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1. UVOD

Usprkos prosirenom znanju o toplinskim metodama, potreba za pove¢anom mikrobioloSkom
sigurnoscu i kvalitetom pri ¢emu dolazi do minimalnih promjena u nutritivnim, funkcionalnim
i senzorskim karakteristikama hrane stvorila je interes u razvoju ne-toplinskih inovativnih
procesa. Upotreba ultrazvuka u okviru prehrambene industrije postala je predmet istrazivanja
i razvoja u analizi hrane i procesiranju hrane. Sonifikacija je prepoznata kao obecavajudi
tehnoloski proces koji bi zamijenio ili nadopunio konvencionalne toplinske obrade u
prehrambenoj industriji. Ultrazvuk visoke snage ostecuje stanicne stijenke Sto dovodi do
unistavanja Zzivih stanica. Letalni ucinak pripisan je kavitaciji, tj. stvaranju mjehuri¢a plina u

tekuéem mediju kroz koji prolazi ultrazvucni val.

U ovom radu istrazit ¢e se utjecaj ultrazvuka visoke snage na stvaranje biofilma bakterije
Listeria innocua ATCC 33090. Biofilm se moze definirati kao sesilna organizacija bakterija u
prirodnim ekosistemima. Vecina dosadasnjih istrazivanja svodila se na ultrazvucno
uniStavanje nastalog biofilma, dok ¢e se u ovom radu odgovoriti na pitanje kakav je utjecaj
ultrazvuka ovisno o mijenjanju parametara razine ultrazvu¢ne amplitude, trajanju tretmana

te temperaturi uzorka na stvaranje biofilma.

Cilj ovog rada je prikazati teorijske osnove upotrebe ultrazvuka u prehrambenoj industriji,
odrediti utjecaj ultrazvuka visoke snage na stvaranje biofilma, odrediti ovisnost logaritma
broja stanica nakon tretmana o vremenu tretmana te usporediti apsorbanciju koja odgovara

broju stanica nakon tretmana sa vremenom tretmana.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Definicija ultrazvuka

Ultrazvuk je mehanicki val sa periodicnim vibracijama Cestica koji se Siri u kontinuiranom,
elasticnom mediju pri frekvencijama jednakim ili viSim od 20 kHz. U tekuc¢inama, njegova je
brzina otprilike 1000-1600 m/s i pretvara se u valnu duljinu raspona od mikrometara do
centimetara (Rosenthal i sur, 2004). Ultrazvucni valovi imaju frekvencije (vece od 20 kHz)

koje su iznad ljudskog zvuénog raspona (Mohideen, 2011).
2.2. Podjela ultrazvuka
Ultrazvuk se dijeli na:

1.) dijagnosticki ultrazvuk (1-10 MHz),
2.) visokofrekventni ultrazvuk od 100 kHz-1 MHz sa niskim zvucnim intenzitetom (0,1-1
W/cm?),
3.) niskofrekventni ultrazvuk u rasponu od 20-100 kHz sa visokim zvucnim intenzitetom
(10-1000 W/cm?) (Mohideen, 2011).
Kada ultrazvucni valovi prolaze kroz medij oni ¢e stvoriti seriju kompresije i prorjedivanja
valova na molekule medija (Mohideen, 2011). Na niskim intenzitetima (amplitudama)
ultrazvucni valovi sa niskim akusti¢nim tlakom poti¢u kretnje u tekuéini koje uzrokuju
mijeSajuci efekt poznat kao akusti¢no strujanje. Kad je ultrazvucni intenzitet (amplituda)
dovoljno visok, ciklusi razrjedivanja nadvise priviacne sile izmedu molekula tekucine
rezultirajuéi stvaranjem kavitacijskih mjehurica u tekuéem mediju. Kavitacijski mjehurici

nakon nekoliko ciklusa narastu do kriticne veli¢ine sto ih Cini nestabilnim.

2.3. Dijelovi ultrazvuka

Tipi¢an ultrazvucni procesor se sastoji od generatora koji prevodi vedinu napona u visoku
elektricnu frekvencijsku energiju na 20 kHz (Mohideen, 2011). Glavna uloga generatora
snage je da pretvara standardnu elektricnu frekvenciju (5 — 60 Hz) u frekvenciju preko 20
kHz potrebnu za ultrazvucni prijenos kroz serije oscilirajuéih, prosirujucih i odgovarajucih
krugova. Postoje stotine tipova ultrazvucnih sistema koji se koriste, koji ovise o tipu
generatora, tipu pretvaraca i o nacinu na koji je ultrazvuk unesen u proces.

Nekoliko primjera koji su od posebnog interesa prehrambenoj industriji su: ultrazvucna kada,
sistem ultrazvuka sa sondom, sistem lebdecéeg ultrazvuka (Zheng i Sun, 2002).



