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(57) Abstract: The invention relates to a method for brea-
king down biological material, especially for obtaining bio-
molecules, by ultrasound, the biological material being ar-
ranged in a container together with a liquid.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Ver-
fahren zum Aufschluss von biologischem Material, insbe-
sondere zur Gewinnung von Biomolekiilen, mittels Ultra-
schall wobei das biologische Material in einem Behéaltnis
zusammen mit einer Fliissigkeit angeordnet wird.
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Verfahren und Vorrichtung zum Aufschluss

von biologischem Material

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Aufschluss von biologischem
Material, insbesondere zur Gewinnung von Biomolekilen, mittels
Ultraschall, wobei das biologische Material in einem Behaltnis zusammen

mit einer FlUssigkeit angeordnet wird sowie eine Vorrichtung dazu.

Derartige Verfahren, wie beispielsweise die Verwendung von Ultraschall
zum Aufschluss von Materialien, wie beispielsweise organisches oder
anorganisches Probenmaterial oder fossiles Material, sind aus dem Stand
der Technik bekannt. Der Aufschluss erfolgt hierbei, um Zielbestandteile
des aufzuschlieBenden Materials zu erhalten. Beim AufschlieBen wird
zwischen offenen und geschlossenen Umgebungsparametern unter-
schieden. Wobei das AufschlieBen in einem geschlossenen GefaB (siehe
beispielsweise US-A-6100084) durchaus relevant sein kann, da damit ein
verunreinigungsfreier Aufschluss erreicht werden kann, der insbesondere
fir das AufschlieBen von biologischem Material, von Vorteil ist. Das
aufzuschlieBende Material befindet sich hierbei in dem GefaBB in einer

Flissigkeit und wird mit Ultraschall beaufschlagt.

Nachteilig beim Aufschluss mittels Ultraschall in einem geschlossenen
GefaB ist, dass das Aufschlussmaterial in der Fllissigkeit frei beweglich ist.
Damit befindet sich das Material entweder in einem Fokuspunkt des
Ultraschalls und wird aufgeschlossen oder nicht. Weiterhin ist der Grad

des Aufschlusses sehr schwierig zu beeinflussen.

US-A-6878540, US-A-6881541, US-A-6887693 und US-A-20060019379
offenbaren ebenfalls den Einsatz von Ultraschall zum Aufschluss von

Material. Als ein Transducer wird ein Ultraschalltrichter verwendet, der
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direkt an die Wand des Containers angedockt ist. Zusatzlich werden der
Flissigkeit im GefaB Kigelchen zugegeben, die einen besseren Aufschluss
des Materials bewirken sollen. Weiterhin wird offenbart, das GefaB3, das
einen flexiblen Wandabschnitt aufweist, unter Druck zu setzen, um die
Verbindung zwischen GefaB und Transducer zu verbessern und damit den
Ubergang der Schallwellen in das GeféB zu optimieren. Die beschriebenen
Verfahren sind jedoch aufwendig, kostenintensiv und fihren nur bedingt

zum Erfolg.

US-B-6719449 offenbart ebenfalls eine Vorrichtung und ein Verfahren zum
Aufschluss von Proben mittels einer berihrungslosen Behandlung durch
Ultraschall, bei dem ein fokussierter Energiestrahl verwendet wird. Dabei
werden die GréBen des Probenbehdlters so gewahlt, dass der gesamte
Inhalt sich im Fokuspunkt befindet. Dadurch sind lediglich Aufschllisse von
geringen Materialmengen maoglich. Ferner muss die Beaufschlagungszeit

der Probe iiberwacht werden, um keine Uberschallung zu erzeugen.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die zuvor genannten Nachteile
weitestgehend zu Uberwinden und einen definierten Aufschluss des

Aufschlussmaterials zu bewirken.

Gelost wird diese Aufgabe hinsichtlich des Verfahrens dadurch, dass das
biologische Material im Behaltnis frei beweglich ist, dass das biologische
Material mittels Zentrifugalkraft zu einem vorbestimmten Punkt des
Behadltnisses bewegt wird und dass wahrend des Zentrifugierens
Ultraschallwellen erzeugt werden, wobei die Ultraschallwellen in einem
Punkt fokussiert werden, der identisch mit dem Konzentrationspunkt ist,
wobei die im Fokus entstehende, durch den Ultraschall hervorgerufene

Kraft entgegengesetzt zur Zentrifugalkraft wirkt.

