt biologiai mikroszkop

A kiivettaban aramld sejtek 1000-szeresre nagyitott képe jutott el a kameraba. A
folyadékaramoltatas, és az egyszerre sok sejtet befogado 1atotér jo lehetdséget biztosit
egy szamlalé célmiiszernek ahhoz, hogy az élo sejtszam valtozasardl allandé objektiv
adatokat biztositson. A kamerabdl a jel két iranyban jutott tovabb. Az egyik a szamitogép,
a masik az alszin kodold. Az archivald szamitogép egyetemi licenci Windows operacios
rendszerrel, és videokartyaval rendelkezik.

Az alszin kodold mesterséges latasra fejlesztett rendszer, melyet a NASA az
EUREKA programban égitestek és egyéb mesterséges objektumok felkutatasara
alkalmazott. Az alszin k6dol6 a teljes ultrahangrendszert mutato 17. abran az RGB bontd
televizio tetején, illetve az altala kozvetitett kép a II. melléklet 5. abrajan lathato. A
miuszer a fény visszaverddése, igy a szlirkeségi fokok alapjan tesz kiilonbséget az
objektumok kozott. A tuléld sejtszam valtozasa vitalis festés altal, a pusztuld sejtek
folyamatos kék elszinezddése, elsziirkiilése miatt kovethetové valik, melybol
viszonyszamok adoédnak. Ezek a viszonyszamok egy kalibralo sor felvétele utan
alkalmasak arra, hogy a mikroorganizmusok térfogat egységenkénti tuléld, vagy
pusztulasi szamat pontosan megadjak. A viszonyszamokat elektronikai elven

egyenfesziiltség jellé alakitottuk at és igy a jelfeldolgozas a valos idoben miiszeresen is
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megvaldosulhatott. Az alszin kodolotol érkezé egyenfesziiltség jelet az id6 fiiggvényében

analog plotter, illetve adatgytijté multiméteren keresztiil szamitogéppel értékeltiik.

17. Abra: Sejtanalitikai rendszer az alszin kodoloval
(A. Analog kavitacio detektor rendszer, B. Digitalis sejtanalitikai rendszer, C. Analog sejtanalitikai

rendszer, D. Ultrahang rendszer, E. Héhatas vizsgalo rendszer)
3.6.2. DIGITALIS SEJTANALIZIS

A digitalis sejtanalizis elve, hogy a detektorbol érkezé képet adott id6kozonként
CCD kameraval fajl formaban lefényképezve (archivalva), a fényképeket egy
képanalizald szoftver segitségével értékelve kaptuk meg az eredményt. A képek
feldolgozasahoz az ,IDRISI” (ID: 63473) professzionalis térinformatikai szoftvert
alkalmaztuk, melynek segitségével lehetdséglink volt a bevitt, maximum 8bit
szinmélységii, bitmap (BMP) fajlformatumu képet sziirkeségi fokokra bontani. igy a
tulélés hisztogram-szertien dolgozhato fel, és kalibracié alapjan lehet6ség van a pusztulas

idébeli mértékének meghatarozasara, hisztogram segitségével.

3.7. PSEUDOMONAS AERUGINOSA HNCMB170001 FELTETELESEN KOROKOZO
BAKTERIUMTORZS ULTRAHANGKEZELESENEK ANYAGA ES MODSZERE

Els6ként a liofilizalt baktériumtorzset felélesztettiilk, majd beallitottuk a kivant
sejtkoncentracidkat, ezutan a kiindul6 sejtkoncentracioval kontrollvizsgalatot végeztiink,
kezeléseket és ezutdn a kezelt mintak kicsirdztatasat és az eredményeket a szabvanyos
modszerrel kiértékeltiik.

A kisérletek elvégzése soran arra torekedtiink, hogy a 3.5. fejezetben leirt
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kisérleti  koriilményektél semmiben ne térjink el. Igy hasonlé abszolut
sejtkoncentraciokat allitottunk be, hasonld frekvenciat, hiitdhémérsékletet, kezelt
szuszpenzié mennyiséget alkalmaztunk, hasonloképpen vizsgaltuk a kisérletek folyaman
kialakult akusztikai jelenségeket. A tuléld sejtszamot, vagyis a mikrobiologiai
vizsgalatokat a Nyugat-Magyarorszagi Egyetem, Elelmiszertudomanyi Intézetének DAR
akreditacioval rendelkez6 patogén laboratoriumaban végeztiik, mikrobiologus iranyitasa
és feliigyelete mellett.

3.7.1. A REFERENCIATORZS FELELESZTESE

Referenciatorzsként Rt14 Pseudomonas aeruginosa HNCMB170001 feltételesen
korokozd baktériumtorzset alkalmaztunk, amit az OKI-t6l szereztiink be liofilizalt

formatumban. A liofilizalt térzset GSP taptalajon revitalizaltuk
3.7.2. SEJTKONCENTRACIO BEALLITASA

A sejtkoncentraciot ,,DENSIMAT” miiszerrel allitottuk be, amely mintak
¢losejtszamat azutan Osszcsiraszam meghatarozassal kontrolaltuk. A koncentraciod
eredményt McFarland fokban kaptuk, amit kalibraldo skalan keresztiil baktérium

crcr

natrium-klorid (NaCl) tartalmu peptonvizzel végeztiik, a L 03.00-1 szabvany szerint.

3.7.3. PSEUDOMONAS AERUGINOSA HNCMB170001 BAKTERIUMTORZS ELOSEJTSZAM
MEGHATAROZASA, OSSZCSIRASZAM MEGHATAROZASSAL

Az él6sejtszam meghatarozasat az ETI-ML-SOP-VU-FM-01-A/2 ref.: L06.00-18
szabvany alapjan végeztiikk, melynek cime a ,,Vizsgalati utasitds az aerob csiraszam
meghatarozasahoz 30°C-on husbol és huskészitményekbol”.

A vizsgélat elve, hogy a vizsgidlandd mintabol decimalis higitasi sort kell
késziteni, majd annak tagjaibdl 1-1ml mennyiséget Petri-csészékbe kell pipettazni, majd
Plate-Count agarral egyenletesen elkeverni. A lemezeket 72 oran at 30°C-on kell
inkubdalni aerob koriilmények kozott, majd a fejlodott telepeket megszamolni és azt a
minta ml-ére vonatkoztatni. Az alkalmazott taptalaj, Plate-Count Agar elkészitését SOP-
03-1/3 szerint kell végezni, jelesiil az ETI-ML-SOP-03 szabvéany szerint. Az inkubalas
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utan telepszamlalast végeztiink és azokat a lemezeket vettiik figyelembe, ahol a telepek
szama 20-300 kozotti volt. A csiraszam szadmitasat az értékelhetd lemezek telepszamanak

sulyozott atlagaként kell szamolni a kdvetkezo [16]. képlet alapjan:
C=((ZC)/(n;+0,1ny))*d, ahol  [16].

C a telepszam sulyozott kozépértéke, LC a szamitdsba bevont valamennyi lemez
telepeinek Osszege, n; a legalacsonyabb kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozo lemezek
szdma, n, a kovetkezo kiértékelhetd higitasi fokhoz tartozé lemezek szdma, d a legkisebb

kiértékelt higitasi szint higitasi faktora.
3.7.4. KONTROLLVIZSGALAT

Célja a kiindul6 sejtkoncentracid ismeretében a kiinduld éldsejtszam
meghatarozasa. A kontrollvizsgalatokat a sejtszuszpenziok kezelésének megkezdése elott

a 3.7.3. pont szerint végeztik.

3.7.5. MINTAK KEZELESE

srer

Ismert kiindulé sejtkoncentracioji  sejtszuszpenziokbol — végeztiik az
ultrahangkezeléseket 25ml mintankénti kezelt mennyiségekkel. Az 1, 2, 3, 5, 8 és 15
percen keresztiil kezelt, 25ml mennyiségii mintakbol 1ml mennyiséget vettiink ki Plate
Count taptalajos csiraztatasra, vagyis ¢lésejtszam meghatarozasra, a milliliterenkénti
tuléld csiraszam vizsgalatokhoz. A kezeléseket csak ugy lehetett kivitelezni a 3.5.
kisérletsorozattal vald azonossag miatt, hogy ha sarzsokat képeztiink és ellenérzotten
azonos kiindulo él6sejtszamu mintakbol indultunk ki, az adott mintavételi iddpillanatban
leallitottuk a kezelést, a rendszert ismét el6készitettiik, majd ujra kezeltiik az elézdvel
megegyez6 kiindulé csiraszamu és é€losejtszamil mintdt, most mar a kovetkezd
mintavételi idGpillanatig és igy tovabb a kivant maximalis kezelési iddintervallumig. Erre
azért volt sziikség, mert minden mintavételi idopillanatban Iml mintamennyiséget
tavolitottunk el a kezelt anyagbol a mikroorganizmus torzs kicsiraztatasanak céljara.
Emiatt az eredeti 25ml kezelt mennyiségb6l a kovetkez6 idopillanatig eltelt
id6éintervallumon mar nem lettek volna azonosak a kisérleti koriilmények a 3.5.

kisérletsorozattal, mivel ott 0,05ml-es mintamennyiségek mintankénti kivételével nem
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befolyasoltuk nagymértékben a hangteret.

A vizsgalatokat a 3.5.4. pontban feltiintetett, élesztogombara vonatkozd
kavitacios hatarkoncentracio értékek tobbszords mennyiségeinek megfeleld csira/ml
koncentraciokkal, 9 és 6W/cm® ultrahang teljesitményeken végeztikk Ggy, hogy az ot
kiilonboz6  sejtkoncentracional 9W/ecm® teljesitménnyel és a legalacsonyabb ¢és

legmagasabb sejtkoncentracioknal 6W/cm® teljesitménnyel is elvégeztiik a kezeléseket.
3.8. AZ ULTRAHANG SZELEKTIV SEJTBIOLOGIAT HATASA

Végs6 vizsgalatként a Saccharomyces cerevisiae élesztbgomba és a
Pseudomonas  aeruginosa baktérium esetében Osszevetettik a talélési- és
rezisztenciagorbéket, az alkalmazott teljesitmények és a koncentraciok fiiggvényében,
majd felrajzoltuk a rezisztenciasikokat €s meghataroztuk a szelektiv ultrahanghatas

kritériumait egy fajon beliil és a fajok kdzott.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. FOLYADEKARAMOLTATASOS KISERLETSOROZAT EREDMENYEI
4.1.1. SEJTRONCSOLO HATAS

A 18. abran az effektiv kezelési id6 fiiggvényében a relativ tuléld sejtszamok
lathatoak az egyes ultrahang teljesitményeknél. A kezelés folyaman kialakult abszolut és
relativ él0sejtszamok a VII. melléklet 1. tablazataban, a ,,D” tizedelési idok és a ,k”

pusztulasi sebesség értékek pedig a VII. melléklet 2. tablazatban lathatoak.

100 &

Q 012 W*cm-2

<

c 80 - A 10,5 W*cm-2

N 60 - 09,6 Wcm-2

%‘ g . ©7,5W*cm-2

N 40 A= B V4

= <o

% 20 7*55—%—
63

9 B ‘

0 100 200 300
Effektiv kezelési id6 (sec)

18. Abra: Eleszté sejtszam valtozéasa az effektiv kezelési id és a kibocsatott teljesitmény

fliggvényében

A 18. abran lathat6é, hogy a nagyobb teljesitményli ultrahangkezelés hatdsara
gyorsabb sejtkarositas mutatkozik (Neményi & Lérincz, 2002°). A 19. 4bra a tizedelési

1dok kisugarzott teljesitmény fliggvényében vald valtozasat mutatja be.

250
200 Q@ y=103476x>%¥
R%=0,9428
S 150
Q
@2
o 100
50 *
0 ‘ ‘ ‘
5 7 9 11 13

Kibocsatott teljesitmény (W/cm?)

19. Abra: ,,D” értékek alakulasa a kibocsatott ultrahang teljesitmények fliggvényében
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A 19. abran az latszik, hogy a nagyobb kisugarzott teljesitményeken a sejtszamok
csokkenése az id0 fliggvényében sokkal gyorsabb, vagyis a tizedelési id6 sokkal
rovidebb. Az ultrahang tehat a teljesitménye fliggvényében intenziven befolyasolta a
sejtek talélését (Neményi & Lérincz, 2001*Y).

4.1.2. INTENZITASVALTOZAS FOLYADEKARAMOLTATASOS RENDSZERBEN

A 13. képlet alapjan meghataroztuk a kiivetta kezeldterébe (20. abra) jutd
ultrahang intenzitas relativ értékét. Ebbdl illetve az ismert kibocsatott intenzitasok alapjan
meghataroztuk az effektiv kiivettaba jutd intenzitast (LSrincz & Neményi, 2001*° és
Lakatos et al., 2002). A szamitasnal az abszorpciot nem vettilk (Neményi et al., 2003)
figyelembe elhanyagolhatdan kis értéke miatt (kvarciivegben 0,7dB/m, ami 0,0001m-en
0,00007dB, vizben 0,9dB/m ami 0,1m-en 0,09dB ezek pedig a 130dB koriili kibocsatott
intenzitasok mellett elhanyagolhato értékek.)

Sugarzé Viz I Uvegfal Kiivetta belsé tér

20. Abra: A sugarzo6 és az ultrahangos kezel§ kiivetta (R=reflexios fok, A=atbocsatasi fok)

A vizbe meriil6 adott geometriaju kvarclemezen kialakulo visszaverddési fok
1,66%, ebbdl az atbocsatasi fok 98,34%, innen az 1. tablazatban, a kisugarzott ultrahang

intenzitasok fliggvényében a kiivettaba jutd ultrahang intenzitdsokat mutatja.

1. Tablazat: A kiivetta belsejébe bejuto intenzitas értékek

Kibocsatott ultrahang intenzitds |Klvettaba juté ultrahang intenzitas
7,5W/cm? 7,37W/cm?
9,6W/cm? 9,43W/cm?
10,5W/cm? 10,32W/cm?
12W/cm? 11,79W/cm?
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4.1.3. MIKROBIOLOGIAI ELEMZES PUSZTULASI DINAMIKARA

Felrajzoltuk a kiilonbozé  kisugarzott ¢és kiivettdba jutdé  ultrahang
teljesitményekhez tartozé tulélési gorbéket (21. abra).

7,5
7 i
6,5
z
=) 6
5,5 ~
7 5 (7,37) W*cm-2 \ N
| —le===9,6 (9,43) W¥ecm-2 ~
51- a = 10,5 (10,32) W*cm-2 N \~ N
—( -2 (11,79) W*cm-2" '
4.5 T T T T =
0 30 60 90 120 150 180

Effektiv kezelési id6 (sec)
21. Abra: Az élesztd talélési gorbéi kiilonbozo teljesitményszinteken (N= élésejtszam)

idointervallum értékek tizedére csokkenéséhez sziikséges ultrahang teljesitményvaltozast,
a tizedelési iddintervallum és kiivettaba jutott teljesitmény értékek alapjan, a [10].

egyenlet atalakitasaval, a [17]. egyenlet szerint:
Q =Di/D,, [17.]

ahol D, az alacsonyabb, D, a magasabb ultrahang teljesitményhez tartozo tizedelési id6
érték és a Q innen a pusztuldsi sebesség ultrahang teljesitmény koefficiense. Ebbdl a ,,z”

érték meghatarozasat a [11.] egyenlet atalakitasaval a [18.] egyenletbdl kaptuk:

z=(P>-P,)/1gQ, [18.]

ahol P, a magasabb, P, az alacsonyabb ultrahang intenzitas, vagy teljesitmény. Ha
behelyettesitjiik a mért tizedelési és teljesitmény sarokértékeket, a kovetkezd értékhez
jutunk:
Q=209,36/53,65=3.9 és
z=(11,79-7,37)/1g3,9=1,14/0,589=7,47
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ahol 3,9 azt jelenti, hogy a 4,42W Kkiivetta belsejébe jutd ultrahang teljesitmény-
névekmény miatt, vagyis a kibocsatott teljesitményt 7,5W/cm?*-r61 12W/cm?-re novelve a
D tizedelési érték az alacsonyabb teljesitményhez tartozo D érték 3,9-ed részére csokken.
A 747 érték pedig azt jelenti, hogy (11,79-7,37=4,42), azaz 4,42W/cm’+7,47W/cm®
=11,89W/cm’ teljesitményndvekményre a D érték a tizedére csokken, az alacsonyabb
(7,37W/em?) teljesitményre jellemzé D értékhez képest. A 7,37W/cm® kiivettaba jutd
ultrahang teljesitményhez 209,36sec, 11,79W/cm*-hez 53,65sec effektiv tizedelési id6
tartozik, illetve igy 7,37W/em*+7,47W/cm*=14,84W/cm*-hez 20,9sec tizedelési idd
tartozhat. A 22. abran az élesztd ultrahang rezisztenciagdrbéjét abrazoltuk. Az élesztd
pusztulasi gorbéje TDT= D*10 esetén ugy alakul, hogy a 22. abran lathatd pontok IgD+1-
el feljebb keriilnek, a gérbe meredeksége nem valtozik.

3,5

& Mért értékek
3\ W Szamitott érték
2,5
a \
52
1,5 \
0 2 4 6 8 10 12 14
Kuvettaba juto teljesitmény (W/cmz)

1

22. Abra: Az élesztd rezisztenciagdrbéje az ultrahangra (,,D” méasodpercben)

4.2. NEM ALLANDO HOMERSEKLETU ULTRAHANG SUGARZOFEJJEL VEGZETT
KISERLETEK EREDMENYEI

A 6,5W kisugarzott teljesitménnyel, vagyis 2,07W/cm® feliiletre es6

srer

sejtszamokra a 23. abran, a 8,5W kisugarzott teljesitményre, vagyis 2,7W/cm? feliiletre

esO teljesitményre a 24. abran lathatoak.
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23. Abra: 2,07W/cm’® melletti relativ é16 sejtszam alakulas
A magasabb kiindul6 sejtszuszpenzio koncentraciok esetén altalaban, viszont az

alacsonyabb teljesitményszinteken mindig hosszabb idészakot igényel a kiindulo é16

sejtszamok hasonlo mértékli csokkenése.
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24. Abra: 2,7W/cm” melletti relativ é16 sejtszam alakulas

Megfigyelheté, hogy a 2,7W/cm® felilletre es§ teljesitményhez tartozo
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kezeléseknél a 2,41%10"/ml sejtszam esetében a kezelés kezdetén ,,lankasabb” pusztulasi
zona van, mert a kavitacid 6t percet késett, az 6sszes tobbi esetben a kavitacié dominalt.
A fenti tapasztalatunk alapjan egyetértiink Rooney (1970) és Miller és Williams (1989)
kijelentéseivel, hogy a pusztulasi dinamika alakulasa hasznalhat6 a kavitaci6 detektalasra
is. A 2,07W/cm® feliiletre es6 teljesitményhez tartozd kezelések sejtszam értékeinek
esetében nagyon hasonl6 tulélési dinamikat mutatnak, a gyors €16 sejtszam csokkenési
szakasz utan lassabb pusztulds, majd utana ismét egy gyorsabb pusztulasi szakasz lathato.
A gorbék tapasztalataink szerint tehat tobb huzamuak lehetnek, hasonléan Thacker (1973)
megfigyeléséhez.

A tizedelési id6intervallumok meghatarozasat szintén Deak (1997) szerint
végeztiik, melyhez felhasznalt adatok a VII. melléklet 3. 4. és 5. tablazatban talalhatoak.

“ ey

mintainak tizedelési idointervallum értékeinek abrazolasa a 25. abrat adja.

128 ‘ y= 139,719-0,143&
_ R? = 0,2685
c 140 'Y
% 120 \
ke i
- 128 ¢ ® €2,07W*cm-2
‘0
[} *om-
8 60 W2,7W*cm-2
N0 ] |
AT e - 3750007

20 .

0 R?=0,643

0 0,5 1 1,5 2 25 3
Kiinduld koncentracio (*107/ml)
25. Abra: 2,07 és 2,7W/cm” teljesitményszinten végzett kiilonboz6 kiindulo
koncentracidval rendelkez6 mintakon végzett kisérletek tizedelési iddintervallumainak

alakulasai

A 25. abra alapjan lathato, hogy az alkalmazott teljesitmények nagymértékben
befolyasoltak a talélés dinamikajat. A magasabb teljesitmény szintekhez joval
alacsonyabb tizedelési idSintervallumok tartoznak. A 2,7W/cm’ teljesitményszinthez
tartozo tizedelési idGintervallum értékek 30-52 perc koriili értéket mutatnak, melyek az

alkalmazott koncentracié6 novekedésével kismértékben novekvo tendencidjuak. A 6,5W
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kisugarzott teljesitményszinthez, vagyis 2,07W/cm’ feliiletre es6 teljesitményhez tartozé
D7 értékek 158-91 perc kortili tizedelési iddintervallum értékeket adtak, csokkenve a
ndvekvd kiinduld sejtkoncentracioval.