2.4. Princip rada ultrazvuka

Generator prevodi napon u visoko elektricnu frekvencijsku energiju. Tako se puni element
ultrazvucnog pretvornika koji se zove piezoelektricni pretvaraC koji pretvara isporucenu
energiju u 20 kHz mehanicku vibracijsku energiju (Mohideen, 2011). Sonda se nalazi na dnu
opreme, i koristi se za prijenos ultrazvucne vibracijske energije u otopinu da bi se stvorila
intenzivna kavitacija. Frekvencija je obrnuto proporcionalna veli¢ini mjehuri¢a, prema tome
snaga ultrazvuka stvara velike mjehurice u kavitacijskoj zoni povecavajuci temperaturu i tlak
(Mohideen, 2011). Povelavajuci frekvenciju dolazi do zahtjeva za povecanjem intenziteta
primijenjenog zvuka da bi doslo do kavitacije. Visoke frekvencije stvaraju kratke cikluse
kompresije i razrjedivanja ultrazvucnih valova koji ne mogu razdvojit molekule tekuéine da
stvore Supljine, i stoga ne stvaraju kavitaciju. Intenzitet sonifikacije je proporcionalan
amplitudi ultrazvucnih vibracija, poveéavajuci amplitudu povecavaju se i sonokemijski efekti.
Primjena ultrasonifikacije se uglavnhom provodi u vodi, medutim ovisno o zahtjevu, moze se
upotrijebiti i manje polarno otapalo. Velika viskoznost i velika povrsSinska napetost otapala
usporava ucinke kavitacije. Iako se povecanjem temperature povecava i broj kavitacijskih
mjehuri¢a, raspadanje tih mjehuri¢a ¢e biti otezano zbog povecanog tlaka pare. Stoga se
kavitacija bolje postize na nizim temperaturama. Broj kavitacijskih mjehuri¢a se smanjuje sa
povecanjem vanjskog pritiska zbog poviSenja kavitacijskog praga. Suprotno, povecani tlak u
tekucini ¢e povedati pritisak u raspadnutim mijehuri¢ima rezultiraju¢im brzim i snaznim
raspadanjem osiguravajuéi vec¢e sonokemijske efekte (Mohideen, 2011).

Ultrazvucni intenzitet prikazuje se ili kao elektricna potroSnja generatora ili kao elektri¢na
energija koju opskrbljuje od strane generatora do pretvaraca. Ovakav pristup ne pruza
potpunu informaciju o primijenjenom ultrazvu¢nom polju s tim da takoder ovisi o
parametrima kao Sto su: veliina i geometrija komore za obradu, karakteristike medija
(viskoznost, povrSinska napetost, tlak pare, koncentracija), temperatura, impedancija i sl.
Dakle, faktor pretvorbe elektrine/akusticne energije odreduje koli¢inu stvorene akusti¢ne
energije.

Da bi utvrdili utjecaj ultrazvuka u procesu i da moZzemo usporediti sa drugim obradama,
neophodno je izmjeriti stvarnu ultrazvucnu energiju koja je prenesena u medij. Postoje
razliCite metode za mjerenje akusticnog polja, kalorimetrijske tehnike su medu

najjednostavijim i najpouzdanijim tehnikama (Carcel i sur., 2007).



2.5. Kavitacija

Kada se velika snaga ultrazvuka Siri tekuéinom, stvaraju se kavitacijski mjehuri¢i zbog
promjena u tlaku (Valdramidis i sur., 2010). Visoki intenzitet ultrazvucnih valova moze
potaknuti rast i kasnije raspad mjehuri¢a u tekucini, taj fenomen zove se kavitacija (Carcel i
sur., 2007). Iznad specificnog zvucnog intenziteta, mikro - mjehuriéi se stvaraju u tekuéini
tijekom faze niskog pritiska sonifikacijske oscilacije (Freitas i sur., 2006). Ultrazvuk stvara
izmjeni¢ne cikluse kompresije i dekompresije poznatih pod nazivom zvuéna kavitacija, koja
jest proces stvaranja, rasta i implozije mjehuri¢a u tekucini izlozenoj ultrazvuénim valovima
sa niskom frekvencijom (20 kHz — 100 kHz) i velikom snagom (10 - 1000 W/cm?).
Implozijom mijehuri¢a dolazi do visoke lokalne temperature (5000 K) i visokog tlaka (1000
atm) rezultirajuci velikim brzinama smicanja i stvaranju snaznog mikro - strujanja, koji
doprinose inaktivaciji enzima i mikroba (Fonteles i sur., 2012). Inaktivacija enzima i mikroba
ultrazvukom ovisi o prirodi enzima, varijabli procesa (snaga ultrazvucnog tretiranja,
ultrazvucne frekvencije, temperaturi i tlaku), karakteristikama medija (viskoznost) kao i o
tipu povezivanja i kemijskih reakcija koje uspostave sa drugim molekulama (Fonteles i sur.,
2012). Medutim, kada je tekuéina izlozena vecim tlakom od praga, koji ovisi o temperaturi i
fizikalno kemijskim karakteristikama tekucine, do kavitacije nece doci (Freitas i sur., 2006).
Nesimetri¢na implozija kavitacijskih mjehuri¢a koji su u blizini ¢vrste povrsine, stvara mikro -
mlaznice u smjeru povrSine koja moze utjecati na prijenos mase (Carcel i sur., 2007). U
konacnici, mikro - mjehuri¢i se raspadnu, ili implodiraju snazno, Saljuéi Sok valove u
susjedne dijelove medija.