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung bewirkt, dass das aufzuschlieBende

Material aufgrund der Zentrifugalkraft in einem vorgegebenen Punkt im
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Behaltnis konzentriert vorliegt, der mit dem Konzentrationspunkt im
Wesentlichen Ubereinstimmt. Bei dem aufzuschlieBenden Material kann es
sich dabei um organisches und/oder anorganisches Probenmaterial, wie
beispielsweise fossiles oder biologisches Material handeln. Ferner kann das
Material einstickig vorliegen, beispielsweise in Form von Gewebematerial,
oder aus mehreren, einzelnen Bestandteilen bestehen. Vorzugsweise
handelt es sich bei dem aufzuschlieBenden Material um biologisches
Material, wie Gewebe, Zellen, Sporen etc., welches sich insbesondere zur
Gewinnung von Biomolekilen, wie Zellbestandteile, Proteine, Lipide,

Kohlenhydrate, Nukleinsdauren etc., eignet.

Da sowohl die Ultraschallkraft als auch die Zentrifugalkraft so eingestellt
sind, dass sie entgegenwirkend hinsichtlich der Wirkrichtung sind, bewirkt
dieses, dass nach einem ausreichenden Aufschluss des Materials, der, auf
die kleineren, nicht I&slichen, Partikel des aufzuschlieBenden Materials, die
sich im Fokuspunkt befinden, wirkende Kraftanteil der Zentrifugalkraft
abnimmt, und diese Teile aus dem Fokuspunkt wandern, und damit die
Wirkung der Ultraschallkraft auf diese Partikel erst reduziert und dann
vollstdndig beendet wird. So wird ferner vorteilhafterweise mit dem
AufschlieBen gleichzeitig nicht nur das direkt in Lésung gegangene
aufgeschlossene Material (vorzugsweise die zu gewinnenden Biomoleklle)
sondern auch das nicht I8sliche bzw. das nicht direkt in die Ldésung
ubergegangene, aufgeschlossene Material von dem nicht aufgeschlos-
senem Material getrennt, wodurch insbesondere die notwendige Zeit
reduziert wird, um den vollstandigen Aufschluss herbeizufihren. Bei dem
aufgeschlossenen Material handelt es sich vorzugsweise um kleine I8sliche
und/oder unlésliche Aufschlussbestandteile, besonders bevorzugt um

Biomolekdile.

Das nicht aufgeschlossene bzw. nicht aufschlieBbare Material (bei

biologischem Material beispielsweise der Zelldebris etc.) bildet dabei durch
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die Zentrifugalkraft vorteilhafterweise beeinflusst ein Pellet und verbleibt

in diesem.

Eine vorteilhafte Lehre der Erfindung sieht vor, dass die Starke der
Zentrifugalkraft in Abhdngigkeit der PartikelgréBe des zum Aufschluss
bestimmten biologischen Materials eingestellt wird. Auf dieses Weise ist es
moglich, definierte Aufschlussprofile in Abhdangigkeit des aufzuschlieBen-

den Materials und des gewlinschten Aufschlussgrades einzustellen.

Eine weitere vorteilhafte Lehre der Erfindung sieht vor, dass die
Ultraschallwellen mittels eines Ultraschallemitters erzeugt werden, der
bevorzugt direkt im Bereich des Fokuses des vorbestimmten Punktes des
Behaltnisses angeordnet ist. Dadurch kann eine direkte Abgabe erfolgen.
Weiterhin wird die Verbindung zwischen Emitter und Behaltnis durch die

Zentrifugalkraft verbessert.

Eine weiterhin vorteilhafte Ausflihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens
ist, dass das Behaltnis und/oder die Flussigkeit gekihlt werden. Dadurch
wird bei bestimmten Aufschlussmaterialien, insbesondere bei biologischen
Materialien, eine Veranderung des Materials aufgrund der durch den

Ultraschall erzeugten Warme verhindert.

Weiterhin wird die erfindungsgemaBe Aufgabe durch eine Vorrichtung zum
Ausfiihren des erfindungsgemaBen Verfahrens gelést mit einer Aufnahme
fir ein Behaltnis, mit einer Rotationsvorrichtung zum Ausliben einer
Zentrifugalkraft auf das Behaltnis, und einem Ultraschallemitter, der im

Bereich des Behaltnisses angeordnet ist.

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung bewirkt auf einfache Weise die

maschinelle Umsetzung des erfindungsgemafBen Verfahrens.
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Eine weitere vorteilhafte Lehre der Erfindung sieht vor, dass der
Ultraschallemitter in Richtung der Zentrifugalkraft angeordnet ist. Dadurch
kann der wirkenden Zentrifugalkraft auf einfache Weise die

Ultraschallkraft entgegengerichtet werden.

Nachfolgend wird die Erfindung anhand eines Ausfliihrungsbeispiels anhand

einer Zeichnung naher erlautert, wobei:

Fig. 1 Seitenansicht eines Behaltnisses mit Flissigkeit und

Aufschlussmaterial,

Fig. 2 Seitenansicht zu Fig. 1 wahrend des Zentrifugierens,

Fig. 3 Seitenansicht zu Fig. 2 mit Ultraschallbeaufschlagung,

Fig. 4 Seitenansicht zu Fig. 1 mit aufgeschlossenem Material, und
Fig. 5 Seitenansicht zu Fig.4 wahrend der Entnahme des

aufgeschlossenen Materials.