A nem allandd6 homérsékletii berendezéssel végzett kisérletek tizedelodési
iddintervallum eredményeit a 22. abrabol varhato értékekkel az azonos kezelt
mennyiségek alapjan osszehasonlitva, lathato, hogy a 2,7W/cm’-nal kapott 30perc koriili
értekek a 22. abrabol varhato értékeknél némileg magasabbak, de aranyaikban annak
megfeleléek. Viszont 2,07W/cm?*-nél kapott 100perc koriili értékek a varhatonak tobb
mint a duplai, igy itt szoba johet a sugarzOtér térintenzitasanak egyenetlensége, az
ultrahang hoévesztesége, illetve az, hogy az alacsonyabb intenzitds gyengébb akusztikai
aramlast produkal, igy a sejteknek a ,holttérbdl” a magas intenzitasi akusztikai zéonaba
torténd szallitasa valoszini, hogy nem volt biztositott megfeleld mértékben. gy e
berendezésben az effektiv kezelési id6 meghatarozasa fontos feladat lett volna, azonban a
térintenzitds meghatarozasa meghaladta eszkozfelkésziiltségiinket, emiatt egyenletes

térintenzitast kezeld berendezés tervezését és kivitelezését végeztiik el.

4.3. ULTRAHANG HOHATASVIZSGALATANAK EREDMENYEI
4.3.1. A MEROESZKOZOK OSSZEHASONLITASA

Elészor meghataroztuk, hogy a termoelemes ¢és az infrahdmérds adatok
Osszeegyeztethetok-e azonos mérési koriilmények kozott. Ennek érdekében desztillalt
vizet alkalmaztunk mintaként, 20°C allandé vizkdpeny hémérséklet mellett, 1117kHz
frekvencia és 9W/cm® kicsatolt teljesitmény szinten. A mérés eredményei a 26. abran
figyelhet6k meg.

A termoelemet a hangtérbe helyezve, ott abszorberként funkcionalt ¢s nemcsak,
hogy megzavarta a hangteret, de hangenergia elnyeléséb6l adéddéan hamis eredményt is
mutatott. A kisérlet kezdetén 70°C feletti értékre ,,ugrott” a termoelem homérséklete,
ezutan viszonylag gyorsan lehiilt majd ezutan ismét felmelegedett. A jelenségek oka az
lehetett, hogy a termoelem ultrahang abszorpcidja bar allando érték, azonban a kezelés
kezdetén még nem alakult ki a rektifikalt diffizié miatt a hangabszorpcioban elsédleges
szerepll akusztikai kavitacio, tehat intenziv termoelem hdemelkedés kovetkezhet be. A
besugarzas elsé iddszaka utan kialakult a kavitacid, majd folyamatosan ndvekedett a

hangtérben az akusztikai aramlas intenzitasa. Az akusztikai folyadékaramlas a kezelés
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folyaman, a termoelemen keletkezett hét intenziven elszallithatta, a hiitott cséfalnak
pedig leadhatta, emiatt a termoelem lehiilhetett. A termoelem folyadéknak leadott héje
miatt maga a folyadék is nagyobb mértékben melegedhetett a nem bolygatott hangterii
mintahoz képest, igy a termoelem homérséklete folyamatosan novekedhetett az expozicid

alatt, kiegyenlit6dési gorbe—szertien.
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26. Abra: Kontakt és infra hdmérével mért hdmérsékleti értékek dsszevetése

Infrah6mérével valdo mérés soran folyamatos homérsékletemelkedés
tapasztalhato, kiegyenlitédési gorbe-szerlien az ultrahangkezelés alatt. Az infrahémérds
mérés alatt kizarolag a hangtér abszorpcidjabdl szarmazod hoémérsékletvaltozast
mérhettiik, ami abbol is jol latszik, hogy az azonos 1500 sec iddintervallumon keresztiil
torténd ultrahangkezelés folyaman a két homérési modszer altal mért végso,
ultrahangmentes hémérsékleti értékek csupan néhany °C-kal témek el egymastol,
méghozza a termoelemes minta homérséklete a magasabb, ami a termoelem
Onabszorpciojabol szarmazo tobblet ho elméletet bizonyitja.

Kovetkezésképpen a fentiek alapjan megallapitottuk, hogy a tovabbi
ultrahangkezelés alatti homérsékletvaltozasi vizsgalatokhoz, a hamis eredmények
kizaréasa érdekében, kizarolag az infrahomérét alkalmazzuk.

A harom kisérletsorozat 0sszes eredménye abra formaban a III.A. mellékletben
talalhato.

A vizsgalatsorozatokban a f0 vizsgalati szempontunk az volt, hogy a sorozat

differencial szono-termogramjait 6sszevessiik egymassal.
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4.3.2. HOMERSEKLETVALTOZASI VIZSGALATOK EREDMENYEI

A 27. és a 28. abran, a 9W/cm® teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzid
hémérsékletének alakuldsa (szono-termogramja és differencial szono-termogramja)
figyelhetd meg 20°C-os vizkopeny €s kiinduld hangtér hdmérséklet mellett, 10g/1 élesztd
szuszpenzié koncentracional. A kezeléseket a 150. masodpercben inditottuk, a
hémérsékletbeallas miatt. A 27. és a 28. abran, illetve a teljes 10g/1 kisérletsorozatbol is
megfigyelhetd, hogy a hangtér homérséklete soha nem emelkedett, még hosszabb
kezelési peridodus hatasara sem a kiinduld vizkdpeny homérséklete folé 10°C-kal. A
kezelés alatti hangtér homérséklet csak mintegy 25,5 °C-ig emelkedett mind a viz, mind a
szuszpenzid esetében, sot a szuszpenzid hdmérséklete a differencial szono-termogrambol
lathatoan, a kezelés alatt alacsonyabb volt, mint a vizé (27., 28. abra). Ebbdl adéddan
nem lehet a 4.1., illetve a 4.2. fejezetben tapasztalt sejtpusztulast megmagyarazni csak a
hohatassal, mivel 20°C-os vizkdpeny homérséklet mellett is tortént a kezelés alatt
sejtpusztulds. A hohatas miatti sejtpusztulas inkabb hangabszorpcio kovetkezménye
lehetne. Ginzburg (1980) szerint az élesztdgombanak 70,6% (4.5.2. fejezet)

szuszpenzionak 104,51, a 20g/l-esnek 104,37J/25gK a fajhdje, a vizé pedig
104,65J/25gK. A szuszpenzioktol tehat a viznél magasabb homérsékletet varhatnank.
Ehelyett ennek az ellenkezdje kdvetkezett be az erdteljes héhatassal rendelkez6 forralas-
szerl akusztikai kavitacid intenzitasdnak szuszpenzidk altali csokkentése miatt. Az
ultrahang héhatasanak modellezése a I11.B. mellékletben talalhato.
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27. Abra: 9W/cm’ teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hdmérsékletének alakulasa

20°C-os vizkopeny mellett, 1g/100ml koncentracidonal
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28. Abra: A fenti abra differencial szono-termogramja

A kavitacio hohatasanak szuszpenzié altali csdkkenésére tovabbi bizonyiték a
differencial szono-termogramok kisérletsorozatokon beliili egybevetése, mely a 29. abran
lathatd. A 29. abran lathato, hogy a 10g/1 koncentracioval rendelkezé 30 és 40°C-os
mintan kiviil, a kezelés kezdetéti szakaszatol eltekintve, ahol a 30, 40, 50, 60°C-os minta
is magasabb hémérsékletli volt, mint a viz, nem volt mas minta, mely viszonylag
folyamatosan a viz kezelése alatti homérsékleténél magasabb homérsékletii lett volna. Ez
alapjan allithato, hogy a 30 és 40°C-os vizkopeny homérsékletii kisérleteken kiviil ez a
10g/1 koncentraci6 csokkentette a kavitacio aktivitasat, ezaltal a h6képzodés mértékét is.

Még érdekesebb eredményre juthatunk, ha a 10 és a 20g/l koncentracidval
rendelkezd sejtszuszpenzid mintak vizsgalatanak eredményeit is dsszevetjiik (29. abra).
Megfigyelhetd, hogy a 20g/l koncentracioval rendelkezd mintak, az 50°C-os vizkdpeny
hémérsékletli minta kivételével mindig alacsonyabb homérsékletiiek voltak, mint az
mintak.

A kezelés alatt tapasztalt alacsonyabb szuszpenzid hdmérséklet eredmények oka a
Brayman és Miller (1992) altal felfedezett kavitacios buborékok koriili rozettaképzodés
lehet, amibdl a kavitacios aktivitds csokkenése kovetkezik. Harom esetben tapasztalt,
viznél magasabb szuszpenzié homérséklet oka pedig a szakirodalom altal szintén sokszor
emlitett kavitacids magképzés folyamata lehet a szemcsék altal, melynek az adott
homérsékletek mellett kedvezhet az alkalmazott sejtszuszpenzidé koncentracio. A fent

emlitett rozettaképzési ¢és kavitaciés magképzési elméletek foleg a kezelések 450.
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masodperc feletti id6szakaira vonatkozhatnak.
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29. Abra: A 9W/cm’ teljesitménnyel, 1-60°C-os vizkdpeny mellett kezelt 1 és 2g/100ml
¢élesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti hdmérsékleteinek kiillonbségei (differencial

szono-termogramjai)
4.3.3. A KAVITACIO DINAMIKAJANAK HATASA A HOKEPZODESRE

Amikor a kezelés kiindul6 pillanataitol alacsonyabb homérsékletii volt a viznél a
szuszpenzid, vagy a kisérlet kezdete utan meredeken esni kezdett a szuszpenzid
homérséklete a vizhez képest, akkor a kavitacid megindulasa késett az ultrahang
sugarzofejre csatolasanak idépillanatahoz képest ugyantgy, mint a 24. dbra 2,41%10"/ml
(20g/1) mintaja esetén. Amennyiben példaul kizarélag a 20°C-os vizkdpeny
hémérséklettel jellemezheté mintak eredményeit vizsgaljuk, a 10 és 20g/l koncentracio
mellett, a 30. és a 31. abrat megvizsgalva globalis kdvetkeztetést vonhatunk le a kavitacio

dinamikajara.
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30. Abra: 9W/cm” mellett viz, illetve 1 és 2g/100ml sejtszuszpenzié hémérsékletének

alakulasa 20°C-os vizkdpeny mellett

A Szuszpenzio 10g/l
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31. Abra: A 9W/cm® teljesitménnyel, 20 °C-os vizkdpeny mellett kezelt 1 és 2g/100ml
koncentracioji €élesztd szuszpenziod és viz kezelés alatti hdmérsékleteinek kiilonbsége

(differencial szono-termogramja)

crcr

szuszpenzid esetében egymashoz hasonld gorbéket kaptunk. A kettd kozott minddssze az
a kiilonbség, hogy a 20g/1 koncentracidval rendelkez6 sejtszuszpenzional a homérséklet-

kiilonbség a kezelés els6 idGszakaban sokkal nagyobb mértékiivé valik, mint az
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alacsonyabb 10g/l esetében. Amig nem jelentkezett kavitacié a hangtérben, hidba volt
bekapcsolva az ultrahang, a nagymértékii hoképzodés elmaradt, ebbdl adodoan egyre
nagyobb lett a homérséklet-kiilonbség. Viszont amint megindult a kavitacid, azonnal
megindult a héképzodés is. A 30. és a 31. abrat tanulmanyozva megfigyelheté még, hogy
a magasabb szuszpenzio koncentracio esetén késobb indult be a kavitacio, ennek okan
pedig késett a héemelkedés, ezaltal minél késébb indult meg a kavitacio annal nagyobb
lett a kiilonbség a viz és a szuszpenzid hémérséklete kozott. A 10g/1 koncentracional a
195. masodpercben indult a kavitacio, ez a kezelés kezdeti pillanatatol 45 masodperces
késést jelent és a viz homérsékletétol 1°C-os elmaradast, mig a 20g/l szuszpenzid
koncentracid esetében az elmaradas 150 masodperc és 2,5°C koriili érték. Hasonl6 esetek
fordultak el6 mindkét sejtkoncentracié kisérletsorozatai esetén, amikor mar a kezelés
kiinduldsa utdn negativ irdnya hoémérsékletkiilonbség novekedés mutatkozott a
szuszpenzio ¢€s a viz kozott.

Ugyanez a hatés kdvetkezett be dolomit szuszpenzid esetében is, amit a 32. abra
mutat. A 32. abran megfigyelhet, hogy a 20g/l1 koncentraciéval rendelkez6é dolomit
szuszpenzid esetén a kezelés folyaman az 1500. masodperc koriil leallt a kavitacio, a
hémérséklet abban a pillanatban esni kezdett a hlitétt vizkGpeny miatt, majd a kavitacid
1ismételt beinduldsa utan a hémérséklet rovid 1d6 elteltével ismét emelkedésnek indult,
viszont az nem érte el a viz hdmérsékletét. A jelenség dinamikajanak az lehet az oka,
hogy a kisérlet kiindulasakor a magasabb folyadékbeli oldott oxigén szintnél, magasabb
hangtérbeli szemcsekoncentracio mellett is kialakulhat az akusztikai kavitacio. A
kavitacio soran csokkend oldott oxigén szint alakul ki a folyadékokban és dinamikus
szemcse szedimentacié — felkavarodas torténik az ultrahangtérben. igy a kezelés soran
csokkend oldott oxigén szint kialakulasa mellett, a kavitacio soran jelenlévd akusztikai
aramlas hatdsara az aljzatrol felkavarodd szemcsék, az akusztikai nyomas amplitado
hangtérbeli értékét a hangszords és hangabszorpcié miatt a kavitacios kiiszob ala
csokkenthették. Ennek hatasara a kavitacio leallhatott, majd a kavitaciomentes hangtérben
a visszafogottabb akusztikai aramlds miatt, a szemcsék ismételt kiiilepedése soran az
akusztikai nyomas amplitido a kavitacios kiiszob f6lé emelkedhetett, igy jbol
kialakulhatott a kavitacié a csokkent oldott oxigén szint ellenére is. Azonban a csokkent
oldott oxigén szint mellett kialakult kavitacié intenzitdsa miatt alacsonyabb lehetett a

tiszta vizhez képest, ezért a szuszpenzié6 homérséklete elmaradt a tiszta vizt6l. A
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szuszpenzid homérsékletének alakulasat mutatdo gorbe két kavitacios szakasza kozt ez
lehet a kiilonbség.
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32. Abra: 9W/cm’ teljesitménnyel kezelt viz és dolomit szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 20°C-os vizkopeny mellett, 1 és 2g/100ml

szuszpenzid koncentracional

A 29. és a 32. abran megfigyelhetd, hogy a kavitacidos anomaliak miatt, csak a
vizsgalat végsd fazisaban alakult ki az akusztikai jelenségek atvaltasatol fiiggetlennek
tlind homérséklet érték. Viszont ebben a zonaban, foleg az élesztégomba szuszpenzidk
esetén nincs mérhetd kiilonbség az egyes anyagok, de még az egyes koncentraciok
hémérsékletkiilonbség értékei kozott sem.

Fiiggetlen vizsgalatbol 10 és 20g/l dolomit szuszpenzidé koncentracioknal
felvettiik a szemcsék aprozodasat, mely kezdeti €s végpontjait a 33. abra, illetve az egész
kezelést a IV. melléklet mutatja. Az abrakon jol megfigyelheté a dolomit szemcsék

aprozodasa, toredezése a kezelés hatasara a kavitacio miatt.
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33. Abra: A 25ml 10g/1 és a 20g/l koncentracioji dolomit szuszpenzio, 20°C-os
vizkdpeny és 9W/cm® ultrahang teljesitménnyel tortént kezelésének kiinduld és végsé

allapotai

Ezek alapjan sziikségesnek tartottuk az akusztikai jelenségek kialakulasanak,
atalakulasanak koriilményeit megvizsgalni, e nélkiil a kialakulé fizikai jelenség, mint
példaul a szuszpenzidkban vizsgalt héhatas hektikusnak tlinhet, igy nem tervezhetd
nélkiile a célszeri ultrahangos munka. Ezért a kovetkezOkben az ultrahang

szuszpenzidbeli reakciojat, akusztikai jelenségeit vizsgaltuk kisérletek segitségével.

4.4. AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK VIZSGALATI EREDMENYEI
4.4.1. KAVITACIOS ZAJ VIZSGALATANAK EREDMENYEI

Az oszcilloszkop segitségével végzett vizsgalatok soran a hattérzajhoz képest a
kavitacios €s hattérzaj egylittes gorbéje latvanyos jol kivehetd eltérést mutatott a
periddusidébeli oszcillaciok strliségében, illetve spektrumanaliziskor a vizsgalt 0,2-
20kHz-es tartomanyon beliili kibocsatott frekvenciak intenzitdsanak valtozasaban.
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4.4.2. AKUSZTIKAI JELENSEGEK HANGTERBELI KIALAKULASANAK VIZSGALATI
EREDMENYEI

A kavitacidos hatarkoncentracio, illetve a kavitacido kialakulasi id6pillanat
meghatarozasanal a 34. abra altal stilizalt akusztikai jelenségeket tapasztaltuk (Lorincz,
2003").

kiindulé allapot ,,sz0kokut-jelenség”

vV *

kavitacios hatarkoncentracio allohullam kavitacio kialakulas
34. Abra: A hangtérben tapasztalt akusztikai jelenségek

Nyugalomban 1évé 20°C-os 25ml csapvizbdl indultunk ki, majd az ultrahang
rakapcsolasa utan akusztikai aramlas miatt szokokut jelenség alakult ki, amelyet kovetéen
néhany masodperc utan a rektifikalt diffizio hatdsara hossza idon keresztiil
megfigyelhetd stabil, illetve a miiszeresen is érzékelt kavitacios zajbol kovetkezden
tranziens kavitacio alakult ki. A szuszpendalandé szemcsés anyag hangtérbe szorasanak
megkezdése utan a kavitacios buborékok és a szuszpendalt szemcsék is jelen voltak a
hangtérben, intenziv akusztikai aramlasban. A szemcsék tovabbi hangtérbe adagolasakor
egy adott beszort szemcsemennyiség elérésekor a kavitaciés hatarkoncentracional
megsziint a miiszeresen is érzékelhetd kavitaciods zaj, az intenziv akusztikai aramlas valt

dominanssa, ez a kavitacids hatarkoncentracio.
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A kavitacio kialakulasi id6intervallum, vagy visszakavitalasi id6intervallum
vizsgalatakor az el6szuszpendaltatds utdn, az ultrahang bekapcsoldsakor el6szor
akusztikai 4aramlas, majd egy adott iddintervallum utan a szemcsék nyomasi
csomosikokba terelésével allohullam alakult ki, olyan modon, ahogy Gould et al. (1992)
publikaltak. Az alldhullam szemcsekoncentracios, térfogattomeg ndveld hatasara az
akusztikai erétérbdl a szemcse aggregatumok folyamatosan kitilepedhettek, hasonldéan
miatt az akusztikai nyomas amplitido kavitacios kiiszob folé¢ emelkedhetett, kialakult a
miszeresen elemezhetd kavitacios zaj. A kisérlet beinditasatol a kavitacio kialakulasi
idopillanataig eltelt iddintervallum a kavitacid kialakuldsi iddintervallum, vagy
visszakavitalasi idéintervallum (Lérincz & Neményi, 2002%). E tapasztalatunk szorosan
illeszkedik a 4.3.3. fejezetben vazolt megfigyelésekhez és feltételezésekhez (Neményi &
Lérincz, 2002°).

A kavitaciés hatarkoncentraci6 meghatarozasanak eredményeit liofilizalt
¢élesztére és dolomitlisztre a 35. abra, préselt élesztore a 36. abra mutatja be, kiilonb6z6
ultrahang teljesitmények fiiggvényében. Az eredmények vizsgalatakor megfigyelheto,
hogy az egyes vizsgalt anyagok esetében a kavitaciés hatarkoncentracio értékek a
kezelési teljesitménnyel egyenes aranyban valtoztak, tehat a teljesitmény novelésére a
kavitacios hatarkoncentracié novekedése figyelhetd meg, illetve forditva.

Masik nézépontbol szemlélve gy is megfogalmazhatd a tapasztalatunk, hogy a
magasabb részecskekoncentracioknal egyre magasabb intenzitas sziikséges az akusztikai
kavitacio jelenlétéhez. A kiegészitd vizsgalatok kavitacios hatarkoncentracioé eredményei
minden vizsgalt anyag, minden kezelési teljesitmény szintjén kisebb értékeket mutatnak,
mint az alapvizsgalat eredményei. Oka, hogy a feliileti fesziiltség miatt a
folyadékfelszinen szemcsék maradtak fenn, ezért nagyobb mennyiségii szemcsét kellett
beszornunk az  alapvizsgalatnal, hogy ugyanolyan szemcsekoncentracioji

szuszpenzidkhoz jussunk, mint a kiegészitd vizsgalat kavitacids hatarkoncentracio értéke.
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35. Abra: Kavitacios hatarkoncentracié eredmények szaritott éleszté és dolomitliszt

esetén, 4 ismétlésbol
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36. Abra: Kavitacios hatarkoncentracié eredmények préselt élesztd esetében, 4

ismétlésbol

A 37. abra a kavitacid kialakulasi idéintervallum értékeket mutatja masodpercben

az alkalmazott ultrahang teljesitmények fiiggvényében a liofilizalt élesztd, a 38. abra

pedig a dolomitliszt esetében.
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37. Abra: Kavitacio kialakulési idéintervallum liofilizalt élesztd esetében, 4

ismétlésbol

Kavitacié kialakulasi idépillanat
[sec]
~
N
o
-
o

0 5 10 15
Kezelési teljesitmény [W/cm?]