Kada je akusti¢na amplituda veéa od 20 kHz, sadrzaj mjehuri¢a je ve¢inom vodena para, a
temperatura unutar mjehuri¢a je relativno niska. Kada je amplituda relativno niska, sadrzaj
mjehuriéa je vecinom ispunjen neukapljenim plinom na kraju kolapsa mijehurica i

temperatura je poprilicno visoka (Yasui i sur., 2005).

2.6. Nastajanje radikala

Kod visoke temperature i tlaka u mjehuricu, pri snaznom raspadanju, vodena para disocira i
nastaju kemijski produkti u mjehuricima poput hidroksilnih radikala, kisikovih radikala,
vodikovih radikala, peroksidnih radikala i molekula ozona. Kemijski produkti difundiraju iz
mjehurica te se otapaju u tekucini (Yasui i sur., 2005) i oksidiraju otopljene organske

spojeve. Nepolarni hlapljivi spojevi stupaju u kemijske reakcije pirolize (De Visscher i Van



Langenhove, 1998). Ako su hlapljive tvari otopljene u tekudini, evaporacijom ulaze u
mjehurice i disociraju na visokoj temperaturi i tlaku u mjehuriéu pri snaznom raspadanju
mjehuri¢a (Yasui i sur., 2005).

Ultrazvuk moze uzrokovati brzo i kompletno otplinjavanje, zapocevsi niz razlicitin reakcija
koje vode do nastanka slobodnih radikala, ubrzanja reakcija polimerizacije/depolimerizacije,
poboljsanja brzine difuzije i mnogih drugih efekta (Tiwari i sur., 2010).

Vercet i sur. (2009) prikazali su u svom radu da se stvaranje hidroksilnog iona linearno
povecava sa povecanjem ultrazvuéne razine amplitude i smanjuje sa povecanjem
temperature. UoCili su da je stvaranje hidroksilnog iona vece na 70 °C nego na 130 °C sto
naznacuje da se broj kavitacijskih mjehurica smanjio sa povecanjem temperature zbog
ublazavajuéeg efekta uvlacenja pare u unutrasnjost mjehuri¢a. Kavitacijska termoliza moze
stvoriti hidroksilne radikale i vodikove atome, Sto slijedi nakon formiranja vodikovog
peroksida; te bez prisustva kisika, hidroperoksidnih radikala. Nastanak vodikovog peroksida
tijekom ultrazvucnog tretiranja je takoder ovisan o temperaturi, smanjuje se sa povisenjem
temperature. Ultrazvucne reakcije koje vode nastanku vodikovog peroksida, pri viSim
temperaturama ¢ée biti manje intenzivne (Tiwari i sur., 2010). Mjera za intenzitet kavitacije je
brzina nastajanja vodikovog peroksida (Tiwari i sur., 2009). Stvaranje hidroksilnog radikala

slijedi idu¢e navedene reakcije:

H,0 - H* + OH™ (1)
OH + H*> H, + 02" (2)
02" + H,0 - H,0, (3)
20H  — H,0 + 02~ (4)
02 +OH -0, +H* (5)

Biocidni efekt ultrazvuka se uglavnom pripisuje fizikalnim (kavitaciji, mehanickim efektima,
mikro - mehanickim Sokovima) i/ili kemijskim (stvaranje slobodnih radikala zahvaljujuci
kemijskim reakcijama tijekom ultrazvucnog tretiranja) nacelima (Tiwari i sur., 2010). Ovisno
o intenzitetu i trajanju ultrazvucnog tretiranja, nastaju fizikalne, kemijske i biokemijske

promjene.