Fig. 1 bis Fig. 5 zeigen den Ablauf des erfindungsgemaBen Verfahrens.

In Fig. 1 ist ein Behaltnis 10 dargestellt, das mit einem Deckel 11 ver-
schlossen ist. In dem Behaltnis 10 befindet sich eine Flissigkeit 12 sowie
darin ein aufzuschlieBendes Material 14. An einem Wandabschnitt 15 des
Behaltnisses 10 ist eine Utraschallemitter 13 angeordnet. Das Behaltnis 10
befindet sich in einer Vorrichtung (nicht dargestellt), mit der eine Zentrifu-
galkraft 18 erzeugt wird, die nach auBen gerichtet ist, wie in Fig. 2 und 3
dargestellt ist. Die Zentrifugalkraft 18 bewirkt, dass das aufzuschlieBende
Material 14 sich in einem Fokuspunkt 16 an dem Wandabschnitt 15
anordnet. In dem Fokuspunkt 16 bundelt sich das aufzuschlieBende

Material 14. Weiterhin bindeln sich hier auch die von dem Emitter 13
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erzeugten Ultraschallwellen, siehe Fig. 3, so dass hier eine Kraftentfalltung
der Ultraschallkraft 19 auftritt, wodurch das aufzuschlieBende Material 14
aufgeschlossen wird. Gleichzeitig werden die nicht aufschlieBbaren bzw.
unléslichen Bestandteile des aufzuschieBenden Materials 14, bedingt durch
die Zentrifugalkraft, zu einem Pellet 20 geformt, welches sich in der
Flissigkeit 12 am Rand des Behdltnisses 10, vornehmlich im Bereich des

Wandabschnitts 15 absetzt resp. verbleibt.

Fig. 4 zeigt das Behaltnis 10 nach Durchfihrung des Aufschlusses. Das
aufgeschlossene Material 17, welches in Ldsung gegangen ist oder
aufgrund der Gewichtsabnahme der einzelnen Partikel nicht mehr im
Fokuspunkt 16 gehalten wurde, befindet sich in geléster und/oder
partikuldrer Form in der Flissigkeit 12. An dem Wandabschnitt 15 bzw. in

seiner Nahe befinden sich das Pellet 20.
Fig. 5 zeigt die Entnahme des aufgeschlossenen Materials 17 aus dem
Behdlter 10 mittels einer Entnahmevorrichtung 21, wie beispielsweise

einer Pipette.

Bezugszeichenliste

10 Behaltnis

11 Deckel

12 Flissigkeit

13 Emitter

14 aufzuschlieBendes Material
15 Wandabschnitt

16 Fokuspunkt

17 aufgeschlossenes Material
18 Zentrifugalkraft

19 Ultraschallkraft

20 Pellet der nicht aufschlieBbaren Bestandteile

21 Entnahmevorrichtung
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Aufschluss von biologischem Material, insbesondere zur
Gewinnung von Biomolekilen, mittels Ultraschall wobei das biologische
Material in einem Behaltnis zusammen mit einer Flissigkeit angeordnet

wird,
dadurch gekennzeichnet, dass

das biologische Material im Behaltnis frei beweglich ist, dass das
biologischen Material mittels Zentrifugalkraft zu einem vorbestimmten
Punkt des Behaltnisses bewegt wird und dass wahrend des
Zentrifugierens Ultraschallwellen erzeugt werden, wobei die Ultraschall-
wellen in einem Punkt fokussiert werden, der identisch mit dem
Konzentrationspunkt ist, wobei die im Fokus entstehende, durch den
Ultraschall hervorgerufene Kraft entgegengesetzt zur Zentrifugalkraft

wirkt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Starke
der Zentrifugalkraft in Abhangigkeit der Partikelgré6Be des zum

Aufschluss bestimmten biologischen Materials eingestellt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Ultraschallwellen mittels eines Ultraschallemitters erzeugt werden, der
bevorzugt direkt im Bereich des Fokuses des vorbestimmten Punktes

des Behadltnisses angeordnet ist.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,

dass das Behaltnis und/oder die Flissigkeit gekihlt werden.
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. Vorrichtung zur Durchfihrung des Verfahrens nach einem der
Anspriche 1 bis 4 mit einer Aufnahme flr ein Behaltnis, mit einer
Rotationsvorrichtung zum Ausiben einer Zentrifugalkraft auf das
Behaltnis, einem Ultraschallemitter, der im Bereich des Behadltnisses

angeordnet ist.

. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der

Ultraschallemitter in Richtung der Zentrifugalkraft angeordnet ist.
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Fig. 1
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Fig. 4
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Fig. 5
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