38. Abra: Kavitacio kialakulasi idéintervallum dolomitliszt esetén, 4 ismétlésbél

Az eredmények a kavitacios hatarkoncentraciok 1,5-szeres
szemcsekoncentraciojara vonatkoznak a hangtérben. Lathatd, hogy a beadagolt
anyagmennyiségben nagy eltérések voltak az egyes vizsgalt anyagok esetében kiilonb6zo
ultrahang teljesitmények mellett. Liofilizalt éleszté esetén példaul 3W/cm” teljesitményen
3g/l, mig 12W/cm? teljesitményen 6,3g/1 a kavitacids hatarkoncentracio masfélszerese. A
két kiilonb6z6 formatumu élesztégomba kavitacios hatarkoncentracioja kozotti majdnem
haromszoros eltérés oka az lehet, hogy a préselt élesztogomba atlagos nedvességtartalma
nedves bazisra 70,6%, mig a liofilizalté pedig 7%. Ezek alapjan, ha a kavitacios
hatarkoncentracié vizsgalatakor kapott eredményeket, a hangtérbe szuszpendalt élesztd

szarazanyagra vonatkoztatjuk, akkor (V. melléklet 1. abra) nagyon hasonld kavitacios
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hatarkoncentracio értékeket kapunk a két kiilonbozd élesztégombara. Ez alapjan
kijelenthetd, hogy a szuszpendalt anyagok szdrazanyag tartalma mérvadd a hangsugar
elvaltozasban.

A kavitacio kialakulasi iddintervallum értékek egyes anyagoknal mért nagy
hasonlésaga abbol eredhetett, hogy minden anyagnal, minden teljesitményszinten, a
kavitacioés hatarkoncentracidohoz képest mindig ugyanabban a mértékben (KHK*1,5)
emelt hangtérbeli szemcsekoncentracioval dolgoztunk (Lérincz & Neményi, 2002%). A
préselt éleszté kavitacid kialakulasi id6intervallum eredményei hidnyoznak az abrakrol,
mivel olyan erdteljes savok jottek 1étre az allohullamtér nyomasi csomosikjaiban, hogy
nem tortént meg a szedimentacio, nem kovetkezhetett be a kavitacio kialakulasa harminc
perces ultrahangkezelés esetén egyik teljesitmény szinten sem. Ezzel vizsgalataink
igazoltak Hawkes et al. (1998") megfigyelését, hogy foldi gravitacios koriilmények (1g)
kozott nagyon stabil savok alakulnak ki ultrahang térben, hidratalt Saccharomyces
cerevisiae szemcsék esetén. Ebbdl adéddan a Coakley (1997) altal publikalt részecske
szeparacio, az akusztikai jelenségek jelen szakaban kivitelezheté lehet. Mas specialis
felhasznalasi lehetdséget is nyujthat ez az akusztikai jelenségszakasz, amelynek kapcsan
példaul a sejtek gélbe zarasa valdsithaté meg tetszélegesen nagy feliileten, a szubsztratbol
vald leghatékonyabb termékképzés céljara (Radel et al.,1999%). Tovabbi ok lehet a tartos
allohullam jelenlétére, az hogy az élesztdgomba Brayman és Miller (1993) szerint, az
élettevékenysége soran felhasznalhatta a potencialis kavitaciés magként szerepld oldott
oxigént, a mar egyébként is gaztalanitott, csokkentett oldott oxigén tartalmu vizbdl,
amely elképzelés szintén Osszeegyeztethetd lehet a 4.3.3. fejezetben vazolt feltételezéssel.

A liofilizalt élesztdgomba és a dolomitliszt szuszpenzio kavitacio kialakulasi
id6intervallumai kozétti eltérés oka az lehet, hogy az akusztikai aramlas miatt mozgasban
1év6, dehidrataltan 0,65g/cm’ fajstlyt élesztd szemesék az egységnyi erdsségii akusztikai
erdtér részérol, allohullamban kdnnyebben csapddzhatok a nyomasi csomosikokban, mint
a nagyobb tehetetlenséggel rendelkezd 2,85g/cm’ fajstlyt akusztikai aramlasban 1év6
dolomit részecskék. Az ultrahangtérben kialakuld akusztikai jelenségek egymas utani
sorrendje: akusztikai aramlas, allohullam és az akusztikai kavitacio. Tapasztalataink
szerint a préselt élesztonél az allohullam savjai tartésabbak voltak, a dolomit lisztnél
pedig az akusztikai aramlas jelensége volt erdteljesebb, mint a tobbi akusztikai jelenség.

Igy mérési eredményeink fentiek szerinti atértékelése alapjan is igazolva latjuk Radel et
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al. (1999%) megallapitasat, hogy pékélesztd sejtek akusztikai allohullam altal, térbeli
rendszerbe hozhatoak, azzal a hozzatétellel, hogy tartdsan fenntarthatd ez az aktiv térbeli
struktira, a sejtek gélbe zarasa nélkiil is, a szubsztrat savok kozotti hidrodinamikai
odaszallitasanak és a termék elszallitasanak elonyével. Ebben az esetben bioldgiai reakcid
katalizatoranak stabil pozicionaldsara és a legnagyobb diffuzios felillet biztositasara
hasznélhat6 az akusztikai alléhullam.

A vizsgalati modszereink altal lehet6ség nyilik a hangtérben diszpergalt anyagok
kvalitativ és kvantitativ paramétereinek szemcseanalitikai meghatarozasara is (Lorincz &
Neményi, 2003%). Az eredményeket ultrahang analitikai nézépontbol szemlélve, az
anyagok meghatarozasaval kapcsolatosan lathat6, hogy a legtobb esetben mar a
kavitacios hatarkoncentracio eredményekkel is nagy pontossaggal jellemezheté egy
anyag. Azonban a szaritott éleszté és a dolomit szuszpenzio 9W/cm® mellett mért
kavitacios hatarkoncentracié eredményeinek hasonlosaga mellett a kavitacio kialakulasi
idopillanat eredményeket, mint kiegészito vizsgalati eredményeket felhasznalva, tokéletes
biztonsaggal képesek lehetiink meghatarozni egy adott anyagot ezzel a modszerrel
(Neményi & Lérincz, 2002%).

Az eredeti célunknak megfeleléen, az akusztikai jelenségek hangtérbeli
bekovetkezésének ¢és atalakulasanak dinamikajat az alkalmazott modellanyagok
segitségével koriiltekintdéen vizsgaltuk, az altalunk kidolgozott 0 vizsgalati modszerek
szerint. Az eredmények altal a hangtérben kialakuldé akusztikai jelenségek elére
jelezhetok, ezaltal a 4.2. fejezet Dbizonytalansagai esetleg a késObbiekben
kikiiszobolhetové valhatnak.

A hangtér akusztikai jelenségeinek dinamikajaban komplex jelenség-lancreakciot
mutattunk ki. A mérési eredmények egytényezds varianciaanalizis szignifikancia

eredményeivel az V. mellékletben szamszeriien megtalalhatoak.
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4.5. A SACCHAROMYCES CEREVISIAE ELESZTOGOMBA TULELESI DINAMIKAJANAK
EREDMENYEI AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK FIGYELEMBEVETELEVEL
4.5.1. A TULELESI DINAMIKA ALAPVIZSGALATAINAK EREDMENYEI

A 2. tablazat a 4.4. fejezet alap és kiegészit vizsgalataibol szarmazo kavitacios
hatarkoncentracié (KHK) értékeit 9W/cm® ultrahang teljesitménynél, a 3. tablazat pedig a
biologiai vizsgalatoknal alkalmazott mintakoncentraciokat mutatja.

2. Tablazat: Kavitacios 3. Tablazat: Az alkalmazott
hatarkoncentraciok (KHK) szuszpenzid koncentraciok
KHK, (g/) Szuszpenzié koncentracio
1.1. Alapvizsgalatbol KHK*  (g/25ml) (g/) (*107/ml)
1. Ismétlés 3,72 (KHK*1) 0,08 3,2 1,79
2. Ismétlés 3,24 (KHK*1,5) 0,12 4,8 2,68
3. Ismétlés 3,52 (KHK*1,7) 0,136 5,44 3,04
4. Tsmétlés 3,32 (KHK*2,2) 0,176 7,04 3,94
alapvizsgalatok ismétlés atlaga 3,45 (KHK*3) 0,24 9,6 5,37

1.2. Kiegészitd vizsgalatbol 32

crer

ismétlésébdl szdrmazo, kiilonb6zd iddpillanatokban vizsgalt allapotanak mikroszkopos
képeit mutatja, arra bizonyitékként, hogy az ultrahangnak objektivan vizsgalhato hatasa
van a kezelt sejtekre, mivel a kék szinli pusztult sejteknek egyre nagyobb a részaranya a

kezelés el6rehaladta folyaman (Lérincz & Neményi, 2002°°).

39. Abra: A kavitacios hatdrkoncentracié 1,7-szeres koncentracioja mellett
végzett kezelés egy ismétlésének kiinduld, 60. és 195. masodpercében vett mintainak 1-1

immerzios latdtere a vitalis sejtszam csokkenésével
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A relativ tulélo sejtszamok vizsgalatanak eredményei az egyes kisérletekben a 40.
abran ¢és a VII. melléklet 6. tdblazataban lathatéak egytényezOs varianciaanalizis
eredményekkel. A kezelés nélkiili kontroll mintak esetében, nem tortént €16 sejtszam
valtozas, még orakkal a szuszpendalas és metilénkék indikatorcseppentés utan sem. A
kisérletsorozat egy ismétlésének mikroszkopi fényképsorozata a V1. mellékletben lathato.

A vitélis festés moddszer alacsony relativ tulélé sejtszam értékek mellett nagy
mérési bizonytalansagot eredményezett, igy a VII. melléklet 6. tablazataban lathato utolso
mintavételi idopillanatban feltiintetett nulla értékek hipotetikusak, azt jelentik, hogy beallt
az egyensulyi allapot, és a tuléld sejtszam csokkenése nagy valosziniiséggel ugyanabban
az iitemben folyik tovabb, mint az utolsé akusztikai jelenségzonaban. A VII. melléklet 6.
tablazatban a piros szdmok az allohullam kialakulasi, a zold szamok a kavitacio

kialakulasi iddpillanatokat jelolik, melyeket a 40. abran trendvonalakkal kotottiink 6ssze.
4.5.2. AZ ULTRAHANGTER AKUSZTIKAI JELENSEGEI

A 40. abran az alléhullam kialakulési idOpillanatok és a kavitacid kialakulasi
idopillanatok relativ taléld sejtszam értékeit trendvonalakkal tehat osszekotottiik. Ezt
azért tettik meg, mert az egyes grafikusan abrazolt zonak altal, az idében hatarolt
akusztikai jelenségszakaszok, egy kisérleten beliil diszkrét egymas utani sorrendben
kovetkeztek be. Emiatt harom (I. akusztikai aramlas, II. alléhullam, III. kavitacid)
kiilonalld zona latszik az abran. A zonak tehat eltérd hangtérbeli akusztikai jelenségeket
mutatnak.

Az egyes lizemallapotok, vagy akusztikai jelenségzondk egymas utani
megjelenése foleg ultrahang fizikai okokra vezethetd vissza. Az altalunk hasznalt
akusztikai rendszerben a hangtér részecskekoncentracioja befolyasolhatta az egyik vagy
masik akusztikai jelenség érvényre jutasat az ultrahangtérben, a 4.3.3. és a 4.4.2.
fejezetben felvazolt fizikai mechanizmusok alapjan. Akkor kovetkezik be az akusztikai
aramlas, ha a részecskéken tobb akusztikai energia nyelddik el, mint ami a sugarzdval
szembeni sik akusztikai reflektorrol visszaverddik. Esetiinkben az akusztikai aramlas, a
kvazi akusztikai reflektor nélkiili hangtér dominans jelensége volt, amely a szemcsék
ultrahangtérbe torténd kavitacios hatarkoncentracio feletti tiladagolasa miatt kdvetkezett
be. Emiatt a sugarzoval szembeni légréteg reflexios képessége nem érvényesiilhetett, ami

miatt allohullam alakulhatott volna ki. Ez nem azt jelenti, hogy egyaltalan nem torténik
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meg a reflexiod, hanem, hogy kisebb mértékii, mint a részecskék abszorpcidja és szorasa a
reflektorfeliiletig megtett hang uton.

A szuszpenziokban a részecskék akusztikai aramlas mellett részlegesen
iilepednek, illetve gyenge allohulldim miatt részlegesen savosan strukturdldédhatnak.
Ennek oka és okozata, hogy sugarzofejjel szembeni levegéréteg reflexios képessége egyre
fokozottabb mértékben érvényesiilhet. Egy adott feliiletegységre es6 reflektalt
teljesitmény mellett jellemz6 akusztikai nyomas amplitadonal alakulhat ki az allohullam,
mely egy adott anyag esetén allando érték, igy jo viszonyitasi alapot szolgaltat az egyes
kisérletek kozott.

A kavitacid a részecskék allohullamban torténd dilepedése miatti novekvd
akusztikai nyomas amplitid6é hatasara alakulhat ki, mivel az egyre alacsonyabb
hangtérbeli szemcsekoncentracio egyre kevesebb akusztikai energiat nyel el, illetve szor
szét. Ez azt jelenti, hogy esetiinkben az allhullam addig maradhatott fenn a letisztuld
szuszpendald szerben, amig az akusztikai nyomas amplitidd meg nem haladta a
kavitacios kiiszobot.

E tapasztalatok alapjan elmondhatd, hogy a hangtérben barmely iizemallapot,
vagyis akusztikai jelenség a részecskekoncentracion keresztiil befolyasolhatd, tehat
sziikség esetén fenn is tarthato, vagy at is ugorhatd. Tovabba adott esetben az akusztikai
jelenségek lancreakcio-szeriien is elindithatdak, Ggy ahogy ezt a kisérleteink soran
tapasztaltuk.
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40. Abra: Mintik relativ ¢l6 sejtszam alakulasai és az allohullam kialakulési
idépillanatok (AKI) és a kavitacio kialakulasi idSpillanatok (KKI) relativ é16 sejtszamaira
fektetett trendvonalak (4 ismétlés, I. Akusztikai aramlas, I1. Allohullam, II1. Kavitacio)

Az 1. grafikusan feltlintetett akusztikai jelenségzona a 80% korili relativ €16
sejtszamtol kiindulva az allohullam kialakulasanak iddpillanataig tart. Ennek soran az
akusztikai aramlas jelensége dominal. Szilard szemcséket szuszpendalva tehat a
hangtérbe, azok adszorpcids és hang diszperzids képessége miatt az akusztikai nyomas
amplitado a kavitacios hatar ala csokkenhetett, tehat az akusztikai reflektor nagyrészt
érvényét vesztette, gomolygd akusztikai aramlast eredményezve. Ez jellemzo az 1, vagyis
az akusztikai aramlas jelenségzonara, ami a 40. abran a szemcsék hangtérbeli
kisérlet beinditasatol az allohullam kialakulasaig terjedt az id6ben. Az akusztikai aramlasi
jelenség hangtérbeli fennmaraddsanak idéintervalluma lathatéan a magasabb szuszpenzid
koncentraciok mellett hosszabb volt. Az akusztikai aramlés a vizsgalat soran addig az
idopillanatig maradhatott fenn egy adott minta esetén, amig a sugarzasi erdk a
részecskéket be nem csapdaztdk a nyomasi csomoésikokba és ki nem alakult az

allohullam.

-87 -



EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A 1II. zéna, az alléhullam kialakulasi idopillanattol a kavitacid kialakulasi
idépillanatig terjed az id8ben (40. abra). Allohullamban a sejtek a hangterében szemmel
lathatd modon, egymastol fél hullamhossz tavolsagra koncentralodtak Whithworth €s
Coakley (1992) és a 2.7. fejezet szerint leirt modon, ami mellett a szuszpendalt szemcsék
szedimentacioja  zajlott. A kiilonbdzé  sejtkoncentracioji  mintakkal — végzett
vizsgalatokban a kisérletek beinditasa utan, az alléhullam kialakulasi idépillanatokban
mért relativ sejtszam értékekre linearis trendvonalat fektettiink, ami az akusztikai aramlas
és az allohullam zonajat hatarolja (40. abra). Az allohullam részecske agglomeracios
hatasa miatt szedimentacio tortént, melynek hatdsara az élesztdgombasejtek a rezonator
aljba kitilepedtek, igy ezzel a hangtér adszorpcios és szord centrumainak koncentracid
csokkenése kovetkezhetett be, ezzel az akusztikai nyomas amplitdtdé a kavitacio
kialakulasi kiiszobérték folé emelkedhetett, kialakult a miiszeresen elemezhetd kavitacio.

A kavitacio kialakulasanak iddpillanataban mért relativ €16 sejtszamokra szoros
exponencialis trendvonalat illesztettiink, ami az alléhullam és a kavitacié jelenségzonajat
hatarolja. A 40. abran a III. zona, a kavitacio kialakulasi idépillanattol a végtelenbe tart.
A harmadik zo6na iires teriiletet mutat a 40. abran, azonban ez a jel az akusztikai jelenség
idézona hatarara vonatkozik csakugy, mint az el6z0 zdénak is, nem pedig a bioldgiai
hatasokra, amelyek ezen akusztikai jelenségeknek a kovetkezményei, amit pedig a 42.
abra mutat. Mivel a kavitacio mellett a sejtek pusztuldsa gyorsabb, mint allohullam
mellett, tehat a relativ sejtszam nem Iépi tul ezt a zonahatart, ezért ezen a
diagramteriileten elvileg nem is lehetnek pontok. A kavitacid, nagyobb koncentraciok
melletti egyre késobbi kialakulasanak oka lehet, hogy a hangtérbeli szemcsekoncentracio
csokkenés egyre novekvO akusztikai nyomas amplitadot alakithat ki, ami a szemcsék
iilepedése ellen hat.

Megallapithatd, hogy a hangtérbeli szuszpenzié koncentracio alapvetéen
befolyasolta a hangtérben tapasztalt akusztikai jelenségeket és azok kialakulasanak
iddbeli kiiszobértékeit. A kavitacios hatarkoncentraciordl, vagyis 3,2g/l1 koncentraciorol
inditott kisérletben egyaltalan nem alakult ki alléhullam ¢és akusztikai aramlas, a
kisérletek beinditasatél kezdve allandosult az akusztikai kavitacio. A 3,2g/1
koncentracional magasabb szuszpenzid koncentraciok esetében a novekvd szuszpenzid
koncentracioknal egyre kés6bb alakult ki az allohullam és a kavitacié. A kisérletek egyes

ismétlései jo reprodukalhatosagot mutatnak, alacsony szoras értékekkel. A hangtérben az
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akusztikai jelenségek bekovetkezésének egymas utdni rendszerét neveztik el az
ultrahangtérbeli jelenség - hatas lancreakcionak. A 41. abran a jelen és a 4.4.2. fejezetbol
szarmaz6 kavitacio kialakulasi iddintervallum értékeket abrazoltuk a sejtkoncentracio és
az alkalmazott ultrahang intenzitas fiiggvényében TableCurve3D (S/N: 3773020) se-

gitségével.

dErr=3.4714362 Fstat=932.57106
1

41. Abra: Kavitacié kialakulasi idéintervallum (KKI) értékek a sejtkoncentracio és az

ultrahang teljesitmény fliggvényében
4.5.3. TULELESI DINAMIKA VIZSGALAT EREDMENYEI

Biirker-kamras sejt szamlalas alapjan 1g/l sejtszuszpenzid koncentracid esetén a
sejtszam N=5,6%10%ml volt. Igy a kiindulasi abszolut sejtszamok és a kisérletek alatt
mért relativ ¢l6 sejtszamok alakuldsanak ismeretében mindharom (I. akusztikai aramlés,
II. allohullam, III. kavitacio) akusztikai jelenség szakaszokhoz tartozo tulélési dinamikat,
vagyis a tizedelési idGintervallumokat Deak (1997) alapjan meghatarozhattuk a [7.] és a
[8.] egyenletek szerint. Minden kisérlet minden akusztikai jelenségszakaszara
meghataroztuk a kezdeti 0sszes sejtszam (N) értékek ismeretében a kiindulo €16 sejtszam
(Ng) és a végsO abszolut tuléld sejtszam (N,) értékeket, illetve az egyes szakaszok
abszolut sejtszamainak tizes alapu logaritmusdnak (IgNy, IgN,), valamint a hozzajuk
tartozo kezdeti (ty) és végsd idépontok (t), értekét (VII. melléklet, 7. tablazat). Ezek
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ismeretében meghataroztuk az egyes kisérletek mindharom jelenségszakaszara a ,,.D”
tizedelési és a ,,k” pusztuldsi sebességi egyiitthatot is.

A 4. tablazat a kiilonb6z6 mintak ultrahangkezelés alatt mutatott ,,D” tizedelési és
K~ pusztulasi sebesség értékeit tartalmazza masodpercben és a feltiintetett tizedelési
iddintervallum értékek tizes alapt logaritmus értékeit ¢és a teljes pusztulasi idéintervallum
(TDT) értékeket a TDT=10D esetén. A 42. abran az egyes kisérletek kiilonb6zo
jelenségszakaszainak tulélési dinamikai keriiltek abrazolasra. A meredekebb szakaszok
gyorsabb sejtpusztulast, tehat az adott jelenségre kisebb rezisztenciajat mutatjak a
sejteknek, mint a kevésbé meredek szakaszok.