2.7. Primjena ultrazvuka

Ultrazvuk se koristi u procesiranju hrane kao Sto su ekstrakcija, emulgiranje, homogenizacija,
kristalizacija, filtracija, separacija, otpjenjavanje i ekstruzija (Karaman i sur., 2012).
Ultrazvucno procesiranje je obecavajuéa ne - toplinska tehnologija i potencijalna je
alternativa za tradicionalnu  toplinsku metodu, pasterizaciju, pri ¢emu se ostvaruje
mikrobioloska ispravnost. Metoda je priznata od strane US Food and Drug Administration
(USFDA) za 5 log redukciju Escherichie coli u voénim sokovima (Tiwari i sur., 2010).
Sonifikacija, kao ne - toplinska metoda je djelotvorna u inaktivaciji mikroorganizama i enzima
koji su povezani sa degradacijom voénih sokova. Unato€ cinjenici da neki istrazivaci iznose
iste negativne utjecaje ultrazvu¢nog procesiranja na kvalitetu sokova, kao Sto su blago
pogorsanje senzorskih karakteristika u narancinom soku kojem je dodan kalcij i off-flavor u
naranc¢inom soku, prema nedavnom osvrtu prema O'Donnell i sur. voéni sokovi tretirani
ultrazvukom imali su minimalne ucinke na kvalitetu gotovog proizvoda (Fonteles isur., 2012).
Posljedi¢no, intenzivna lokalna energija i visoki tlak dovode do ucinka lokalne pasterizacije.
Prednosti sonifikacije ukljucuju smanjeno vrijeme procesiranja, vecu propusnu mo¢ i manju
potroSnju energije umanjujuéi toplinske ucinke (Valdramidis i sur., 2010). Nutritivha
vrijednost narancinog soka je usko povezana sa sadrzajem askorbinske kiseline. Askorbinska
kiselina je termolabilna i visoko osjetljiva na razliCite procesne uvjete. Ultrazvucno tretiranje
narancinog soka ima najmaniji u€inak na sadrzaj askorbinske kiseline tijekom procesiranja i
dokazana je poboljSana stabilnost tijekom skladiStenja u usporedbi sa toplinskim metodama
(Valdramidis i sur., 2010). Pozitivan ucinak ultrazvuka vidljiv je kod uklanjanja preostalog
kisika iz soka, Sto je kritiCan parametar koji utjeCe na stabilnost askorbinske kiseline
(Valdramidis i sur., 2010). Nekoliko istrazivanja je pokazalo da ne - toplinske metode
ukljucujudi visoki tlak, pulsirajuce elektricno polje i sonifikacija zadrzavaju vecu razinu
aksorbinske kiseline u usporedbi sa toplinski procesiranim sokovima (Valdramidis i sur.,
2010). Pozitivha strana ultrazvuka se pripisuje djelotvornom uklanjanju vezanog kisika u
soku. Ultrazvuéno procesiranje povecava ekstrakciju fenolnih i bioaktivnih komponenti iz
grozdanog mosta ili vina (Tiwari i sur., 2009). Ultrazvuk pokazuje mnoge prednosti kao sto
su krace vrijeme reakcije, smanjeno vrijeme pripreme uzorka, koristenje manjih koli¢ina
materijala, ucinkovit i minimalan izdatak za otapala, reagense i povelanje propusnosti
uzorka. Koristan je kod izolacije i prociS¢avanja bioaktivnih spojeva u farmaceutskoj industriji
(Ishtiaq i sur., 2009).



2.8. Ultrazvucna inaktivacija mikroorganizama

NajéeS¢e tehnike za inaktivaciju mikroorganizama u prehrambenim proizvodima su
konvencionalna toplinska pasterizacija i sterilizacija (Dolatowski i sur., 2007). Usprkos
proSirenom znanju o konzerviranju hrane toplinskim metodama i usprkos stalnim pokusajima
za poboljSanje kvalitete procesirane hrane tu je uvijek potreba za tehnologijama koje
minimaliziraju destruktivne ucinke na toplinski osjetljive spojeve u hrani. Potreba za
povecanom mikrobioloskom sigurnoséu i kvalitetom, bez degradacije nutritivnih,
funkcionalnih i senzorskih karakteristika hrane stvorila je interes u ne - toplinske inovativne
procese za ocuvanje hrane. Za razliku od tradicionalnih toplinskih procesa, ne - toplinske
tehnologije uglavhom se oslanjaju na fizikalne procese ukljuujuci procesiranje visokim
tlakom, elektro-zagrijavanje (radio frekvencije, mikrovalovi i ohmsko zagrijavanje),
pulsirajuce elektricno polje, ultrazvuk, mikrofiltracija i hladna plazma koja inaktivira
mikroorganizme na sobnoj ili umjereno povisenoj temperaturi (Sarkka-Tirkkonen i sur.,
2010).