A 42. abra a 40. abran feltiintetett relativ €16 sejtszam értékekbol és a kiinduld
abszolut €16 sejtszam értékekbdl ered. A 40. abra féleg a hangtér akusztikai jelenségeit, a
42. abra pedig foleg az ultrahang bioldgiai hatasait mutatja be az egyes akusztikai

jelenségek mellett.

4. Téblazat: Akusztikai jelenségszakaszokra jellemzo, tulélési dinamika

Kiindul6 koncentracio o i o TDT
Akusztikai jelenség k [sec”] | D [sec] IgD

g/l Cfu/ml 1g(10D)
32 1,79%107 Akusztikai aramlas - - - -
32 1,79*107 Alldhullam - - - -
32 1,79*107 Kavitacio 0,05833 | 39,48 1,59 2,59
4,8 2,68%107 Akusztikai aramlas 0,01535 | 150,01 2,17 3,17
4,8 2,68*107 Alléhullam 0,00153 | 1505,2 3,17 4,17
4,8 2,68%107 Kavitacio 0,04599 | 50,07 1,69 2,69
5,44 3,04%107 Akusztikai aramlas 0,0143 161,04 2,206 3,206
5,44 3,04%107 Alléhullam 0,001535 | 1500,13 | 3,17 4,17
5,44 3,04%107 Kavitacio 0,0403 57,14 1,75 2,75
7,04 3,94%107 Akusztikai dramlas 0,01573 | 146,4 2,16 3,16
7,04 3,94%107 Allohullam 0,002686 | 8574 2,94 3,94
7,04 3,94%107 Kavitacio 0,02446 | 94,17 1,97 2,97
9,6 5,37%107 Akusztikai aramlas 0,01749 | 131,67 2,11 3,11
9,6 5,37%107 Allohullam 0,00263 | 875,6 2,94 3,94
9,6 5,37%107 Kavitacio 0,01543 | 149,25 2,17 3,17

A 42. abrabdl és a 4. tablazatbdl kitlinik, hogy az akusztikai aramlashoz (I.) és a
kavitaciohoz (II1.) gyorsabb t0lél6 sejtszam csokkenések, kisebb ,,D” értékek tartoznak,
mint az allohullam (II.) jelenségéhez. Ahol halad6é hullam jelensége dominalt, er6sebb

sejtpusztulas volt tapasztalhato, mig allohullam esetében elenyészé volt a sejtpusztulas. A
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magasabb kiindulo sejtszamok esetén az allohullamu akusztikai jelenségszakasz egyre
hosszabb id6tartamon keresztiil maradt fenn, ami lehetoséget ad a sejtek hangtérbeli
jelenségcsoportoknak egységes jellegli talélési dinamikaja van (Lorincz, 2003* és Lérincz
& Neményi, 2002°).

6,5 =
z 7 N <
g h E: 1
61 | | | ¢ 32991
55 | . —4—4,8 g*I-1
I ®— 5,44 g*l-1
5 — X— 7,04 g*I-1
--®--96g*l-1
4,5 T T T T T Y
0 50 100 150 200 250 300

Kezelési id6 (sec)

42. Abra: Az egyes kiindulo sejtkoncentraciokhoz tartozo tulélési gorbék

(4 ismétlés, 1. Akusztikai aramlas, II. Allohullam, I11. Kavitacio, N= élésejtszam)

Alacsony sejtkoncentraciok mellett a kavitacio hatasara tortént a leggyorsabb
sejtpusztulas, itt a legrovidebb a ,,D” tizedelési iddintervallum, az akusztikai aramlas
hatasara némileg hosszabb, az alléhullam hatasara pedig egészen elnyujtott a sejtszam
tizedre csokkenéshez sziikséges iddintervallum.

Magas hangtérbeli részecskekoncentraciok mellett az elobb leirtak némileg
modosulnak, melynek megértéséhez akusztikai jelenségek szerint kellett szemlélni a
kapott eredményeket (Neményi & Lérincz, 2002%°).

Egyenként megvizsgaltuk az egyes akusztikai jelenségek tulélési dinamikat
befolyasold hatasat, az alkalmazott szuszpenzié koncentracio fliggvényében. A tulélési
dinamikat akusztikai jelenségcsoportokra vonatkoztatva megfigyelheté volt, hogy az
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akusztikai aramlas szakaszaban a tizedelési idGintervallum értékek, az egyre magasabb

srer
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43. Abra: Akusztikai aramlas melletti tizedelési id6k kiilonbozé sejtkoncentracioknal, (4
ismétlésbol; ¢szamitott ,,D” értékek, ------ trendvonal, y2=a+bx*lnx'1; a=69735,3, b=-16771,2,
R?=0,838)

Az allohullam jelenség sejtek tulélésére gyakorolt hatasanak vizsgalatakor
kitlinik, hogy magasabb sejtkoncentraciok esetén szintén egyre alacsonyabb ,,D” értékek
mutatkoznak. Ennek az egyre hosszabb hangtérben toltott tartdzkodasi id6 lehet az oka
(44. abra). Carstensen et al. (1993) szintén ramutatnak, hogy az allohullamu térben

kismértéki sejtpusztulas tapasztalhato.
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44. Abra: Allohullam melletti tizedelési idSk kiilonboz6 sejtkoncentracioknal,
(4 ismétlésbol; & szamitott ,,.D” értékek, ------ trendvonal, y=a+b e™; a=748,4277, b=12322,29,
R?=0.87033)
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A kavitacio talélési dinamikara gyakorolt hatasa eltért az akusztikai aramlas és az

allohullam jelensége altal kivaltott dinamikatol (45. abra).
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45. Abra: Kavitacio melletti talélési idok, kiilonbozé koncentracioknal
(4 ismétlésbol; & szamitott ,,D” értékek, ------ trendvonal, y=a+bx’; a=34,11, b=0,896 R*=0.9954)

“ ey

alacsonyabb koncentraciok esetében gyorsabb volt a tizedelési id6 (Lorincz & Neményi,
2002%). A trendvonalakat TableCurve2D (S/N: 3669527) segitségével fektettiik. Ez a
jelenség tobb okra vezethetd vissza, az egyik, hogy ha a hangtérben azonos besugarzasi
koriilmények kozott azonos szamu kavitaciés mag aktivalodik, akkor azok nagyobb
szdmu sejtet aranyosan hosszabb id0 alatt inaktivalnak. Masik ok lehet, hogy az
allohullam jelensége alatt kitlilepedett sejtek a kavitacid altal indukalt, intenziv hangtérbeli
aramlas hatdsara folyamatosan felkavarodtak, igy a kavitacios buborékokkal wvald
talalkozas folyamatosan biztositotta valt. Tovabbi ok lehet a Brayman és Miller (1992)
szerinti buborékok koriili sejt rozettaképzddés, ami elfojthatja a kavitacios aktivitast.

Vizsgalatainkban az egyensulyi allapotot a kavitacio jelenségének allandosulasa
jelentette, az allohullamu jelenségszakaszt kovetoen, igy ennek a szakasznak a talélésre
gyakorolt hatasa érvényesiilhetett a t0lél6 sejtszam nullara csokkenéséig.

Az egyes kisérletekben az allohullam jelenség melletti él0sejtszam csokkenés 42.
abran felrajzolt szakaszait, az ordinata tengelyig meghosszabbitva, éppen a 3,2 g/l
szuszpenzidé koncentracidju  kisérlet kiindulasi pontjaig, vagyis a kavitacios

hatarkoncentracioig, 1g7,14 sejtszamig jutunk. Az allohullam melletti talélési dinamika,
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mint egy egybefliggd virtualis egyenes valasztja el igy egymastol az egyenes feletti
akusztikai aramlas €és az egyenes alatt talalhatd kavitacio ttlélési zondjat (Lorincz et al.,
2003%). Kolcsonhatas mutatkozott tehat a hangtérbeli szuszpenzié koncentracio és az
akusztikai jelenségek kialakuldsa kozott, illetve igy a sejtszuszpenzid talélési dinamikdja
¢és a szuszpenzid koncentracidja kozott. Az ultrahangtérben atfogd akusztikai jelenség-
sejtbiologiai hatas lancreakciok jatszodtak le a besugarzas alatt.

Az ultrahangtérben kialakuld akusztikai jelenségek egyértelmiien befolyasoltak
az ott 1évo sejtek tulélési dinamikajat, mint arra Veress és Vincze (1977), Ellwart et al.
(1988), Loverock ¢és ter Haar (1991), Carstensen et al. (1993) is utaltak. Viszont nem a
koncentraciotol fiiggott a sejtroncsold hatas erdssége, hanem az ebbdl kovetkezd
akusztikai jelenségek intenzitasatol, amire egyik szerzé sem volt figyelemmel. Az
akusztikai jelenségek kialakulasa céliranyosan befolyasolhatd, méréseink szerint éppen
magaval a sejtkoncentracioval, ami viszont kapcsolddik Frizzel (1988) megfigyeléséhez.
Az altalunk kapott eredmények segitségével tehat modunk lehet befolyasolni a sejtek

crer

jelenségek tulajdonképpeni befolyasolasaval.

4.6. A SEJTANALITIKAI MODSZEREK ALKALMAZASANAK EREDMENYEI
4.6.1. ANALOG MODSZER EREDMENYEI

A vizsgalatokat 9W/cm® teljesitmény, 1117kHz frekvencia és 25ml kezelt
Saccharomyces cerevisiae szuszpenzio mellett végeztiik, a 4.5. fejezettel megegyezo
moédon. Az analdg alszin kodoloval torténd pusztuldsi analizis eredményét a 46. abra
mutatja. Négy ismétlést végeztiink el KHK*1,7, vagyis az élesztogomba 5,44g/l-es
szorasa az atlaghoz képest. Ha a 46. és a 40 abrakat Osszevetjik, illetve ha a VIIL
melléklet 1. abrajat megfigyeljiik lathatd, hogy a kézi szamolashoz mennyire hasonlo
eredményekhez jutunk az analog sejtanalitikai berendezésiink segitségével. Az elemzés
€16 sejtszam kalibracio nélkiil az dsszes teriilethez képest az adott sziirkeségi fok relativ
boritottsagat mutatja az ordinatan, igy kalibracid nélkiil a sejtanalitikai gorbék bemutatasa

a modszer hasznalhatosaganak bizonyitasat célozza.
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Relativ
boritottsag
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Kezelési id6 (sec)

46. Abra: Tulélési analitikai felvétele analdg elven mesterséges latas alkalmazasaval,

kalibraci6 nélkul
4.6.2. DIGITALIS SEJTANALITIKAI MODSZER ALKALMAZASANAK EREDMENYEI

A digitalis sejtanalitikai, vagy képfeldolgozasi modszer alapja a térinformatikai
,ldrisi” szoftver alkalmazasa. Amennyiben ezzel megvizsgaltuk a 4.5.1. fejezetben
bemutatott 39. abrakat szinekké konvertalt sziirkeségi fokok szerinti hisztogram
alakulasara vonatkozoan, a kdvetkezé eredményre jutottunk. A 47. abra bal oldalan a 39.
abra kiindul6 id6pillanataban vett minta képének beolvasott 8 bites, tehat 256 sziirkeségi
fokra bontott képe lathatd az Idrisi meniivezérelt kezeldfeliiletén. A 47. abra jobb oldalan
a kép nem kumulalt oszlopdiagramja latszik, amely hisztogram 256 sziirkeségi kategoriat
kezel. A 47 és a 48. abrak bal oldalan tehat a beolvasott 256 sziirkeségi fokkal
rendelkezd, de azokat eltérd szinekkel abrazolt bitképek, a jobb oldalakon a bitképek

hisztogramjai latszanak, amelyeken a képek egyes sziirkeségi fokainak teriiletei kertiilnek
abrazolasra oszlopdiagramként.
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47. Abra: Digitalis mesterséges latas sejtanalitikai alkalmazasa ultrahangkezelés el6tti

sejtpopulacio dllapot elemzésére (ordinata: pixel, abszcissza: sziirkeségi fok (0-255))

Jiiiidiiii

et e | e ) M|

48. Abra: Mesterséges latas sejtanalitikai alkalmazasa, ultrahangkezelés 195. masodperc

elemzésére (ordinata: pixel, abszcissza: sziirkeségi fok (0-255))

Az egyes sziirkeségi fokok ¢és az azokhoz tartozd teriiletek pixelben
természetesen ,,DAT” fajl formaban lehivhatok, ami barmilyen tablazatkezeld
programmal feldolgozhato.

Az ultrahangkezelés folyaman, kiillonboz6 iddpillanatokban vett mintak
hisztogramjain megfigyelhetd, hogy a kiinduld, tehat kontroll minta esetében a 200-nal
magasabb skalaosztasoknal a hattér sziirkeségi fokai és azok képen beliili teriiletei jonnek
le. A 100-150-ig terjedd skalaosztasoknal jonnek le a sejtek tulélési adatai. Lathatd, hogy
az egyes képeken a kezelés id6szakanak novekedésével, tobb lesz a sotét tonusok
terliletének részardnya az Osszes teriilethez képest, ami a hisztogram 100-150-ig terjedd
skalaosztalyaban egyre gyakoribb oszlopsirliséggel és egyre nagyobb teriiletei
boritottsadgot jelentd oszlopmagassagokkal jelenik meg. A vizsgéalatot az idészakosan vett
mintak elemzésére hasznaltuk, tehat nem a valds idoben dolgoztunk vele. A vizsgalati
moddszer nagy elonye lehet, hogy az egyes sejtalkotok elvaltozasait is tudnd kovetni a
kezelési 1d6 fliggvényében, amennyiben annak megfeleld indikatormodszert
alkalmaznénk.

A tovabbiakban vizsgalatokat lehetne végezni a szinkronizalatlan és mas fajokbol
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allo sejtpopulaciok egyedeinek ultrahangos érzékenységének vizsgalatara, melynek
segitségével a populacion beliili fejlodési stadiumok eloszlasat is el lehetne kiiloniteni az
ultrahang rezisztencia alapjan, igy a kornyezeti analitikdban akar toxicitds, vagy

mutagenitasi vizsgalatokra is alkalmasak lehetnének a fenti mddszerek.

4.7. PSEUDOMONAS AERUGINOSA HNCMB170001 BAKTERIUMTORZS
ULTRAHANGKEZELESENEK SEJTBIOLOGIAI HATASAI

A Pseudomonas aeruginosa feltételesen korokozo gennykelté baktérium,
melynek élelmiszerekben, példaul asvanyvizekben torténd el6fordulasa stlyos
emésztOszervi megbetegedéseket idézhet eld, tovabba antibiotikum rezisztenciaja miatt
bizonyos esetekben problémat jelenthet elpusztitasa.

A kavitacio jelensége volt tapasztalhaté a hangtérben a minden ultrahangkezelés
folyaman, melynek kapcsan miiszeresen a 4.4.1. fejezetben leirt modon, érzékelhetd volt
a tranziens kavitacié zaja. Az alkalmazott 5,4*107, 5,6¥107, 2,79%107, 2,4*10, 2,06%10’,
1,24%107 és 1,41*107 sejtkoncentraciok a 4.5.1. fejezetben meghatarozott
koncentraciokkal 6sszeegyeztethetoek, az ott alkalmazott sejtkoncentraciok tartomanyaba
esnek.

Az 5. tiblazat a 6 és 9W/cm” ultrahang teljesitménnyel végzett kezelések 0., 1.,
2.,3., 5., 8. és 15. percében vett mintainak ¢16 csiraszam értékeit mutatja milliliterenként.

5. Tablazat: Kiilonb6z6 kiinduld csiraszammal és ultrahang teljesitménnyel végzett

kisérletek milliliterenkénti taléld csiraszam (N) értékei (*107/ml)

Kezelési id6intervallum (min)
0 1 2 3 5 8 15

54*10"/ml 9W/em’ 54 3 41 17 17 195 0,97
5,610'/ml 6W/cm’ 56 10,9 2,16 8,09 1,61 34 19
2,79°10"imi OWfer? [ 579 2,35 246 2 2,95 2,33 132
2,4*10"/ml 9W/erm’ 24 11 1 22 2,34 1,73 0,63
2,06"10"/mi 9W/or? [ 206 195 176 16 2,09 2,01 076
12410l OWier” | 424 0,69 081 212 1,65 2,06 1

141107 6WIem [ g 44 143 1,67 1,04 0,94 0,91 07

Az 5. tablazatban megfigyelhetd, hogy a kiindulasi csiraszamhoz képest erdteljes

€l sejtszam valtozasok alakultak ki az ultrahangkezelés folyaman. Lathato, hogy az é16
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sejtszamok minden minta esetében a kiindulasi sejtszdmhoz képest a 15. percben vett
minta esetén alacsonyabb értéket mutattak. Azonban a kezelés kiilonboz6
iddpillanataiban mas a helyzet. Tobb esetben ¢€l6 csiraszam novekedés kovetkezett be a
kiindul6 sejtszamhoz, vagy az el6z6 idopillanatban vett minta €16 sejtszamahoz képest. A
legszembet{inébb ez a szaporodasserkentd hatds az alacsonyabb, 6W/cm’
teljesitményszinten mindkét, 5,6%107 és 1,41*107 sejtkoncentracié esetében, féleg a
rovidebb idoperiodust kezelések esetén. Az 5,6%10" minta esetében egészen drasztikus a
szaporodasserkentés, mivel az 1 perces idSintervallumi 6W/cm® teljesitményszintii
kezelés esetén az €l csiraszam éppen a duplajara emelkedett a kiindulod csiraszamhoz
képest, tehat ugy tlinik, mintha a sejtpopulacié osztédasra kényszeriilt volna. Ezutan
ismét csokkend, majd novekvo €16 csiraszam értékek kovették egymast, amibol az deriil
ki, hogy az oszt6do sejtek érzékenyebbek az ultrahangkezelésre. Hasonld hatés
mutatkozott az 1 és 2 perces idintervalluma 1,41*%107 kiinduld sejtkoncentracioji,
6W/cm? teljesitményszintii kezelés esetén is. Meglepé modon 9W/cm® teljesitményszintii
kezelés esetén is bekovetkezett a kezelés folyaman, a kiindulonal magasabb €16 csiraszam
kialakulasa, igy a 2,79%107 és a 2,06*10" kiindulé csiraszam( mintdk esetén is ezt
tapasztaltuk az 5. percben. A legtobb esetben, igy a 2,4*107 kiindulé csiraszamu, 9W/cm®
ultrahang teljesitményii ultrahangkezelés folyaman is hullamzas figyelheté meg az €16
csiraszamban a kezelési periddus alatt.

Altalanos tapasztalatként leszogezhetd, hogy 9W/cm® ultrahang teljesitménnyel
kezelt mintak esetében, az ultrahangkezelés elsé idOszakaban az él6 csiraszam gyors
csokkenése, majd utana az esetenként kiindul6 csiraszam fol¢ emelkedése, majd ismét, az
eléz6nél nagyobb mértékii csokkenése kovetkezett be. A 6W/cm® ultrahang
teljesitménnyel kezelt mintak esetében mindkét esetben a besugarzas kezdeti idészakaban
a csiraszam a kiinduld csiraszamhoz képesti erbteljes emelkedése, majd a kezelés
elérehaladtaval a csiraszam csokkenése, majd esetlegesen a magasabb kiindul6 csiraszam
esetén ismételt emelkedése, illetve csokkenése kovetkezett be. Ez a két eltérd talélési
dinamikajellemz6je az alkalmazott két kiilonboz6 ultrahang teljesitménynek a
baktériumsejtekre.

Ha azonban a kezelések csiraszam csokkentd hatasat vizsgaltuk, tigy a kiindulo és
a 15. percben vett mintak csiraszamat vettiik alapul minden minta esetében, mivel ekkorra

mar jelentds csiraszam csokkenés kovetkezett be a kiinduld csiraszamhoz képest. A
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tulélési gorbéket a 49. abran abrazoltuk, ahol az egyes mintakhoz tartozd sejtszamok
logaritmusa keriilt abrazolasra a kezelési idéintervallumok fiiggvényében. A két pont
kozotti egyenes azért lehet hasznalhato itt is, mivel a fizikai behatasok eredményeként
kialakul6 tulélést exponencidlis lefutastinak vehetjiik (Deak, 1997), mivel a pusztulas
titeme az élosejtszam csokkenésével nem valtozik, ez pedig log-normal diagrammban
ad. A VII. melléklet 8. mintak (D)

iddintervallumait, (TDT) teljes pusztulasi idéintervallum értékeit, illetve (k) pusztulasi

egyenest tablazata az egyes tizedelési

sebesség egyiitthatoit, valamint a kiszamitasukhoz figyelembevett adatokat tartalmazza.