Mikroorganizmi mogu biti inaktivirani (ireverzibilno inaktivirani) razliCitim fizikalnim
mikrobiocidnim tretmanima, kao Sto su zagrijavanje, UV ili ionizirajue zralenje, ne-
toplinskim metodama kao Sto su tretiranje hidrostatskim visokim tlakom, pulsirajucim
elektricnim poljem, osciliraju¢im magnetskim poljem ili fotodinamickim ucincima; ili u
kombinaciji fizikalnih procesa kao Sto je zagrijavanje i visoki tlak. NajviSe istrazeno i
obecavaju¢e ne - toplinsko procesiranje pokazalo se procesiranje visokim tlakom,
pulsiraju¢im elektricnim poljem i ultrazvuk visoke snage kombiniran s tlakom. Prednosti
ultrazvuka naspram pasterizacije su: smanjenje gubitka okusa, bolja homogeniziranost, i
znacajne ustede energije (Dolatowski i sur., 2007). Visoke frekvencije izmjenicne elektricne
struje mogu se pretvoriti u ultrazvucne valove putem ultrazvuénog pretvornika. Ultrazvucni
valovi se mogu prosiriti pomocu ultrazvucne sonde koja je uronjena u tekucinu ili u
ultrazvucnoj kadi sa ispunjenom tekucinom. Ultrazvuk visoke snage ostecuje ili remeti
funkciju bioloske stanicne stijenke Sto dovodi do uniStavanja zivih stanica. Termosonifikacija
(toplina i sonifikacija), manosonifikacija (tlak i sonifikacija), i manotermosonifikacija (toplina,
tlak, sonifikacija) su najbolje metode za inaktivaciju mikroba (Dolatowski i sur., 2007). U 60-
im godinama proslog stoljeéa istrazivanja su se usredotocila na razumijevanje mehanizma
interakcije ultrazvuka na mikrobne stanice. Fenomen kavitacije, lokalizirano zagrijavanje i
stvaranje slobodnih radikala su utvrdeni uzroci inaktivacije (Mason i sur., 2003). Mnogi

istrazivaCi vjeruju da je inaktivacija direktna posljedica kavitacijske Stete na mikrobioloSkim



membranama. Ali neki istrazivaci (Piyasena i sur., 2003) su pokazali da se inaktivacija moze
postici i bez ucinka kavitacije. Mikroorganizmi pokazuju razli¢itu osjetljivost ovisno o veliini,
obliku i vrsti mikroorganizma. Prema prijasnjim podacima, vecée stanice pokazuju vecu razinu
inaktivacije od onih manjih. Koki oblici su vise osjetljiviji od Stapicastih bakterija (Mohideen,
2011). Takoder, Gram-pozitivne su osjetljivije od Gram-negativnih bakterija i aerobi su
osjetljiviji od anaerobnih bakterija (Mohideen, 2011). Nadalje, fizioloSko stanje stanica
takoder utjeCe na brzinu inaktivacije, mlade stanice mogu biti osjetljivije od starijih, i
sporogeni oblici pokazuju vecu otpornost nego vegetativne stanice (Mohideen, 2011).
Efikasnost tretiranja takoder ovisi o temperaturi i vremenu (Dolatowski i sur., 2007).
Implodirajuéi mjehuriéi takoder uzrokuju visoke smicajne sile i teku¢e mlazove u otapalu koji
mogu imati dovoljno energije za fizikalnu Stetu na membrani/stani¢noj stijenci (Mason i sur.,
2003).

Antimikrobni ucinak ultrazvuka je posljedica kavitacije koja stvara intenzivne lokalne
promjene tlaka i temperature stvarajuci smicajne sile koje razrusavaju stani¢cne membrane,
remeti i stanjuje staniche membrane te Steti DNA putem stvaranja slobodnih radikala
(Sarkka-Tirkkonen i sur., 2010). Mnostvo ne-tradicionalnih tehnika konzerviranja su se razvile
da zadovolje zahtjeve potrosaca s obzirom na nutricionisticki i senzorski aspekt, prikladnost,
odsutnost sintetickih aditiva, malu potroSnju energije i zastitu okoliSa. Zahtjevi potrosaca za
svjezom hranom, a sa time i veCom razinom sigurnosti razvio se interes za ne-toplinske
tehnike za inaktivaciju mikroorganizama i enzima u hrani. Tehnologija ultrazvuka ima Siroki
spektar upotrebe u sadasnjosti, a i u buducénosti u prehrambenoj industriji. Tehnika se
opcenito koristi u tekuéim sistemima i definirana je valovima visoke frekvencije. Kada se
ultrazvuk kombinira sa konvencionalnim zagrijavanjem, povecava se ucinak samog

ultrazvuka (Ertugay i sur., 2004).

2.9. Biofilm

Danas je poznato da bakterije mogu opstati u slobodnom, tj. planktonskom obliku ili u obliku
biofilma u kojem formiraju kolonije. Biofilm se moze definirati kao sesilna organizacija
bakterija u prirodnim ekosistemima. Nazivamo ih jo$ ,sluzavi gradovi" (Anonymous 1). Prema
Milanov i sur. (2008) : ,Teoriju biofilma postavili su Costerton i sur. 1978. godine i definirali
ga kao strukturnu zajednicu bakterijskih stanica koje su vezane za nezive ili Zive povrSine i
uklopliene u polimerni matriks koji same stvaraju." Donlan i Costerton su 2002. godine
postavili novu, dopunjenu definiciju po kojoj je biofilm zajednica mikroorganizama koji su

ireverzibilno vezani za povrSinu, medufazu ili nesto drugo, koji su uklopljeni u matriks



ekstracelularne polimerne supstance i koji pokazuju izmijenjeni fenotip u odnosu na brzinu
rasta i transkripciju gena (Milanov i sur., 2008).