# = @ = 54*10e7*ml-1,
77 - 9W*cm-2
~ ~
N & %
N - — 8 — 5,6"10e7*ml-1,
75 N - 6W*cm-2
, ~ ~
~ =<
A N . ~ < - —a&—2,79*10e7*ml-
- . 1, 9W*cm-2
i 7,3 . - =
ke; ‘el ~ - - X- - :2,4*10e7*ml-1,
71 A i ~ - 9W*cm-2
D ~
\. —%—2,06*10e7*ml-
69 N W 1, 9W*cm-2
—0— 1,24*10e7*ml-
6,7 ‘ ‘ ‘ ‘ 1, 9W*cm-2
0 2 4 6 8 10 12 14 16

—4A—1,41*10e7*ml-

Kezelési idd (min) 1, BW*cm-2

49. Abra: Baktérium tulélési gorbéi eltéré kiindulé csiraszam és teljesitmények esetén

Amennyiben a 9W/cm’ teljesitmény mellett mért tizedelési idintervallumokat
(50. abra) és a 6W/cm” teljesitmény mellett mért tizedelési idéintervallumokat (51. 4bra)
abrazoljuk, megfigyelhetd, hogy mindkét teljesitmény esetén a ,,D” értékek a ndvekvo
kiindulési csiraszam fiiggvényében csokkend tendenciadt mutatnak a kavitacié mellett. A
kisebb térfogati baktériumsejteknek, élesztégomba sejtekkel vald, 4.5.1. fejezetben
hasznalt csiraszamaval Osszeegyeztetheté alkalmazott koncentracidja még nem vonta
maga utan az akusztikai jelenségek befolyasolasat, vagyis az abszorpcids képesség nem
érhette el a kavitaciés maximumat, tehat a kavitacids hatarkoncentraciét. Ez lehet az oka

az ellentétes tulélési dinamikanak a kavitacio mellett.
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50. Abra: Pseudomonas aeruginosa ,,D” értékei 9W/cm? mellett
(y=a+b/Inx, a=-246,069, b=2186,163, R?=0,9676)

2900
2700 «

2500 -

S 2300 Y o

= 2100 -

=) Yo,
1900 *
1700
1500 ‘

. 2 4
Kiindulé csiraszam (*10°/ml)

51. Abra: Pseudomonas aeruginosa ,,D” értékei 6W/cm? mellett

4.8. BIOLOGIAI ULTRAHANG KISERLETEK EREDMENYEINEK OSSZESITESE
4.8.1. AZ ULTRAHANG HATASANAK OSSZESITESE SACCHAROMYCES CEREVISIAE
ELESZTOGOMBARA

Az eredmények Osszesitését a 4.1., a 4.2. és a 4.5. fejezet bioldgiai hatasai alapjan
végeztik. Az eredmények Osszesitéséhez minden ,D” tizedelési iddintervallumot
masodpercre, illetve minden kezelt mennyiséget 25ml-re vonatkoztattunk, azaz a 4.1. és a
4.2. fejezet 50ml-re vonatkozé masodpercbeli D érték eredményeit feleztiik.

Ha a 4.5. fejezetnek az akusztikai jelenségekre vonatkozd hatasat elhanyagoltuk,
az iparilag legegyszertibben kivitelezhet6 ,,batch” alkalmazasokra valo tekintettel, akkor

kizarolag a kezdeti (Ny) és a végsé vizsgalt €16 sejtszamot (N;) vettiik figyelembe. Ekkor
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a VII. melléklet 9. tablazatban lathaté tizedelési id6intervallumokat, TDT értékeket és
pusztulasi sebesség (k) értékeket kaptuk. Amennyiben az akusztikai jelenségek
elhanyagolasara vonatkozo tulélési gorbéket felrajzoltuk, ugy a 42. abra helyett az 52.
abrat kaptuk.

8
7,5
—e—1,79*10e7
<
7 \ *
—m—2,68*10e7
g 6,5 —A—3,04*10e7

] \ \ \x T —%—3,94*1067
\ ——5,37*10e7
55

S

0 50 100 150 200 250 300
Expoziciés id6 (sec)

52. Abra: A Saccharomyces cerevisiae th1élési gorbéi az akusztikai jelenségek

elhanyagolasaval

Amennyiben a [12.] egyenletet a [20.] egyenlet szerinti forméba irtuk at, ugy a
kiilonb6zo kiindulo sejtkoncentracio értékekre is ki tudtuk fejezni ,,z” értéket, vagyis a

D7 tizedelési idGintervallum tizedére csokkenéséhez sziikséges koncentraciovaltozast.
z= ((CI_CZ)/(lgDZ_Ing))’ [20]9

ahol ¢; az alacsonyabb, ¢, a magasabb kiindulé sejtszam, a D, az alacsonyabb, D,
a magasabb kiindul6 sejtszamhoz tartozo tizedelési iddintervallum. Az eredményeket
abszolut értékben hozzaadtuk a cj-hez, majd a cj-hez tartozd6 D; értéket egy
nagysagrenddel ndveltiik, vagy csokkentettiik, attol fliggden, hogy a c;-r6l c,-re novelés
hatasara a D; nott vagy csokkent. A D érték egy nagysagrenddel vald novelését vagy
csokkentését megadta maga az eredmény is, mivel ha negativ szamot kaptunk, akkor egy
nagysagrenddel novelni kellett a D-et, mert ekkor a kezelésre csokken a

mikroorganizmus érzékenysége, illetve forditva. Ezeket a mért és szamitott koncentracio
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értékeket, illetve az adott, mért, vagy szamitott masodpercben kifejezett logD ¢€s kezelési
teljesitmény értékeket a 6. tdblazatban tiintettiik fel, igy a 6. tablazat a 4.1. és 4.2. és 4.5.
fejezet mért, adott és szamitott teljesitmény, koncentracio és logD értékeit tartalmazza.

A 4.5. fejezetbol az logD és kiindul6 sejtkoncentracio értékeket abrazoltuk, ahol
az adott akusztikai jelenségek, illetve azok elhanyagolasa melletti logD értékeket
0sszekotd képzeletbeli vonalak az élesztogomba rezisztenciagdrbéi (53. abra).

3,5 @ Akusztikai aramlas
3 A o Akusztikai aramlas
A szamitott
— AAllshullam
o251 @
\D"i “ A AAlShullam szamitott
o 2
- M Kavitacio
15 |@ e
OKavitacio szamitott
<o
1 T T " " @ Fiiggetlen
o 10 20 30 40 50
Kiindulé sejtkoncentracié (millié/ml) OFtiggetlen szamitott

53. Abra: A Saccharomyces cerevisiae élesztdgomba ultrahang rezisztenciagorbéi,

kiilonbozo akusztikai jelenségek mellett

Tizedelési idbintervallum tizszeresére, vagy tizedére valtozasdhoz sziikséges
kiindulo sejtszam valtozas szamitas alapjan valod extrapolalast az akusztikai aramlas

kivételével, csak a mérések alapjan szamitott tizedelési idéintervallum tartomanyon beliil
végeztink.
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6. Tablazat: Az ultrahang bioldgiai hatasanak Osszesitése élesztogombara

Koncentracio | Teljesitmény | log D
((*10’ml) | (W/em?) | (sec)

Akusztikai Meért 2,68* Ok 2,17*
aramlas 5,37* QH* 2,11%*
4.5. fejezetbol Szamitott| 47,51%* grxk |1 17%*
f11s . Meért 2,68* Qb 3,17*
o Szamitott| 14,37** Ok 2,17**
Kavitacié Meért 1,79* Qi kok 1,59*
. n 5,37* Qi kok 2,17*

4.5. f tbol 2 2
cezeibo Szamitott] _ 7,96%* g¥r%  [2,50%F
Elhanyagolt Meért 1,79% QFkx 1,59%
akusztikai jelenségek 5,37* il 2,316*
4.5. fejeztbdl Szamitott 6,72%* Qtok 2,59%*
, et a1 a Mért 0,42* 2,07%%* 3,47*
Nem allandd hémérsékletii 2.47% 2,07%%% 3.43%

ultrahang sugarzofejjel végzett

vizsgalat (4.2. fejezet) 0,45% 2,7 3,01*

2,41% 2, 7H** 3,19*%
Mért 2,54%** 7,37%** 2,01%*
2,81 %** 11,79*%** | 1,42%
Szamitott|  2,5%** 14,84%%  [1,01%*
*mért, **szamitott, ***adott érték.

Folyadékaramoltatasos
kisérletbdl (4.1. fejezetbol)

A 4.1, a4.2. és a 4.5. fejezet kavitacié mellett mért, szamitott és adott pontjait
haromdimenziés grafikonokban 4brazoltuk ¢és azokra rezisztenciagorbe-szerlien a
legszorosabb tendenciasikokat fektettiik (54. abra).

54. Abra: A 4.6. fejezet kavitacio, valamint a 4.1. és a 4.2. fejezetek mért adott és

szamitott pontjai, illetve az ezekre fektetett rezisztenciagorbe-szerti tendenciasik
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4.8.2. AZ ULTRAHANG HATASANAK OSSZESITESE A PSEUDOMONAS AERUGINOSA
BAKTERIUMRA

Amennyiben a 4.7. fejezet Pseudomonas aeruginosa tilélése esetén abrazoltuk a
rezisztenciasikot, a 4.7. fejet 5. tablazatanak az adatai alapjan, az 55. abrat kaptuk. Az
abran megfigyelhet6, hogy a nagyobb ultrahang teljesitmények, illetve a magasabb
kiindul6 csiraszam értékek mellett alacsonyabb tizedelési idGintervallumok mutatkoznak,
mint forditott esetben.

r=0.60508371 DF Adjr

55. Abra: Pseudomonas aeruginosa kavitacié melletti rezisztenciasikja
4.8.3. SZELEKTIVITASI KRITERUIMOK

Az 54. és az 55. abrakat, vagy az 5. és a 6. tablazatot dsszevethetjiik, illetve ha a
45. és az 50. abrakat a kavitacio akusztikai jelensége mellett egymasra helyezziik, az 56.
abrat kapjuk. Az optimalis vizualizaci6é miatt 54. és az 55. abra tengelyei nem azonosak.
A Saccharomyces cerevisiae élesztogomba és a Pseudomonas aeruginosa baktérium
azonos alkalmazott kiindul6d csiraszamai, mind az azonos alkalmazott teljesitményei
figyelembevételével, a baktérium esetén hozzavetdleg egy nagysagrenddel magasabb
tizedelési iddintervallumok adodtak, mint az élesztégomba esetében. A tizedelési
tendenciak kozott azonban alapvetd kiillonbségek mutatkoztak (56. abra). Lathatd az 56.
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abran, hogy a kiindul6é csiraszamok alapvetéen meghataroztak a tulélési dinamikat,
méghozza az élesztdgomba esetén a kiindulo csiraszammal nétt, a baktérium esetén pedig
csokkent a tizedelési id@intervallum. Ha trendvonalakat fektetiink a tizedelési

id6intervallum értékekre, szembetling jelenségre kdvetkeztethetiink.

10000 —¢ 10*
\ =
\ -
\ -
‘\ - - -
1000 —_— " 10°
a A' ‘
100 X 2
7 — 10
A € D (sec) baktérium
A Trendvonal baktérium
A D (sec) élesztégomba
10 = = = Trendvonal élesztdgomba 10"

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Kiindul¢ sejtkoncentracio (*107/ml)
56. Abra: Az élesztégomba (4.5. fejezet, R’=0,9954) és baktérium (4.7. fejezet,
R?=0,9676) tulélési dinamikaja 9W/cm® ultrahang teljesitménynél, kavitacio és

kiilonb6z6 kiindul6 sejtszamok mellett

A 7. tablazat a baktérium és az élesztdgomba kiinduld csiraszam fliggvényében
adodo tizedelési idointervallum értékeire fektetett néhany egyszeriibb tendenciafiiggvényt

tartalmaz, melybdél az 1. sor trendfiiggvényeit alkalmaztuk a szelekcid elérejelzésekor.
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7. Tablazat: A mikroorganizmusok tlélésére fektetett tendenciafiiggvények

Pseudomonas aeruginosa Saccharomyces cerevisiae
D (sec) | C(*107ml) D (sec) C (*10"/ml)
D=34,117+0,896C" | . 3
L (R™=0.9954) C=*\D-34,117/0,896
D=-246,06+(2186,1/InC) D=18,635*"211C |
i (R*=0,9676) (R?=0.9844) C=In(D/18,635)/0,2181
= + 2
i (= 2186.163/D-46.069) 3121:%,197956) >077C C=*\D-16,175/5,077
D=26,91+2,11C*° | . ;5
4 (R™=0.9956) C="\D-26,91/2,11

D = tizedelési id8intervallum (sec), C = Kiindulé sejtkoncentracié (*107/ml)
A fiiggvények értelmezési tartomanya: {D; C >0}

A 7. tablazatbol és az 56. abrabol adodoan, az akusztikai kavitacio mellett,

elméletileg azonos 9,22%10"/ml koriili élesztégomba és baktérium kiinduld
sejtszam és 9W/cm® mellett hozzavetéleg 5896 masodperces kezelés utan (mivel
az eldre jelzett keresztesési pont 737 masodperc koriili ,,D” értéket mutat) a kozeg
csiraszama 9,22*107/ml-re csokkenthetd, illetve a kezelés alatt a két sejttipus
egymashoz viszonyitott ardnya nem valtozik. A fentiek alapjan amennyiben
9,22%10"/ml csiraszamnal alacsonyabb mindkét szervezet sejtszama, tgy az
¢lesztogombat, ha magasabb, igy a baktériumot lehet gyorsabban kipusztitani a
masik sejttipus mell§l. Elméletileg abban az esetben viszont, ha a 9,22*10”/ml-nél
alacsonyabb baktériumkoncentracié mell3l, mégis a 9,22*10/ml-nél alacsonyabb
kiindul6 csiraszdmu ¢élesztdgombat akarjuk kiirtani, akkor az ultrahangnak, a 4.7.
fejezetben tapasztalt alacsonyabb, 6W/cm? ultrahang teljesitmény és révidebb, 1-2
perces kezelési periodus mellett jelentkezd szaporoddsserkentd hatdsat
alkalmazva, akér tobb 1épcsén keresztiil is, elméletileg a baktérium csiraszama
kell6 mértékben megsokszorozhaté ahhoz, hogy kell6 mértékli tizedelési
idointervallum-kiilonbség alakuljon ki a két szervezet kozott és igy mar az
alacsonyabb kiindulé csiraszam mellett rezisztensebb, baktériumot lehessen
kiirtani az élesztégomba melldl. A baktérium csiraszdm-ndvekménye ilyenkor az
kipusztitdsa szempontjabol azért nem olyan lényeges, mivel az egyik sejttipus
kiindul6 csiraszdmanak egy egységnyi megvaltoztatasa, az egységnyinél nagyobb
tizedelési iddintervallum kiilonbséget eredményez, a két vizsgalt sejttipus kozott.
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A tizedelési iddintervallum kiilonbség a fogékonyabb sejttipus ultrahangkezelés
miatti kipusztitdsakor, a rezisztensebb sejttipusnal kisebb mértékii sejtszam
valtozast eredményez, amit annak novekedése a kezelés utan kompenzalhat, amit
Mikio et al. (1994) a fermentalt tej kezelésével kapcsolatban figyeltek meg.
Amennyiben a teljesitmény szelektivitasat vessziik alapul lathatd, hogy
élesztégomba esetén, a 6. tablazatban a tizedelési idéintervallum 9W/cm?-en
121,59, azaz 40 masodperc koriili érték 2*107 korili kiinduld kezdeti sejtszam
esetén, mig a baktériumnal ez 2113 masodperc. A teljesitménnyel tehat az azonos
tulélési tendencidk miatt csak egy irdnyban realis a szelektivitas kifejezés,
mégpedig az élesztd baktérium melldli kiirtdsanal, forditott esetben minddssze
elvi jelentdségli lehetdség van erre, a rendkiviil nagy sejtszdm-kiilonbség esetén,
vagyis a tobb mint tiz nagysagrenddel magasabb ¢élesztdgomba szam esetén.

Ezek alapjan, a fajon beliili és a fajok kozotti szelektiv ultrahanghatés
lehetdsége biztosithato lehet (Ldrincz et al., 2003b).
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5. K(")VETKEZTETESEK, JAVASLATOK
5.1. FOLYADEKARAMOLTATASOS ES A NEM ALLANDO HOMERSEKLETU
ULTRAHANGVIZSGALATOK

A vizsgalt folyadékaramoltatasos ultrahangrendszerben 7,5, 9,6, 10,5 és 12W/cm?
kibocsatott ultrahang intenzitdsok mellett, 7,37, 9,43, 10,32 és 11,79W/cm’ intenzitas
értekek jutottak be az alkalmazott ultrahangos atfolyokiivettaba, amely intenzitas
csokkenés reflexiobol adodott. Azt javasoljuk, hogy komplex hangterek esetén mindig
érdemes meghatarozni az intenzitasvaltozast, az ultrahang biologiai hatasainak objektiv
értékelése érdekében.

Az 50ml, 2-3*10"/ml kiinduld sejtkoncentracidju Saccharomyces cerevisiae
szuszpenziok 7,5,-12W/cm?® kibocsatott ultrahang intenzitds melletti kezelése esetén,
20°C homérsékleten az effektiv kezelési idére vonatkozdan 209,36, 108,42, 59,34 és
53,65 masodperces ,,D” értékeket kaptunk az alkalmazott ultrahang teljesitménnyel
forditott aranyban. Ebbdl kovetkezdéen meghataroztuk a mikroorganizmus ultrahang
tulélési, rezisztencia és pusztulasi gorbéit az adott kdriilményekre, melyek ismeretében
lehetoség van kiillonbozo ultrahangrendszereknek, akusztikai jelenségek bioldgiai
hatasanak, és mas mikroorganizmusok ultrahang rezisztencidjanak dsszehasonlitasara.

crcr

Nem allandé hémérsékletli ultrahang rendszerben a 0,4—2*107/m1 koncentracioju
Saccharomyces cerevisiae szuszpenzid6 mintak kezelésének hatdsara 2,07W/cm2
teljesitmény mellett 100,1, 158,1, 133,7, 91 perces, a 2,7 W/em® teljesitmény mellett
34,9, 30,64, 35,33, 52,2 perces ,,D” értékek adodtak. Az eredményekbdl az kovetkezik,
hogy a ,,D” értékek és az alkalmazott ultrahang teljesitmény forditott aranyban allnak.

Azt javasoljuk, hogy barmilyen ultrahangkezelés folyaman, a 6 fizikai
paramétereket allando értéken kell stabilizalni, vagy ha erre nincs mdd, akkor az
eredmények értékeléséhez ismerni kell a leglényegesebb fizikai paraméterek

eredménymodositd hatasat, illetve kezelés alatti modosulasat és azokkal szamolni kell.
5.2. ULTRAHANG HOHATASA

Az alkalmazott 9W/cm” teljesitmény mellett, tiszta szuszpendald szerhez képest a

szuszpenziokban kialakult hémérsékleti értékek alacsonyabbak voltak. A kavitacio
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aktivitasat csokkentette, illetve bizonyos esetekben a kavitacio kialakulasat akadalyozta,
illetve megsziintette a hangtér szemcsetartalma. Az eredményekbdl az kovetkezik, hogy
az ultrahangos kavitacio felel a fokozottabb hoképzddésért, folyadékban.

Csak a vizsgalatok végso fazisaban alakult ki az akusztikai jelenségek atvaltasatol
fiiggetlennek-tind hoémérséklet érték. Ebben a zonaban viszont nem volt mérhetd
viszonyitott hémérsékletkiilonbség értékei kozott sem. Javasoljuk, hogy az akusztikai
jelenségek dinamikajat eldzetesen meg kell ismerni, minden kezelt akusztikai rendszer,
vagyis minden vizsgalt anyag esetében, mely nélkiilozhetetlen alapja kell, hogy legyen
akar az aktiv, akar a passziv az ultrahangos munkanak.

5.3. AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK VIZSGALATA

Miiszeres elven nagy biztonsaggal detektalhatd a kavitacios kiiszob. A kavitacios

hatarkoncentracié az alkalmazott 3-12 W/em’ mellett, liofilizalt élesztégombanal 2-
4,2g/1, préselt élesztdgombanal 9,12-12,08g/1, dolomitlisztnél 0,88-5,12g/1 tartomanyba
esett, a teljesitménnyel egyenes aranyban valtozva. A két kiilonb6z6 formatumu
¢lesztdgomba nedves bazisra szamolt szarazanyag tartalmara vonatkoztatva a kapott
eredményeket, nagyon hasonld kavitacioés hatarkoncentracid értékek adodtak az egyes
teljesitményszintek mellett. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kavitacios
hatarkoncentracio alapvetden fiigg az egyes anyagok szarazanyag tartalmatol.