Stvaranje biofilma zapocinje kada se slobodne bakterije iz zraka u prvoj fazi privremeno
pricvrs¢uju za podlogu pomocu biceva i fila (Anonymous 1). Prijanjanje i posljedi¢no
vezivanje bakterija za povrSinu moze biti aktivno ili pasivno, ovisno o stani¢noj pokretljivosti
(Milanov i sur., 2008). Pasivno vezivanje je uvjetovano gravitacijskom silom i difuzijom, dok
na aktivno vezivanje utjeCu osobine stani¢ne povrSine bakterija, tj. flagele, pili, proteini,
kapsule i povrSinski naboj (Milanov i sur., 2008). Ve¢ nakon nekoliko minuta od prvotnog
vezanja, neke bakterije proizvode EPS (ekstracelularne polimerne supstance) kojima se
dodatno pri¢vrscuju za povrsinu. Na pocetku, biofilm eksponencijalno raste sve dok debljina
biofilma ne pocne utjecati na difuziju nutrijenata potrebnih za rast mikroorganizama ili dok se
zbog prevelikog protoka vode dijelovi biofilma pocnu otkidati s povrSine. Ako su okolnosti
povoljine za uspjeSan rast i aglomeraciju, biofilm se razvija u organiziranu strukturu i taj
proces se naziva sazrijevanje biofilma (Milanov i sur., 2008). Biofilm raste u nekoliko faza i
njegove se karakteristike mogu s vremenom mijenjati. Tijekom ranih faza razvoja najprije se
tragovi organskih tvari adsorbiraju na povrsinu i tvore primarni sloj, nakon ¢ega se bakterije
istovremeno adsorbiraju i desorbiraraju s njega. Prvotno vezanje bakterija za povrsinu odvija
se pomocu povratnih adsorpcijskih procesa, koji su regulirani elektrostatskim privlacenjem i
fizikalnom adsorpcijom, kao Sto su primjerice Van der Waalsove sile i hidrofobne interakcije,
ali ne i kemisorpcijom. Jacina privlacnih sila ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima supstrata i
stanju povrsine metala, primjerice hidrofobnost i povrsSinski naboj. Prvotno vezanje bakterija
je najvazniji korak u razvoju biofilma (Huljev, 2012). IzluCivanjem odredenih polimernih
supstanci zapocinje trajno pricvrs¢enje za podlogu i stvaranje gljivolikih nakupina stanica
(Anonymous 1). Razvoj biofilma je najbrzi kada ga sacinjava populacija mikroorganizama koji
jedni od drugih imaju izravne Kkoristi (Huljev, 2012). Stanice u biofilmu medusobno
komuniciraju putem produkata koji su u stanju da difundiraju iz jedne u drugu stanicu
(Milanov i sur., 2008). S vremenom dolazi do stvaranja tunela u nakupinama kroz koje struji
voda ili neki drugi fluid (Anonymous 1). Kako biofilm sazrijeva, u njemu se akumuliraju
enzimi i ostali proteini koji mogu medudjelovati s egzopolisaharidima i pritom tvoriti razne
biokomplekse, koje Cine zreli biofilm mnogo stabilinijim i otpornijim od novonastalog biofilma
(Huljev, 2012).

Biofilmovi Stite mikroorganizme od isuSivanja. Sastoji se od velikog udjela vode, udio vode
varira, a moze ciniti i do 94 % ukupne mase biofilma. U biofilmu se fiksiraju pojedine

hranjive tvari i enzimi (spojevi za razgradnju tvari) Sto omoguéuje medusobnu prehranu



razliCitih vrsta bakterija — Sto jedne vrste izluCuju druge koriste za svoj rast. Tako
mikroorganizmi opstaju u naslagama koje nisu optimalne za njihovo umnazanie.

Povrsina biofilma je vrlo aktivna. Na njoj dolazi do istovremenog pricvrscivanja i otpustanja
bakterija. Bakterije se iz biofilma spontano odvajaju od nje dok se istovremeno planktonske
bakterije za nju pri¢vrScuju. Povremeno, dijelovi biofilma mogu skliznuti sa povrsine
zahvaljujuéi dinamici toka i efektu ispiranja tekucine, djelovanjem kemikalija ili zbog
promjena uvjeta u biofilmu. Oslobodene bakterije mogu ostati u tekucini kao kontaminanti ili
se mogu prenijeti do drugih lokacija gdje ¢e zapoceti ponovo formiranje biofilma (Milanov i
sur., 2008). Kako se debljina biofilma povecava, difuzija otopljenih plinova i nutrijenata iz
okolne vode postaje otezana. Biofilm dobiva svoju ravnoteznu debljinu od oko 500 - 1000
pm.

1. Stadij reverzibilnog vezivanja; 2. Stadij ireverzibilnog vezivanja (produkcija EPS); 3.

RazmnoZavanje bakterija; 4. Sazrijevanje biofilma; 5. Odvajanje dijelova biofilma.

Slika 1. Faze razvoja biofilma (izvor: www.erc.montana.edu/biofilmbook/)

2.10. Ultrazvuk i biofilm

Kljuéni faktor u metodama koje proucavaju mikrobiolosku adheziju i opstanak na povrSinama
gdje se priprema hrana je efikasnost kojom se mikroorganizmi udruzeni u biofilm mogu
ukloniti (Barnes i sur., 1996). Kao alternativa klasicnim metodama, ustanovljeno je da
ultrazvuk stvara dovoljnu kavitacijsku aktivnost mjehuri¢a za uklanjanje biofilma sa metalnih,
staklenih, keramickih i plasticnih povrsina (Stickler i Hewitt, 1991). Wirtanen (1995) je
pokazao da ultrazvuk moZe unistiti 10 puta viSe stanica sa povrSine u usporedbi sa

mehanickim nacinom (Oulahal-Lagsir i sur., 1999).
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2.11. Listeria innocua

Listeria innocua je jedna od Sest vrsta roda Listeria. Uglavhom se moze pronaci u okruzenju
kao Sto je tlo i hrana. Listeria moze prezivieti u mnogim ekstremnim uvjetima kao Sto su
visoke koncentracije soli, visoki pH i visoka temperatura. Vrste roda Listeria su neobicne jer
mogu prezivjeti i razmnoZiti se i na niskim i na visokim temperaturama. Listeria innocua je
Stapicasta Gram-pozitivha bakterija, nesporogena. Moze Zzivjeti odvojeno ili moze stvarati
lance sa drugim bakterijama L./innocua. Kolonije Listerie su male, glatke i plavo sive boje.
Listeria je Siroko rasprostranjena u okoliSu, nastanjuje tlo, propadajuée biljno tkivo,
kanalizaciju, vodu, hranu za Zzivotinje, svjezu i smrznutu perad, procesirano meso, sirovo
mlijeko, sir i ljude. Primarnim stanistima se smatraju tlo i propadajuce biljno tkivo, zZiveéi kao
saprofiti. Mezofilna je, optimalna temperatura je u rasponu od 30 — 37 °C (Anonymous 2).
Raspon pH vrijednosti na kojem moze bakterija obitavati je od 4.4 - 9.8. Listeria innocua

mnogo sli¢i svojim ostalim srodnicima, patogenoj Listeria monocytogenes.

Listeria innocua je blizi srodnik Listerie monocytogenes, prisutna je u istom okruzZenju kao
L.monocytogenes, samo je nepatogena (Wurtzel i sur., 2012). Slicnost izmedu genoma i
nacina Zivota ovih dviju vrsta omogudcila je usporedne genentiCke pristupe za istrazivanje
L.monocytogenes — specificnih gena koji mogu biti ukljuCeni u zaraznost. Ovakva usporedba
vodila je otkricu gena koji su krivi za zaraznost Listerie monocytogenes (Wurtzel i sur.,
2012). Iznenadujue, mnogi kodirajuéi proteini su slicni onim bakterijima iz tla Bacillus
subtilis. Listeria innocua ima sloZzen metabolizam. Sposobna je metabolizirati metan, sumpor,
dusik i mnoge organske i anorganske spojeve. Moze provoditi mnoge biosintetske puteve,
ukljucujuéi sintezu peptidoglikana. L.innocua je fakultativni anaerob, Sto znaci da moze
razgraditi glukozu (i ostale jednostavne SecCere) pod aerobnim i anaerobnim uvjetima.
Ukoliko su aerobni uvijeti, L.innocua prevodi glukozu do mlijeCne i octene kiseline. Dok, u

anaerobnim uvjetima, razgradnja glukoze ide samo do mlijeCne kiseline.

Listeria moze proizvesti adenozin trifosfat kroz disni lanac, ima nekoliko fermentacijskih
puteva. To se poklapa sa nacinom zivota mikroaerofilnih, fakultativnih anaeroba. Listerie su
intercelularni  patogeni koji koriste aktinske filamente proizvedene od strane domacina za
pokretljivost unutar stanice domadine. Bakterija se kreée naprijed kroz citoplazmu zarazene
stanice koristedi rep sastavljen od aktina. Oba oblika Listerie imaju ovu sposobnost. Vrste
Listeria takoder tvore biofilm, koji im omogucava da se zadrze na Cvrstim povrSinama gdje se

razmnoze te ih je tesko ukloniti (Anonymous 3).
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Materijali
3.1.1. Priprema i Cuvanje mikrobioloSke kulture Listeria innocua ATCC 33090

Volumen od 10 pL suspenzije bakterijske kulture Listeria innocua ATCC 33090 Cuvane u 50
% glicerolu pri temperaturi od -20 °C, precijepi se asepti¢no u struji zraka u laminaru u 10
mL Nutrient bujona (Biolife, Milan, Italija). Da bi se postigao ocekivani rast bakterijske
kulture, plasticna epruveta s nacijepljenim bujonom inkubira se u termostatu (“Bodalec i
Bodalec”, model EBT) pri 37 °C u vremenskom periodu od 48 h. Kultura se precijepljuje
svaka 3 mjeseca.