A kavitaci6 kialakulasi id6pillanat dolomitlisztnél 750masodperc koriili,
liofilizalt élesztégombanal 45masodperc koriili értéket mutatott, amely kiilonbség az
egyes részecskék térfogattomegébdl és mozgasabdl szarmazo tehetetlenségébdl adodhat.
Kovetkezésképpen a kavitacios hatarkoncentracioval ¢és a kavitacié kialakulasi
iddpillanattal a szemcsés anyagok mindségileg és mennyiségileg reprodukalhatdé modon
jellemezhetok. Azt javasoljuk, hogy figyelemmel kell lenni a kiilonb6zé akusztikai
jelenségek ultrahangtérbeli jelenlétének koriilményeire és fizikai kritériumaira, tovabba
szemcseanalitikai eljarasként, illetve gyors szadrazanyag meghatarozasra javasoljuk a fenti

vizsgalati modszereket.
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5.4. SACCHAROMYCES CEREVISIAE ELESZTOGOMBA TULELESI DINAMIKAJANAK
ERTEKELESE AZ AKUSZTIKAI JELENSEGEK FIGYELEMBEVETELEVEL

Magasabb Saccharomyces cerevisiae kiinduld csiraszdmu szuszpenzidk esetén
egyre késobb alakult ki az akusztikai aramlas utan az allohullam, majd a kavitacio. Az
akusztikai aramlas tizedelési idGintervallum értékei 160-130masodperc, az allohullamé
1500-800masodperc kodzott adodtak, a kiindulo sejtkoncentracioval forditott aranyban. A
kavitaciéo esetén 39-150masodperc kozotti ,,D” értékek adddtak, koncentracid
névekedésével egyenes aranyban, 9W/cm® mellett. Kélcsonhatés volt az ultrahangtérbeli
szuszpenzid koncentracid és az akusztikai jelenségek kialakulasa kozott, illetve ebbol
kovetkezben, a szuszpenzidbeli sejtek tulélési dinamikaja és a szuszpenzid koncentracidja
kozott. Az ultrahangtérben akusztikai jelenség-sejtbiologiai hatas lancreakciok jatszodtak
le a besugarzas alatt. Javasoljuk, hogy a talélési dinamikat meghatarozé akusztikai
jelenségeket a hangtér fizikai paraméterein keresztiil befolyasoljuk, igy szabalyozhatjuk a

sejtek tulélési dinamikajat magaval a sejtkoncentracidval, visszacsatolas elvén.
5.5. SEJTANALITIKAI MODSZEREK

Az alkalmazott analdg sejtanalitikai rendszerrel Saccharomyces cerevisiae
tulélési dinamikaja egyszeriibben gyorsabban kovethetd volt, mint manualis vitalis
festéssel. A digitalis sejtanalitikai eljaras segitségével szintén objektiv eredményekhez
jutottunk, azonban a mintavétel folyamatossaganak megoldasa tovabbi kutatast igényel.
Javasoljuk, az alkalmazott analdg sejtanalitikai eljaras alkalmazasat a sejtek ultrahang
rezisztenciajanak felderitése céljabol, gyors modszerként. Segitségével indirekt modon
informacidt kaphatunk egy sejtpopuléacio koreloszlasarol, egy rendszer faji 6sszetételérol,

a kornyezeti analitikaban toxicitasrol, vagy mutagenitasrol.
5.6. PSEUDOMONAS AERUGINOSA BAKTERIUM ULTRAHANGKEZELESE

A Pseudomonas aeruginosa baktérium ,,D” értékei 9W/em’ mellett akusztikai
kavitacio esetén 10056-1205masodperc kozott, 6W/cm® esetén 2656-1968masodperc
kozott adodtak az 1,24*107—5,5*107 kiindul6é sejtkoncentracidkkal mindkét esetben
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forditott aranyban, vagyis a magasabb csiraszdm melletti alacsonyabb ,D” értékek
alakultak ki. Kovetkezésképpen, a fenti koncentracidtartomanyban a rendszer még nem
érthette el a teljesitOképessége csucsat, vagyis a kavitacios hatarkoncentraciot. Magasabb
részecskekoncentracional egy kavitacios buborék dsszeomlasa annak kozelében 1€vé tobb
sejtet is szétroncsolhat egyszerre. Alacsonyabb intenzitasu, rovidebb iddintervallumu
ultrahangkezelés szaporodasserkentd hatast fejtett ki. Javaslatunk, hogy a vizsgalt
baktérium, illetve minden organizmus gazdasagos elpusztitiséhoz a kavitacios
hatarkoncentracio kozelében, de az alatt érdemes ilizemeltetni a rendszert, vagyis egy
allando akusztikai jelenség biztonsagos fels6 hatara alatt, a teljesitoképesség
maximumanal. A szaporodasserkentéshez pedig rovid idéintervallumu alacsonyabb

intenzitasu kezelést kell alkalmazni.

5.7. SZELEKTIV ULTRAHANGHATAS KRITERIUMAI

A Saccharomyces cerevisiae esetén a kavitacio tizedelési iddintervallum —
kiindul6é szuszpenzié koncentraci6 egyenes aranyban allnak, mig a Pseudomonas
aeruginosa baktérium esetén e jelenség mellett forditott arany tapasztalhato. A
szelektivitas lényege, hogy amennyiben a kiinduld csiraszam mindkét vizsgalt
mikroorganizmus esetén 9,22%10"/ml, akkor elméletileg mindkét mikroorganizmus
egyforma 737 masodperces tizedelési iddintervallummal rendelkezik. Ha ennél
alacsonyabb mindkettd sejtszama, akkor az élesztogombat, illetve forditott esetben a
baktériumot lehet kiirtani a masik sejttipus melldl. A teljesitmény szelektivitasa
gyakorlatilag egyiranyu, mivel az élesztdgomba “D” értéke megkdzelitleg tizede a
baktériuménak, forditott eset az élesztdgomba legalabb tiz nagysagrenddel magasabb
kiindulé csiraszama, vagyis a nagyobb ,,.D” értéke ellenére kell kiirtani az élesztdgomba
mellsl, akkor a 6W/cm” melletti baktériumra gyakorolt szaporodasserkenté hatast akér
tobb 1épcsoben alkalmazva, a baktériumszam kell6 mértékben megsokszorozhato ahhoz,
hogy ,,D” értéke az élesztdgomba ala keriiljon, igy kiirthatova valjon az élesztégomba
melldl. Kovetkezésképpen az ultrahang alkalmas a sejtszam szelektiv szabalyzasara, igy
javasoljuk annak alkalmazasat akar mas fajok esetén is szelektiv sejtbiologiai kezelések

kivitelezésére.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az értekezésben az ultrahang sejtbiologiai és fizikai hatasaival, akusztikai
jelenségek kialakuldsanak koriilményeivel, illetve azok biologiai hatasaival, az ultrahang
altal okozott hoképzddéssel foglalkoztunk. A kutatas alapvetd, f6 vizsgalati célja a
kiilonb6z0 mikroorganizmusok talélési dinamikajanak ultrahangkezelés melletti
tanulmanyozasa volt, a szelektiv ultrahanghatés kritériumainak megfogalmazasaért. A
kutatas soran 0sszesen haromféle ultrahangrendszer keriilt megtervezésre €s kivitelezésre
a nagyfrekvencias, magas intenzitasti aktiv ultrahang kategoriaban, mely rendszerek
sejtbiologiai €s fizikai vizsgalatokban keriiltek Osszevetésre. Az ultrahangrendszerek
specialis kiegészité egységei voltak a kavitacid hangtérbeli kialakuldsanak detektalasa
érdekében kialakitott miiszeres kavitacio detektalasi rendszer, €s azok jarulékos egységei.
Az  ultrahangrendszerek  tovabbi  kiegészitd  rendszereinek  tekinthetéek a
folyadékaramoltatasos rendszerek, melyek egy esetben magat a teljes kezelt
anyagmennyiséget, masik esetben a sejtanalitikai rendszert foglaltdk magukban.
Sejtanalitikai rendszerek annak érdekében keriiltek kifejlesztésre és tesztelésre, hogy a
sejtbiologiai hatasok értékelése gyorsabban és egyszeriibben kivitelezhetové valjék. A
sejtanalitikai rendszerek jelfeldolgozd egységei analdg és digitalis elven alapultak. Az
ultrahang hohatasanak vizsgalata infra és termoelemes hdmérdrendszerek Osszevetésével
tortént, melyek koziil az infrahdmérés homérséklet meghatarozas segitségével,
ultrahangtérben harom kisérletsorozat folyt, melynek kapcsan deriilt fény a hangtérben
kialakulé akusztikai jelenségek szerepének fontossagara. Az ultrahang hohatdsanak
meghatarozasaért szono-termogramok ¢és differencial szono-termogramok keriiltek
kifejlesztésre és alkalmazasra. A cél annak megallapitasa volt, hogy a szuszpendalo szer
¢és a szuszpenzid hémérséklete azonos kezelési koriilmények mellett hogyan viszonyul
egymashoz. A hdkezelés mikrobiologiai hatasara vonatkozd képletek és egyenletek
atalakitasaval 10j lehetdség nyilt az ultrahang bioldgiai hatasainak értékelésére.
Modszereket, eljarasokat dolgoztunk ki a kavitacids hatarkoncentracio ultrahangtérbeli
meghatarozasara, illetve az ultrahangtérben kialakuld visszakavitaldsi, vagy kavitacid
kialakulasi jelenségeket megfogalmaztuk, eljarast dolgoztunk ki azok meghatarozasara,
illetve meg is mértilk azokat az alkalmazott modellanyagok esetében. Kiilonb6zo

teljesitményszintek és kiinduld Saccharomyces cerevisiae élesztégomba csiraszamok
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mellett vizsgaltuk az akusztikai jelenségek kialakulasi torvényszertiségeit, illetve
modszereket, eljardsokat dolgoztunk ki az akusztikai jelenségek vizsgalatara. Bizonyitast
nyert, hogy az akusztikai jelenségeknek Ugy, mint az akusztikai aramlasnak, az
allohullamnak és a kavitacionak eltérd hatasa van a modell élesztégomba talélési
dinamikajara, tovabba, hogy ezen akusztikai jelenségek céliranyosan befolyéasolhatoak,
illetve meghatarozhatoak a kisérleti koriilmények kozotti befolyasold paraméterek. Az
¢lesztbgombanal mért talélési dinamika eredmények tovabbi értelmezhetdsége és
Osszehasonlithatésaga miatt  feltételesen  koérokozd  Pseudomonas — aeruginosa
baktériummal is elvégeztiik az ultrahang besugarzasi kisérleteket.

A kisérletek eredményeiként, a két modell mikroorganizmus talélési
dinamikéjaban eltéréseket mutattunk ki az alkalmazott azonos kisérleti koriilmények
melletti kavitacids jelenség hatasara, igy lehetévé valhat a szelektiv ultrahangkezelés
megvalositasa. A fajon belilli szelektivitdas annal is inkabb lehetové valt, mivel
alacsonyabb intenzitast, rovidebb periodusu ultrahangkezelés serkentéen hat a baktérium
szaporodasara.

A szelektiv ultrahanghatds miatt, az ultrahang provizorikus felhasznalasi
lehet6ségei is el6térbe keriilhetnek, az élelmiszerkarositdé mikroorganizmusok
besugarzasanak, kiirtasanak, vizsgalatanak, s6t a human test folyadékaiban 1évo karos
sejtek inaktivalasanak az iranyaban, a hasznos sejtek érintetleniil hagyasa, vagy

serkentése mellett.
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7. SUMMARY

In this dissertation we dealt with the cell biology and physical effects of
ultrasound, with the conditions for the formation of acoustic phenomena and the
biological effects of these phenomena, with heat generated by ultrasound.

Our primary goal with these investigations was to study the survival dynamics of
different microorganisms during their irradiation with ultrasound in order to define the
criteria for selective ultrasound effects.

We designed and built three ultrasound systems of different type. All of them
were operating in the high intensity active ultrasound category. We compared there three
ultrasound systems in cell biology related and physical experiments. The ultrasound
generating systems were supplemented with the following special units: analogue
cavitation detecting systems for detecting the formation of cavitation in the ultrasound
field, and their auxiliary equipment. The liquid circulating system can also be considered
as another auxiliary system of the ultrasound arrangement. In one experiment this liquid
circulating system contained all the irradiated materials, in another case this system
contained the cell analytical system.

We developed and tested cell analytical systems for facilitating the evaluation of
the cell biology effects. Both analogous and digital signal processing units were used as
elements of the cell analytical systems. For studying the effect of heat generated by
ultrasound, we compared two thermometer systems based on infrared and thermocouple
sensors, respectively. Three sets of experiments were carried out in the ultrasound field
by using the infrared based temperature measurement system. Results of the se
experiments highlighted the importance of the acoustic phenomena occurring in the
ultrasound field.

In relation to the heat generation we developed sono-thermograms and
differential sono-thermograms by using a new principle. We used these diagrams to
determine the relationship between the suspension media and the suspension temperature
under the same irradiation conditions.

We modified several formulas and equations used in microbiological studies for
calculating the effect of heat so that they shall be suitable for evaluating the biological

effects of ultrasound. We developed methods and procedures for determining the

-114 -



SUMMARY

threshold concentration in the ultrasound field where the cavitation occurs. We clarified
the reverse cavitation and cavitation formation phenomena and developed a procedure for
determining these processes. In addition we carried out measurements aimed at
determining the parameters of these phenomena for different model materials.

We studied the rules controlling the development of the acoustic phenomena at
different ultrasound output levels and different starting Saccharomyces cerevisiae yeast
cell concentrations, and we worked out methods and procedures for examining these
acoustic phenomena. We demonstrated that that the different acoustic phenomena,
namely acoustic streaming, standing wave and cavitation have different effects on the
survival dynamics of the yeast used as a model. We also showed that these acoustic
phenomena can be affected advisedly and determined the variables affecting these
phenomena. For the purpose of providing more data for interpreting the survival
dynamics measured with yeast and for establishing a basis of comparison, We performed
the experiments with a human bacteria strain, Pseudomonas aeruginosa.

As a result of these experiments we showed differences in the survival dynamics
of the two model microorganisms under the same experimental conditions in the range of
cavitation. This makes the selective ultrasonic treatment possible. The selectivity can
even be more expressed as if ultrasound of low output was applied for shorter periods it
stimulated the reproduction of the bacteria.

Due to the selective effect of ultrasound, there are some ad hoc options for its use
in the areas of irradiation, extermination, examination of food damaging microbes, or
even deactivation of the detrimental cells in human body liquids without affecting, or

even stimulating, the useful cells.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

8.1. Megallapitottam, hogy allandd hémérsékletii folyadékaramoltatasos és nem
alland6 homérsékletli tolto-iiritd ultrahangrendszerekben a Saccharomyces cerevisiae
D7 értékei, az alkalmazott teljesitményekkel forditott aranyban allnak, illetve a nem
alland6  homérsékletli  ultrahangrendszerben a ,D” értekek a  kiinduld
sejtkoncentraciokkal egyenes aranyban valtoznak alacsonyabb, illetve forditott aranyban
valtoznak magasabb ultrahang teljesitmények mellett.

8.2. Megallapitottam, hogy az ultrahangos kavitacio felel a vizben jelentkezd
fokozott h6képzdodésért, de nem csak a héhatas felel az ultrahang bioldgiai hatasaiért.

8.3 Megallapitottam, hogy a kavitacios hatarkoncentracid, 3-12W/em® kozott
egyenes aranyban valtozik minden alkalmazott modellanyag esetén a teljesitménnyel,
illetve ennek ¢és a kavitacié kialakulasi idéintervallumnak az ismeretében meghatarozhato
az adott anyag.

8.4. Megallapitottam, hogy a kavitacié kialakulasi iddintervallum egyenes
aranyban valtozik az alkalmazott részecskekoncentracioval, azonban nem valtozik a
teljesitménnyel, a kavitacios hatarkoncentracié mindig azonos mértékii valtoztatasakor.

8.5. Megallapitottam, hogy a Saccharomyces cerevisiae ,,D” értékei a kiindulod
sejtkoncentraciokhoz forditottan ardnylanak az akusztikai aramlas és allohullam mellett,
illetve egyenesen aranylanak a kavitacié akusztikai jelensége mellett 1,72*107-
5,37*10"/ml sejtkoncentracié és 9W/cm” teljesitményszinten.

8.6. Bebizonyitottam, hogy az alkalmazott analdg sejtanalitikai rendszerrel a
Saccharomyces cerevisiae tilélési dinamikéja egyszeriibben gyorsabban kdvethetd, mint
azonos koriilmények mellett, manualis elemzéssel.

8.7. Megallapitottam, hogy a Pseudomonas aeruginosa baktérium ,,D” értékei a
vizsgalt 5,5% 107—1,24* 10’ tartomanyban a kiindul6 sejtkoncentracidval forditott ardnyban
allnak kavitacio mellett 6 és 9W/cm® teljesitményszinten.

8.8. Megallapithato, hogy a vizsgalt baktérium és az élesztogomba kavitacioval
szemben tanusitott ellentétes tilélési dinamikaja, a fajok kozti szelektiv sejtbiologiai
ultrahangkezelés lehetdségét bizonyithatja.

8.9. Uj berendezés és eszkoz a folyadékaramoltatasos ultrahangrendszer, a nem

allando homérsékletii ultrahang rendszer, az ultrahang hodhatasanak vizsgalatakor
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kifejlesztett ultrahang és detektor rendszerek, a miiszeres kavitacio detektor és az analog
¢és digitalis sejtanalitikai rendszerek.

8.10. Uj tudomanyos modszerek a szono-termogramok és differencial szono-
termogramok, a kavitacios hatarkoncentracidé meghatarozasanak alap és kiegészito
modszerei, a kavitacio kialakulasi idOpillanat meghatarozasanak, a szimultan akusztikai
jelenség — sejtbioldgiai  hatds vizsgalat modszerei, a sejtanalitikai  eljarasok

Saccharomyces cerevisiae ultrahangtérbeli tulélésének vizsgalatara.
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Akusztikai kavitacio kialakulasanak koncentraciofiiggése szuszpenziokban

Vizsgalatunk targya, hogy a szuszpenziok kvalitativ és kvantitativ tulajdonsagai
hogyan befolyasoljak az ultrahangtérben kialakulé akusztikai jelenségek bekdvetkezését
¢és azok kiisziibértékeit. Vizsgalati alap jelenségként az akusztikus kavitaciot valasztottuk.
A vizsgélatokhoz kereskedelmi forgalomban kaphaté préselt, illetve szaritott
Saccharomyces cerevisiae pékélesztot, valamint az élesztd atmérdjével megegyezd
atmérdjii  dolomitszemcsékbdl 4ll6  szuszpenzidt hasznaltunk. A kisérletek az
ultrahangkezelé edényben 1,117MHz frekvencidjan, 0-12W/cm® teljesitmény mellett
zajlottak. A hangtérbe sugarzott vezetd hulldmok longitudinalis tipusuak. Vizsgaltuk
kiilonboz6 ultrahang teljesitmények mellett a kaviticid megsziintetéséhez sziikséges
hangtérbeli szemcsekoncentracidé g/l mennyiségét, tehat a ,kavitdciés hatar
koncentraciot”, valamint e mennyiségek 1,5-szeresének felhasznaldsaval a kisérletek
beinditasatol a kavitacié ismételt kialakulasaig eltelt iddintervallumot, a ,kavitacid
kialakulasi idopillanatot”. A két érték jellemzi a rendszerben kialakuld
hullamjelenségeket, a hullamjelenségek pedig az ultrahang hatasait. A dolgozat alkalmas
az ultrahang felhasznalasi teriiletének szemcseanalitikai, szelektiv
részecskemanipulacios, biologiai extrakcios, sejt inaktivalasi és fermentacios technikak
felé torténd tovabbi kibovitésére.

Occurence of acoustical cavitation in suspensions and its dependence of this particle
concentration

In our experiments we studied how the qualitative and quantitative properties of
water based suspensions effect the occurrence and threshold levels of the ultrasonic
phenomena, standing wave, acoustic streaming and especially cavitation. In our
experiments commercial pressed (hydrated) and lyophilized (dehydrated) baker’s yeast
(Saccharomyces cerevisiae), and a dolomite suspension that has the same average
particle size as of the yeast were used. The experiments were conducted in the
ultrasonic treating vessel under the conditions of 1.117MHz frequency and 0-12W/cm®
ultrasound output. We examined the levels of particle concentration (g/l) in the
ultrasound field that were needed to terminate cavitation (that is the cavitation threshold
concentration), and we measured the length of time that passed from the start of the
experiment until the restart of cavitation, which is the time period required for the
formation of cavitation. These experiments were carried out under concentration levels
that were 1.5 times higher than the cavitation threshold concentrations. The acoustic
phenomena taking place in the ultrasound field, and through these, the effects of
ultrasound can be characterized by these two measures. This study is suitable for further
expanding the application area of ultrasound towards particle analysis, selective particle
manipulation, biological extraction, cell inactivation and fermentation techniques.
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208.L 03.00-1 szabvany a peptonviz elkészitéséhez

209.ETI-ML-SOP-VU-FM-01-A/2  ref: L06.00-18 szabvany az él8sejtszam
meghatarozasra

210. SOP-03-1/3 és ETI-ML-SOP-03 szabvany a Plate-Count Agar elkészitéséhez
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I. MELLEKLET

ELECTRICAL CHARACTERISTICS
(Circuit of Figure 1, GND = DGND = O, Vi = DV4 = SV. V. = 8V, Wpany = VeAD) = Vapi = Wpog = OV, Cf = 100pF.
Riy = 25k, RL = 1K@, CL = 20T T = Than 1o Tya, criless oiherwse noleo, Typical valles e al T4 =25 ©.)
[SYMBOL [ WiN__TvP  WAX | UATTS
Mawsmum Operaiing Frequency | Fo 00 400 EN
quency Progranimin 250 T

Frwg.ecy Plograming I % e
TN Ot voltage i S0 =20 | mv
FracuenCy Tampsrat.re 0 =
Cosfficiart [Vrans = 3V _ 00 P

N, Vo= BV, Ve - 4TV 0 520 aon wzonf |

" Wi =Y.V = 4 TEVI0 525V 202 «100
UTFUT AMPLIFIEA (spplies to all wavstorma)
Dutput Pesk-to-Peak Symmety | VouT I B =
Output Resktance [ Rour | o1 02
Output Short-Circuit Cutent | lpur | Short circut to GND- | a0
SQUARE-WAVE OUTPUT (AL = 19953)
Amglitude Vour | Ta - enl e
Ris= Time 115 L & 2
Pl Tire i Z
Cuy Cycie & D401 = OV, dC = IR % 100% T )
TRIANGLE-WAVE OUTPUT (RL = 1000)
Ampiitde Vour 0 w1 | er
Noninasnty I Fo = 100KHZ, 5% 10 85% 05 %
Duty Cycle [ [Vors=0viNoeT) aq () B %
SINE-WAVE OUTPUT (AL = 100%)

[Fpise i

T

1. Abra: A , MAXIMO038” nagyfrekvencias chip elektronikai karakterisztikaja

—

[ ———— e

Figure &, Crysiar Controlied, Digh % Froquancy Symihesizey—axHz 3 T6VIHE walh 1Kz Resolulior

2. Abra: a jelgenerator kapcsolasi rajza
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=

P

Kézvetitd
Menetes
idom 2,

: M 3 x Bmm

3. Abra: Az ultrahang sugarzofej gyartasi tervrajza

- 140 -



I. MELLEKLET

.

4. Abra: Az ultrahang sugarzofej osszeépitett tervrajza
(1. Kiils6 burkolat, 2. Kiils6 rogzitdé gyiiri, 3. Belso rogzité gylirt, 4. Belso elektro-akusztikai
csatold, 5. Teflongyiird, 6. Teflontarcsa, 7. Kiils6 elektro-akusztikai csatold)
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II. MELLEKLET

CH1 MEM 1 UFs 2 46.462 n 9.3262 1.3501 uH

B8 1.089 400 MHz

|

Cor

# g N
START .800 000 MHz

1. Abra: Smith-diagram az 6lom-cirkonat piezokeramiarol

CHi ASA log MAG 10 oBS RAEF O dB i —1@,342 EIB1
T I T ' 1 1 1 T
(a2 I 1.698 odo mHz
Cor
= 4 2| 1
1 |

1900 TP O ) O (AN S I
lriﬁﬂnuuﬂﬁ# ﬂﬁllﬁlif-\‘hmil:ﬂ'\'l !\F.I"W'\‘ \/«w\‘w

L “\‘?-‘F

L | 1 | | 1 e L 1 d
START 900 000 MHZ STOP 1.300 000 MHz

2. Abra: A keramia rezonanciai
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CH1 MEM 1 UFS 4 45.823 a =88.277 41,2817 nF
Uil 1.263 520 MHz

: 0.78413 o
=31.717 @

Cor 989 kHz

41.300 000 MHz

3. Abra: A kezel8edény Smith-diagramja

[ ~

CHi MEM log MAG 5.09 dB/ REF 0 dB 9 4; -2.8665 _C‘E

[ ’ ! ‘ [T 1.%e3 sdo mhz
i | ! 1
et e e el e )
! | “[ 1’. 9689 kHz
o i | -23 932
Lommgrg
~7.4497 dB|
S

| ‘;

‘ I y J‘r' ( - -

T ]

| | |

2| S P R w . e e ’T‘

| | |

| | |
— : i
] | i | |
| | | | i
(ISR S L;i e ________ﬁ,,L,,, -l
START .90C 000 MHz 2 8TOP 4.300 000 MHz

4. Abra: A kezel6edény rezonancia-frekvenciai
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5. Abra: Az alszin kodolo altal kozvetitett kép a sejtek tulélésérsl
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IIILA. MELLEKLET

o

= —8—Viz

2 hémérséklete
@

2

‘GE) = SzUSZpenzid
]

I

hémérséklet

1 ‘ ‘ ‘ ‘
0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

1.A. Abra: 9W/cm® teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzio hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 1°C-os vizkopeny homérséklet mellett,
1g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

0,5

ey H S mérséklet
kilénbség

Hémérséklet kilonbség (°C!

-1,5

Kezelési id6 (sec)

1.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 1°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett
kezelt 1g/100ml koncentracioja €lesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hémérsekleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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%)

e

T —8—Viz

‘0 hémérséklet

—

‘g e SzUSZPENZ

g 6
hémérséklet

11 — ‘ ; ;
0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

2.A. Abra: 9W/cm? teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hdmérsékletének
(szono-termogramjainak) alakuldsa 10°C-os vizkopeny homérséklet mellett,
1g/100ml élesztd szuszpenzio koncentracional

\
J

S HEmérséklet
kildnbség

Homérséklet kulénbség (°C

Kezelési id6 (sec)

2.B. Abra: A 9W/cm? teljesitménnyel, 10°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett
kezelt 1g/100ml koncentracioju élesztd szuszpenzid €s viz kezelés alatti
hémérsékleteinek kiillonbsége (differencial szono-termogramja)
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o

e

IS —a—Viz

3 hémérséklet
[2]

—

'g —— SzUSZpenziod
o) hémérséklete
I

0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

3.A. Abra: 9W/cm’ teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakuldsa 20°C-os vizkopeny homérséklet mellett,
1g/100ml élesztd szuszpenzio koncentracional

oS H3mérséklet
kilonbség

Homérséklet kulénbség (°C’

Kezelési id6 (sec)

3.B. Abra: A 9W/cm? teljesitménnyel, 20°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett
kezelt 1g/100ml koncentracioju élesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hémérsékleteinek kiillonbsége (differencidl szono-termogramja)
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—B— Vizek atlaga

=—&— Szuszpenzid
2.ism

H6émérséklet (°C)

0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

4.A. Abra: 9W/cm” teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 30°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett,
1g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

=== HEmérséklet
kulénbség

Hémérséklet (°C)

Kezelési id6 (sec)

4.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 30°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett
kezelt 1g/100ml koncentracidju élesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hémérsékleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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—8—Viz
hémérséklete

= Szuszpenziod
hémérséklete

Hémérséklet (°C)

37 B ‘ ‘ ‘ ‘

0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

5.A. Abra: 9W/cm® teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 40°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett,
1g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

\
)

05 N
LAWY

/ V\.‘f50 \/3(;0 \{150 6(;0 rionbeco
-0,5
/

Hoémérséklet kulénbség (°C

Kezelési id6 (sec)

5.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 40°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett
kezelt 1g/100ml koncentracioja €lesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hoémérsekleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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52

%)

e

©

3 —1—Viz

12 hémérséklete
‘@

=§ —— SzUSZPEeNZzid
hémérséklete

47 ‘ ‘
0 150 300 450 600
Kezelés id6 (sec)

6.A. Abra: 9W/cm” teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 50°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett,
1g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

S 05
()]
‘O
(7]
Ne)
£ o
2 150 = Homérséklet
o killénbség
< -0,5
‘O
1
: [l
2 J
A5

Kezelési id6 (sec)

6.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 50°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett
kezelt 1g/100ml koncentracidji €lesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hémérsékleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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61

60

/\/\
] N[

o Y
° Y} Viz
3 hémérséklet
14
‘© 58 Szuszpenzio
5 hémérseklet
T

57

56 T T T T

0 150 300 450 600

Kezelési id6 (sec)

7.A. Abra: 9W/cm® teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 60°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett,
1g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

1,5

\
)

== HEmérséklet
kilénbség

Hoémérséklet kulénbség (°C

Kezelési id6 (sec)

7.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 60°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett
kezelt 1g/100ml koncentracioja €lesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hémérsekleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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8.A. Abra: 9W/cm’ teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékleteinek
(szono-termogramjainak) alakulasai 1-60°C-os vizkOpeny homérséklet mellett,

Hémérséklet (°C)

0 150

300

450 600

Kezelési id6 (sec)

1g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

\
)

Hoémérséklet kulénbség (°C

8.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 1-60°C-os vizkpeny hémérséklet mellett
kezelt 1g/100ml koncentracioju élesztd szuszpenzid €s viz kezelés alatti
hémérsékleteinek kiilonbségei (differencial szono-termogramjai)

Kezelési id6 (sec)

—— Hbémérséklet
kildnbség 0°C-on

= = = HOmérséklet
kilénbség 10°C-on

® Hémérséklet
kildnbség 20°C-on

s H G M Erséklet
kilénbség 30°C-on

— -&— - Hémérséklet
kilénbség 40°C-on

@ Hmérséklet
kildénbség 50°C-on

—+8&—— Hémérséklet
kildnbség 60°C-on
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%)

e

o —B—Viz

5 hémérséklete
w

g &= Szuszpenzidk
re) atlaga

T

3 - ‘ ‘ T

0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

9.A. Abra: 9W/cm” teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 1°C-os vizkopeny homérséklet mellett,
2g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

\
)

—B— HOmérséklet
kilénbség

Hémérséklet kilonbség (°C

Kezelési id6 (sec)

9.B. Abra: A 9W/cm? teljesitménnyel, 1°C-os vizkopeny hémérséklet mellett
kezelt 2g/100ml koncentracioja €lesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hoémérsekleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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3

‘\6/ —B8—Viz

= hémérséklet
©

o

£

k] —— SzUsZpenzid
T hémérséklet

0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

10.A. Abra: 9W/cm’ teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzid hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakuldsa 10°C-os vizkopeny hdmérséklet mellett,
2g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

\
)

—B— H6mérséklet
kilonbség

Hémérséklet kilonbség (°C

Kezelési id6 (sec)

10.B. Abra: A 9W/cm? teljesitménnyel, 10°C-os vizkopeny hémérséklet mellett
kezelt 2g/100ml koncentracioja €lesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hoémérsekleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)

154 -



III. A. MELLEKLET

27

—8—Viz
hémérséklet

H6émérséklet (°C)

20 ‘ ;

0 150 300 450
Detektalasi id6 (sec)

11.A. Abra: 9W/cm® teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hdmérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 20°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett,

600

= Szuszpenzio
hémérséklet

2g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

\
)

-2

Hoémérséklet kulénbség (°C

Detektalasi id6 (sec)

11.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 20°C-os vizkopeny hémérséklet mellett
kezelt 2g/100ml koncentracioju élesztd szuszpenzid €s viz kezelés alatti

hémérsékleteinek kiillonbsége (differencial szono-termogramja)
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g
= —&—Viz atlag
@ hémérséklet
X
%
@ —B— Szuszpenzié
\g hémérséklet
I

30

29 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 150 300 450 600 750
Kezelési id6 (sec)

12.A. Abra: 9W/cm’ teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 30°C-os vizkopeny homérséklet mellett,
2g/100ml élesztd szuszpenziod koncentracional

0,5

—B— Hémérséklet
1 kildnbség

Hoémérséklet kulénbség (°C’

Kezelési id6 (sec)

12.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 30°C-os vizkopeny hémérséklet mellett
kezelt 2g/100ml koncentracioju élesztd szuszpenzid €s viz kezelés alatti
hémérsékleteinek kiillonbsége (differencial szono-termogramja)
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—f—\/iz
hémérséklet

—e&— Szuszpenzid
hémérséklet

H6émérséklet (°C)

—O&— Szuszpenzid
hémérséklet,
ismétlés

37 ‘ T

150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

13.A. Abra: 9W/cm’ teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakuldsa 40°C-os vizkopeny homérséklet mellett,
1 és 2g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

\
J

S H3mérséklet
kilénbség

Hémérséklet kilonbség (°C

Kezelési id6 (sec)

13.B. Abra: A 9W/cm® teljesitménnyel, 40°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett
kezelt 1 és 2g/100ml koncentracioju élesztd szuszpenzio és viz kezelés alatti
hémérsékleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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52

Viz
hémérséklet

—8—Viz
hémérséklet,
ismétlés

&= Szuszpenzid
hémérséklet

H6émérséklet (°C)

0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

14.A. Abra: 9W/cm® teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hdmérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 50°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett,
2g/100ml élesztd szuszpenzid koncentraciondl, a viz vizsgélatanak ismétlésével

)
N
- o
—

%
=
?
2 0,5 .
5 oS H3mérséklet
S kiilénbség az
f, 01 ismétléshez
= 150 300 450 képest
® -0,5
!
0 '1
I

-1,5

-2

Kezelési id6 (sec)

14.B. Abra: A 9W/cm? teljesitménnyel, 50°C-os vizkopeny hémérséklet mellett
kezelt 2g/100ml koncentracidju élesztd szuszpenzid €s viz ismétlések atlagainak,
kezelés alatti hdémérsékleteinek kiilonbsége (differencidl szono-termogramja)
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59

58

57 M4 A hémérséklet

—— SzUSZpenziod
hémérséklet

Hoémérséklet (°C)

56 -

55

0 150 300 450 600
Kezelési id6 (sec)

15.A. Abra: 9W/cm® teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakulasa 60°C-os vizkopeny homérséklet mellett,
2g/100ml élesztd szuszpenziod koncentracional

1,5

1

0,5

150 300 50 e HEmeérséklet
kllénbség

Hémérséklet kilonbség (°C!
S
[&)]

Kezelési id6 (sec)

15.B. Abra: A 9W/cm’ teljesitménnyel, 60°C-os vizkopeny hémérséklet mellett
kezelt 2g/100ml koncentracioja €lesztd szuszpenzid és viz kezelés alatti
hoémérsekleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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—@— Hémérséklet kiilonbség 10°C-on
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—2A— Hémérséklet kiilonbség 30°C-on
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100 mill
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100 mill
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16. Abra: A 9W/cm’ ultrahang teljesitménnyel kezelt 1-60°C-os vizkdpeny
hémeérséklet melletti egyes Osszetartozd szuszpenziok és vizek hdmérséklet
kiilonbségeinek alakulasai, egybevetett nézetben
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17. Abra: Kontakt és infra hémérdvel mért hémérsékleti értékek tiszta viz
esetében, 9W/cm” ultrahang teljesitménnyel torténd kezelés folyaman
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27

—~ —B—Viz

9

% =—@— Szuszpenzid
[ 20g/1

‘0

=§ =g Szuszpenziod
T 10g/l

0 150 300 450 600
Detektalasi id6 (sec)

18.A. Abra: 9W/cm’ teljesitménnyel kezelt viz és szuszpenzié hémérsékletének
(szono-termogramjainak) alakuldsa 20°C-os vizkopeny homérséklet mellett,
1 és 2g/100ml élesztd szuszpenzid koncentracional

—B— Szuszpenzié
10g/l

= Szuszpenzid
20g/I

Hoémérséklet kulénbség (°C’

Detektalasi id6 (sec)

18.B. Abra: A 9W/cm” teljesitménnyel, 20°C-os vizkopeny hémérséklet mellett
kezelt 1 és 2g/100ml koncentracioju élesztd szuszpenzio és viz kezelés alatti
hémérsékleteinek kiillonbsége (differencial szono-termogramja)
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a—/iz hmérséklet

1g/100 ml
dolomit
szuszpenzid
hémérséklet

—e— 1g/100 ml
dolomit
szuszpenzid
hémérséklet,
ismétlés

—&8—2g/100 ml

20 # T T T dolomit

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 szuszpenzio
hémérséklet
Detektalasi id6 (sec)

H6émérséklet (°C)

19.A. Abra: 9W/cm® teljesitménnyel kezelt viz és dolomit szuszpenzio
hémérsékletének (szono-termogramjainak) alakulésa 20°C-os vizkdpeny
hémérséklet mellett, 1 €s 2g/100ml szuszpenzid koncentracional

—&8— H6émérséklet
kilénbség
1g/100ml

\
)

0 T T T
1$0 0 150 2650 {150

=== H5mérséklet
kilonbség
19/100 ml,
ismétlés

e H5meérseéklet
2 kilénbség
2g/100ml

Homeérséklet kulénbség (°C

-3

Besugarzasi id6 (sec)

19.B. Abra: A 9W/cm’ teljesitménnyel, 20°C-os vizkopeny hémérséklet mellett
kezelt 1 és 2g/100ml koncentracidji dolomit szuszpenzio és viz kezelés alatti
hoémérsekleteinek kiilonbsége (differencial szono-termogramja)
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29 —— /|7

= = = 1g/100ml dolomit és
19/100 ml éleszt6

), 75 g/100 ml dolomit és
1,5 g/100 ml élesztd

——&—1 g/100 ml dolomit

Hoémérséklet (°C)

—e—— 1 g/100 ml dolomit,
ismétlés

------ 2 g/100 ml dolomit
hémérséklete

i ‘ ‘ ‘ ‘ 2g/10 ml éleszté +
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 19/100 ml dolomit
Detektalasi id6 (sec)

20.A. Abra: 9W/cm” teljesitménnyel kezelt tiszta viz, dolomit és éleszté
szuszpenzid homérsékletének (szono-termogramjainak) alakulasa 20°C-os
vizkopeny hdmérséklet mellett, kiilonb6z6 szuszpenzid koncentraciok kozott.

19/100ml dolomit

\
J

——&— 1g/100 ml
dolomit, ismétlés

- - ©0- - 29/100 ml dolomit

e 13/100 ml dolomit
+1g/100 ml
éleszté

Hémérséklet kilonbség (°C

—&8— 19g/100 ml éleszt6

2g/100ml élesztd

Detektalasi id6 (sec)
20.B. Abra: A 9W/cm® teljesitménnyel, 20°C-os vizkdpeny hémérséklet mellett

kezelt kiilonb6z6 koncentracioja dolomit és €lesztd szuszpenziok é€s tiszta viz
kezelés alatti hdmérsékleteinek kiilonbségei (differencidl szono-termogramyjai)
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IIL.B. MELLEKLET
I, HOTANI EGYENLETEK (FABRY, 1995)

C=(Q/mAt) [1.]
Q=CmAt[W] [2.]
Q=aFAtt [3.]
CmAt=aFAtt [4.]
At=Q/aFt=Q/Cm [5.]
©=((Cm)/(aF)) [6.]
II. HANGTANI EGYENLET (SUSLICK, 1988)
dT/dt=QRal)/pCnvV [8.]

VESZTESEG A HUTOKOPENYEN (FABRY, 1995)

q=(27nL (t—t)A) /(2,312 (da/ dv)) [9]

Q = masodpercenként ultrahanggal bevitt energia 34,2 [J]

q = hévezetéssel a hdcseréld falon atment hdaram (szamitando)  [J/s], [W]

m = tomeg (p * v *1000) 0,025 kgl

v = térfogat 25 [cm’]

At = homérséklet kiilonbség (szamitando) [K]

T =1id6 (szamitand®) [sec]

F = feliilet 0,00038 [m?]

T = kezelési ido 0-600 [sec]

o, = Abszorpcids koefficiens 0,05 [Np /cm * MHz]
a = forrasban 1év6 viz hdatadasi tényezdje 15000 [W/ m® * K]
I = Alkalmazott hangintenzitas 9 [W/ cm?]

p = slirliség 1 [g/cm’]

Cn = fajho 4,186 [J/g*K]
C = fajho 4186 [kJ/kg*K]

L = folyadékoszlop magassaga a hdocserélében0,0265 [m]

th = hdcseréldben 1€vo anyag hdmérséklete  (szamitando) [K]

ta = hdcseréldben 1€vo anyag hémérséklete 293 [K]

A = liveg hdvezetési tényezdje 1,2 [W/mK],

[J/msK]
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d, = a hdcser¢lo cso kiilsé atmérdje 0,031 [m]

dy = a hdcseréld cs6 belsd atmérdje 0,03 [m]

[6.] egyenletbdl =(4186*0,025)/(0,00038*1900) = 18.35[s]
[5.] egyenletbdl At=34,2/15000*0,00038*18,35=34,2/4186*0,025 =032 [K]
[8.] egyenletbdl dT/dt=(2*0,05*1,117*34,2)/1*4,186*25 = 0,036 [K/s]
[9.] egyenletbdl g=((2*m*L*(At)*1,3)/(In(0,031/0,03)) [J/s];
(W]

Az 9. egyenletnél a At helyére az el6z6 masodpercre szamitott kumulalt
hoémérsékletkiilonbséget helyettesitettiik, majd a q, J/s értékét levontuk az aktualis
masodpercre vonatkoztatott 8. egyenletben 1év6 I, J/scm” és az 5. egyenletben 16v6 Q, J
értékébol.

Iddegységenkénti hdmérsékletvaltozas a
kezelési 1d6 fliggvényében

A 5.-9. egyenletbdl
| 8.-9. egyenletbdl
0,04 A A A Viz
0.03 N CO O A O  Szuszpenzid

©) AO
-0,02 Kezelési id6 (sec)
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Meért és szamitott viz s szuszpenzid

26 hémérsékletek

25

S

= 24

2

3 23

3

:% 22 5-9. egyenlet

e 21 8-9. egyenlet

| Meért viz hdmérséklet

Meért szuszpenzid homérséklet

0 100 200 300 400 500
Kezelési i (s)
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IV. MELLEKLET

crer

os vizkdpeny hémérséklet és 9W/cm® ultrahang teljesitménnyel tortént
kezelésének eredménye a kiindul6 allapottol a végsd 3450 masodperces, kezelés
utani allapotig.

c=1g/ 1001 - c=2 -_ 100 .

2. Aa: Kezelés eredmé ye 375 e utan

3. abra: Kezelés eredménye 750 sec utan
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4. Abra: Kezelés eredménye 1125 sec utan

5. Abra: Kezelés eredménye 1500 masodperc utan

6. abra: Kezelés eredménye 1800 masodperc utan

7. abra: Kezelés eredmén 215 méser utan 2g/100ml esetén

8. abra: Kezelés eredméye 2550 msoec utan 2g/100ml esetén
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9. abra: Kezelés ereé € 2925 mésodrc utan 2g/100ml esetén

10. abra: Kezelés eredménye 3300 ésodc utan 2g/100ml esetén

11. abra: Kezelés eredménye 3450 masodperc utdn 2g/100ml esetén
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V. MELLEKLET

1. Tablazat: Kavitacios hatarkoncentraciok, 4 ismétlésbol

Kezelési teljesitménzy
(W/cm?)
KHK (g/l) 0 3 6 9 12

Szaritott éleszt6

1. Ismétlés - 2,28 2,64 | 3,72 | 448
2. Ismétlés - 2,00 2,72 |1 3,24 | 4,36
3. Ismétlés - 2,16 2,52 | 3,52 | 4,28
4. Ismétlés - 2,20 2,68 | 3,32 | 4,68

Ismétlések atlaga 2,16 2,64 | 3,45 | 4,45

SzD1%=0,34

Szoéras - 0,12 0,09 | 0,22 | 0,17

Kiegészitd vizsgalatbol - 2,00 2,50 | 3,20 | 4,20
Préselt éleszto

1. Ismétlés - 9,36 10,44 111,04 12,40

2. Ismétlés - 9,60 9,64 (10,88|12,48

3. Ismétlés - 9,44 10,12110,32 (12,84

4. Ismétlés - 8,88 10,32110,96 | 12,24

Ismétlések atlaga 9,32 10,13 /10,80 12,49

SzD1%=0,80

Szoéras 0,31 0,35 | 0,33 | 0,25
Kiegészitd vizsgalatbol 9,12 9,88 [ 10,76 | 12,08
Dolomit liszt

1. Ismétlés - 1,04 1,92 | 3,28 | 5,28

2. Ismétlés - 1,12 1,80 | 3,12 | 5,52

3. Ismétlés - 1,08 1,84 | 3,36 | 5,20

4. Ismétlés - 1,12 1,96 | 3,20 | 5,60

Ismétlések atlaga - 1,09 1,88 | 3,24 | 5,40
S$zD1%=0,28

Szoéras - 0,04 0,07 | 0,10 | 0,19

Kiegészité vizsgalatbol - 0,88 1,80 | 2,92 | 5,12
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2. Tablazat: Visszakavitaldsi, vagy kavitacio kialakulasi idOpillanatok KHK*1,5
esetén, 4 ismétlésbol

Kezelési teljes‘i;,rlnénzy
cm

VKI (sec ( ) 3 6 9 12
Szaritott élesztb

1. Ismétlés 46 45 45 42

2. Ismétlés 47 47 46 45

3. Ismétlés 45 41 42 46

4. Ismétlés 50 39 47 43
Ismétlések atlaga 47 43 45 44
Ismétlések szérasa 2,16 3,65 | 2,16 | 1,83

Préselt éleszt6

1. Ismétlés - - - -

2. Ismétlés - - - -

3. Ismétlés - - - -

4. Ismétlés - - - -
Ismétlések atlaga - - - -

Dolomit liszt

1. Ismétlés 733 768 | 787 787

2. Ismétlés 764 741 | 763 | 790

3. Ismétlés 745 711 | 791 786

4. Ismétlés 763 738 | 773 | 802
Ismétlések atlaga 751,25 |739,5|778,5|791,25

SzD1%=39,51

Ismétlések szorasa 14,97 [23,30]12,90] 7,37
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45
'O 4 O
O
T 35 =
c
85 3 o
£ 925 s =
sz O préselt
g (l\ul 2 <> , .
2 & s O szaritott
= @ ’
2%
.; 1
@©
< 05

0 i i i i i i
0 2 4 6 8 10 12 14

Alkalmazott teljesitmény W/cm?

1. Abra: Préselt és liofilizalt élesztégomba kavitacios hatarkoncentracioi szarazanyagra
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VI. MELLEKLET

A Saccharomyces cerevisiae ¢élesztdgomba kiindulasi sejtkoncentracio
fliggd sejtpusztulasi dinamikajanak fényképsorozatai, egy ismétlés €s minden
idéponthoz tartozd egy-egy latotér bemutatdsanak esetében, KHK, KHK*1,5,
KHK*1,7, KHK*2,2 és KHK*3 koncentraciok mellett.

VI/1. C=KHK, t=20°C, P=9W/cm>
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8. Abra: A kezelés 120. masodpercében vett minta
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VI/2. C=KHK*1,5, T=20°C, P=9W/cm®

Dt

11. Abra: A kzeés 30. ésod cében vett minta

12. Abra: A 45. masodpercben vett minta
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17. Abra: A kezelés 120. masodpercében vett minta
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19. Abra: A kezelés 150. masodpercében vett minta

20. Abra: A kezelés 240. masodpercében vett minta

VI1/3. C=KHK*1,7, T=20°C, P=9W/cm’
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& o
26. Abra: A kezelés 75. masodperce
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VI/4. C=KHK*2,2, T=20°C, P=9 W/em®
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40. Abra: A kezelés 360. mésodercében vett minta
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VI/5. C=KHK*2,2, T=20°C, P=9W/cm>

\ 4 3 .'A .II I"
42. Abra: A 30. masodpercben vett minta

44. AbraA 90. masodpercben vett minta

/

45. Abra: A 0. éso

dpercben vett minta
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v
D

() . A
46. Abra: A 135. masodpercben vett minta

47. Abra: A 180. méasodpercben vett minta

48. Abra: 210. masodpercben vett minta

50. Abra: A 270. mésodercbn vett minta
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51. Abra: A 360. mésodperben vett minta
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1. Tablazat: Az immerzios objektiv alatt lathato sejtszamok kiillonb6zo

teljesitményeknél az id6 fliggvényében

7,5W/cm? 9,6W/cm” 10,5W/cm? 12W/em?
Kiindul6 sejtszam |  2,54*10’ 2,464*10’ 3,275%10’ 2,819%10’
kezelési |kezelési | Eff. kezelési |relativ €16 |abszolat €16 | relativ €16 | abszolut €16 | relativ é16 | abszolut €16 | relativ él6 | abszolut é16
id6 (perc) |id6 (sec)| 1d6 (sec) | sejtszam | sejtszam | sejtszam | sejtszam | sejtszam sejtszam sejtszam sejtszam
0 0 0 100 2,09%107 100 2%107 100 2,727%107 100 2,272*107
15 900 8,47 6521 | 1,363*107 | 63,63 1,272%107 | 66,66 1,818%107 56 1,272%107
30 1800 16,95 56,552 | 1,181*10’ 50 1%107 40 1,09%107 44 1%107
60 3600 3391 52,17 1,09%107 40,9 8,181*10° 20 5,45%10° 16 3,636%10°
105 6300 59,34 39,13 | 8,18%10° | 22,72 | 4,545%10° 10 2,727%10° 8 1,818*10°
165 9900 93,77 32,6 | 6,818*%10° | 13,63 | 2,727*10° 6,66 1,818*10° 4 9,09%10°
250 15000 141,3 21,73 | 4,545%10° 3,63 7,27*%10° 2 5,45%10° 0,8 1,81%10°
265 15900 | 149,78 19,56 | 4,09%10° 227 4,54%10° 0 0 0 0
285 17100 | 161,08 17,39 | 3,636*10° 0,9 1,81%10°
405 | 24300 228,8 1,7 3,636%10° 0 0
420 | 25200 2374 0 0

2. Tablazat: A szamitott tizedelési és pusztulasi sebesség értékek

7,5W/cm’ | 9,6W/cm? | 10,5W/em? | 12W/cm?
No | 2,09*10" | 2*10" | 2,727*10" |2,272*10"
N: | 3,636%10° | 2,72*10° | 2,72*10° | 1,81*10°
to (e 0 0 0 0
tier | 161,08 93,77 59,34 59,34
IgNo 7,32 7.3 7,435 7,356
IgN; 6,55 6,435 6,435 6,25
Deff o) | 209,36 | 108,42 59,34 53,65
19D 00| 2,32 2,03 1,77 1,729
k 0,011 0,02124 | 0,03881 | 0,04292
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3. Tablazat: 2,07W/cm” teljesitménnyel kezelt Saccharomyces cerevisiae

abszolut és relativ sejtszam értékei kiilonb6zo kiinduld csiraszam mellett

erc
0| 10 |20| 25 | 30 | 32 | 40 | 42 | 46 | 60 | 75 | 80 | 87 | 91 | 126 | 140 | 176 | 190|210 | 240 [310[340

Kiinduld
sejtszam
0,4351'10 34| 20 (14|13 |12 |11|10|09 |08 |07 |06]|05]|04]|04]|02]|01]|01|00][00]00
0,6?;:0/5,3 28 21|20 (19|17 |16 |15]|14| 14|13 [12]|11 |09 07|06 |05]/04]|04]02]|01]0
12%10 10 59 (48 (37|34 (34 (3230(28|25(23|21|18|15|12[09]|06(03[01[00
(472 1% 20| 128 [10.1] 80 | 68 | 58 | 48 | 40 | 37|30 |27 | 26| 23|20 |13 | 10|06 |02|00
0,4%10 100| 60,0 |41,5| 38,6 | 35,8 | 33,0 | 30,0 | 27,0 | 24,0 | 21,0 | 18,0 | 16,0 | 130 [ 11,0| 60 | 40 | 20 [1,0| 05 | 0,0

o7
0'6?11?0’100 53,0 |40,5|38,1 (36,0 332 (31,0288 274|261 244|227 |210(17,2[133|11,7|100]|84|6,7 | 4,2 (18[00
122710 00| 58,5 |47,6| 36,7 | 342 338|323 | 29,9 [27.6 (253 | 23,0 | 2071755 [147 [ 117 88 | 59 [29] 15 | 00
47210 100| 64,0 [50,5( 40,0 | 340|290 240|200 | 185|150 [135[13,0[115[100| 63 | 48 | 30 [12]00

4. Tablazat: 2,7W/cm” teljesitménnyel kezelt Saccharomyces cerevisiae

abszolut és relativ sejtszam értékei kiilonb6zo kiinduld csiraszam mellett

Kiinduld
sejtszam

Perd]

15

20

25

30

36

49

58

64

69

0,455%107/ml

3,75 | 1,41

1,3

1,15

0,913

0,7

0,64

0,35

0,031

0,648*10"/ml

525|206

2,1

1,6

1,1

0,91

0,56

0,37

0,14

0,06

0,01

1,39*107/ml

11,2 | 4.1

2,5

2,1

2

1,77

1,6

1,06

0,4

0,05

2.412*10 /ml

20 (194

13,2

11

9,2

7,45

6,72

5,54

2,32

0,55

0,1

0,455%107/ml

100,00|37,60

34,67

30,67(24,35

18,67

17,07

9,33

0,83

0,00

0,648*10"/ml

100,00(49,52

40,00

30,48(20,95

17,33

10,67

7,05

2,67

1,14

0,19

0,00

1,39*107/ml

100,00|36,61

22,32

18,75(17,86

15,80

14,29

9,46

3,57

0,45

0,00

2.412*10 /ml

100,00/97,00

66,00

55,50(46,00

37,25

33,60

27,70

11,60

2,75

0,50

0,00
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5. Tablazat: Szamitott tizedelési ,,D” idéintervallumok és pusztulasi sebesség

értékek
2,07 Wicm? 2,7 Wicm?
Kiindulo
sejtszam 0,422*107/ml{0,63*107/ml|1,227*107/ml| 2,472*10"/m!| 0,455*107/ml| 0,648*10"/ml | 1,39*107/ml | 2,412*107/ml
No 3,4*10° 5,25*10° 1107 2*10" 3,75*10° 5,2510° | 1,12*10 2*107
N, 410° 5*10° 9*10° 2*10° 3,5%10° 5,6*10° 1,06°10° | 2,32*10°
t 0 0 0 0 0 0 0 0
t, 91 176 140 91 36 30 36 49
19N, 6,5314 6,72 7 73 6,57 6,72 7,04 73
IgN; 423 4,97 5,16 438 554 574 6,02 6,36
D (min) 100,1 158,1 133,7 91 34,9 30,64 35,33 52,2
k 0,02352 | 0,01456 | 0,01722 0,0253 0,0658 0,07516 | 0,06517 0,0441
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6. Tablazat: Relativ €10 sejtszam értékek az Osszes sejtszamhoz képest az
expozicié folyaman, 4 ismétlésbol

ezelési id6 30
0| 15 45 | 60 | 75 | 90 | 105 | 120 | 135 | 150 | 180 | 200 | 240 | 270 | 280 | 360
Tulélé re
sejtszam (%)
KHK
1. Ismétlés 78 [ 27 [ 13 ] 7 3 0 0
2. Ismétlés 84 [ 36 [ 19 [ 10 | 5 1 0
3. Ismétlés 81 | 31 | 18 | 6 4 2 0
4. Ismétlés 78 | 28 [ 9 6 3 1 0
Atlag (%) KHK 80,25 30,5 [14,75[ 7,25 [ 3,75 1 0
SzD1%=4,07
Sz6ras KHK 2,87 [4,044,65[1,89]0,9[082] 0
KHK*1,5
1. Ismétlés 83 [ 62 [ 54 [ 52 [ 34 [ 19 [ 7 4 2 0
2. Ismétlés 81 | 65 | 56 | 54 | 39 [ 21 | 8 7 3 0
3. Ismétlés 79 | 63 | 46 | 46 | 32 [ 16 | 6 5 2 0
4. Ismétlés 79 | 61 [ 49 | 48 [ 33 [ 17 | 4 3 1 0
Atlag (%) 1,5KHK 80,5 [62,75]51,25] 50 | 34,5 18,25 6,25 [4,75] 2 0
SzD1%=3,34
Széras 1,5KHK 1,91]1,71]457]365]3,11]222]1,71]1,71]0,82] 0
KHK*1,7
1. Ismétlés 76 | 62 [ 50 | 40 [ 39 [ 39 [ 17 [ 11 [ 5 1 0
2. Ismétlés 79 | 61 [ 52 | 41 [ 39 [ 38 [ 18 | 12 [ 7 2 0
3. Ismétlés 82 | 66 | 56 | 45 | 43 [ 42 | 22 | 14 | 8 4 0
4. Ismétlés 80 | 67 | 53 | 43 | 41 | 40 [ 20 | 13 | 5 2 0
Atlag (%) 1,7KHK 79,25] 64 [52,75(42,25] 40,5 [39,75[19,25[ 12,5 [6,25[ 2,25 0
SzD1%=2,16
Széras 1,7KHK 25 [294] 25 [222]191[1,71[222]129] 1,5 [1,26] 0
KHK*2,2
1. Ismétlés 81 [ 62 [ 40 | 35 [ 31 [ 30 | 30 | 28 [ 26 | 17 | 8 6 4 2 0 0
2. Ismétlés 75 | 60 | 38 [ 33 [ 30 | 30 | 29 | 27 | 27 [ 19 [ 12 [ 8 5 3 2 0
3. Ismétlés 88 | 65 | 42 | 36 | 32 | 31 | 29 | 28 | 26 | 16 | 9 5 2 1 0 0
4. Ismétlés 82 | 61 | 39 [ 33 [ 30 | 30 | 28 | 28 | 27 | 22 [ 13 [ 7 4 2 1 0
Atlag (%) 2,2KHK 80 | 62 [39,75]34,25]30,75[30,25] 29 [27,75] 26,5 18,5|10,5] 6,5 [3,75| 2 [0,75] 0
5zD1%=3,69
Szoras 2,2KHK 532[2,16]1,71] 1,5 [0,96] 0,5 [0,82] 0,5 [0,58 [2,65]2,38[1,29[1,26[0,82]0,96] 0
KHK*3
1. Ismétiés 83 [ 54 [ 34 [ 29 [ 22 [ 21 [ 20 [ 20 [ 20 [ 19 [ 17 [ 16 [ 14 [ 10 [ 4 3 0
2. Ismétlés 76 | 56 | 30 | 27 [ 24 | 23 [ 22 [ 22 [ 21 | 20 | 19 [ 18 [ 17 [ 12 [ 5 4 0
3. Ismétlés 79 | 49 [ 33 [ 28 [ 23 [ 22 [ 21 [ 20 [ 19 [ 18 | 17 [ 16 [ 13 [ 11 | 4 2 0
4. Ismétlés 80 | 53 [ 31 | 25 [ 21 [ 20 | 20 | 18 [ 18 [ 18 | 16 [ 15 | 12 | 8 7 5 0
Atlag (%) 3KHK 79,5| 53 | 32 [27,25] 22,5] 21,5 [20,75] 20 | 19,5 [18,75]17,25]16,25] 14 [10,25] 5 [ 35 | 0
SzD1%=2,93
Sz6ras 3KHK 2,89[2,94[1,83[1,71]1,29[1,29[0,96]1,63]1,29[0,96][1,26[1,26[2,16]1,71[1,41[1,29] 0
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7. Tablazat: Az egyes kisérletek kiilonbozo jelenségszakaszainak talélési

dinamikai keriiltek abrazolasra, 4 ismétlésbol

Koncentricio |  [KHK] [KHK*1,5] [KHK*1,7] [KHK*2,2] [KHK*3]
Akusztikai 11
jelenség 1L L 1L 1L L 1L 1L L 1L 1. L 1L 1.
N
(Kiinduld | 1,79*10 2,688*107 3,046*107 3,94%107 5,37*107
sejtszam)
No |- 11,43%107]2,16¥107| 1,37%107| 1,34*107|2,41*107| 1,28%107 | 1,21*1073,15%107| 1,21*107 | 1,04*107|4,27*107| 1,15%10 | 8,76*10°
N, -1 -11,79%10°]1,37*107| 1,34*107| 1,68%10°] 1,28*107| 1,21*107| 1,98*10°| 1,21*107| 1,04*107 | 1,47%10°| 1,15%107|8,76%10°| 1,88*10°
1gNo  |-|-| 715 7,33 7,13 7,12 7,38 7,1 7,08 7,49 7,08 7,01 7,63 7,06 6,94
IgN; |-|-| 525 7,13 7,12 6,22 7,1 7,08 6,29 7,08 7,01 6,16 7,06 6,94 6,27
to -l-] o 0 30 45 0 45 75 0 60 120 0 75 180
t; -] 75 30 45 90 45 75 120 60 120 200 75 180 280
D -[-] 394 | 1500 | 1505, | 50,07 | 161,0 | 1500, | 57,14 | 1464 | 8574 | 94,17 | 131,6 | 8756 | 149,
k -[-] 005 | 0015 [ 0015 | 0,045 | 0,014 | 0001 | 0,040 | 0,015 | 0,002 | 0,024 | 0,017 | 0,002 | 0,015

8. Tablazat: Pseudomonas aeruginosa tizedelési iddintervallum értékei, illetve

a kiszamitasukhoz figyelembevett adatok

Teljesitmény 9W/cm® 6W/cm®

No 10y 5,4 2,79 2,4 2,06 1,24 5,6 1,41

Nie10) 0,972 1,32 0,63 0,76 1 1,91 0,7
1gNo 7,73 7,44 7,38 7,31 7,09 7,74 7,14
1gN; 6,98 7,12 6,79 6,88 7 7,28 6,8
10 (sec) 0 0 0 0 0 0 0
t (sec) 900 900 900 900 900 900 900
D (se) 1205 2822 1531 2113 10056 1968 2656

TDT (p*10) 12050 28220 | 15310 | 21130 100560 19680 26560
gD 3,08 3,45 3,18 3,32 4 3,29 3,42
k 0,00191 | 0,00081 | 0,0015 | 0,00109 | 0,000229 | 0,00117 | 0,00086
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1. Abra: Relativ élésejtszam alakulasa manuélis vizsgalatbol, KHK*1,7

esetén (4 ismétlés)
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9. Tablazat: Az akusztikai jelenségek elhanyagolasaval a 4.6. fejezetbol kapott
D, TDT és IgD értékek

Cfu/ml | 1,79*10" | 2,68*10 | 3,04*107 | 3,94*10" | 5,37*10"
all 3,2 4.8 5,44 7,04 9,6
No 1,43*10" | 2,16*10" | 2,41*10" | 3,15*10" | 4,27*10"
N; 1,79*10° | 1,68*10° | 1,98*10° | 1,47*10° | 1,88*10°
to 0 0 0 0 0
t 75 90 120 200 280

19 No 7,15 7,33 7,38 7,49 7,63
Ig N 5,25 6,22 6,29 6,16 6,27

D (sec) | 39,48 81,12 110,29 | 150,52 | 207,47

K 0,058 0,0283 | 0,0208 | 0,0153 | 0,0111
gD 1,59 1,909 2,042 2,177 2,316
TDT 2,59 2,909 3,042 3,177 3,316
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