3.1.2. Hranjive podloge za uzgoj bakterijske kulture

a.) Nutrient agar

Sastav: 13 g dehidrirane podloge, 1000 mL destilirane vode, 20 g tehni¢kog agara (Biolife,
Milan, Italija)

Za pripremu 1000 mL Nutrient bujona odvaze se 13 g dehidrirane podloge. Dehidrirana

podloga otopi se u 1000 mL destilirane vode.

Za pripremu 1000 mL Nutrient agara odvaze se 13 g dehidrirane podloge te 10 g tehnickog
agara (Biolife, Milan, Italija) kako bi se podloga odrzala u Cvrstoj fazi pri temperaturi
inkubacije. Podloge pripremljene na opisani nacin steriliziraju se u autoklavu (“Sutjeska”,
model 200-189) 15 min pri 121 °C. U laminaru (Klimaoprema) asepti¢no u struji zraka,
podloge se sterilno razliju u Petrijeve zdjelice kako bi se sprijecila moguca kontaminacija

podloge. Razlivene podloge uz poluotvorene poklopce suse se u struji zraka u laminaru.

3.1.3. Kemikalije za mikrobioloska istrazivanja

Za pripremu otopine natrijevog nitrata 0.01 M NaNO; odvaze se 8.4 g NaNOs te otopi u 1000
mL destilirane vode. Pripremljena otopina sterilizira se pri 121 °C/15 min (“Sutjeska”, model
200-189).

Za pripremu fosfatnog pufera (PBS) odvaze se 8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.62 g Na,HPO, x 2H,0 i
0.24 g KH,PO, te otopi u 900 mL destilirane vode. Kako bi se pH vrijednost podesila na 7
dodaje se HCl. Volumen se nadopuni sa destiliranom vodom do 1000 mL. Pripremljena
otopina sterilizira se pri 121 °C/15 min ("Sutjeska”, model 200-189).
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3.1.4. Priprema suspenzije bakterija

Nakon precijepljivanja bakterijske kulture iz 50 % glicerola u Nutrient bujon i inkubiranja (48
h) suspenzija se centrifugira (Hettich, Rotofix 32) pri 4000 RPM/10 min. Nakon
centrifugiranja, odlije se supernatant te se na biomasu bakterije dodaje 10 mL fosfatnog
pufera. Uzorak u plasti¢noj epruveti homogenizira se na vorteksu (IKA, Vortex 4 basic; BV) te

se ponovi centrifugiranje pri istim uvjetima 3 puta.

3.1.5. Priprema uzorka za tretiranje ultrazvukom

U laboratorijsku staklenu ¢asu od 500 mL ulije se volumen od 190 mL 0.01 M NaNOs. Prije
ultrazvucnog tretmana, u kontroliranu zagrijanu vodenu kupelj stavlja se staklena casa.
Nakon Sto se postigne zadana temperatura 40 °C ili 60 °C dodaje se 10 mL pripremljene
suspenzije bakterije. Temperatura se kontrolira pomocu infracrvenog termometra (PCE-777,
PCE Instruments).

3.2. Metode

3.2.1. Provedba eksperimenta

Tretiranje ultrazvukom visoke snage provodi se ultrazvuénim procesorom model S-4000

(MisonixSonicators, Newtown, Connecticut, SAD).

Slika 2. Ultrazvucni procesor model S-4000 (MisonixSonicators, Newtown, Connecticut, SAD)

Termoclanak i ultrazvuéna sonda (model: HI 9063, Hanna Instruments Ltd, Leighton,
Buzzard LU7 4AD, UK) se sterilizira alkoholom, te potom ispere sa destiliranom vodom.

Podese se parametri na uredaju, trajanje tretmana i amplituda; ultrazvu¢na sonda
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frekvencije 20 kHz i promjera 127 mm uroni se u staklenu ¢asu sa uzorkom do dva promijera

(sonde) od dna staklene ¢ase. Termoclanak je prikljuen na ultrazvucni procesor i uronjen u

¢asu s uzorkom, kako bi se pratila temperatura uzorka. Zapocinje ultrazvucni tretman, te se

temperatura biljezi svakih 30 s. Odrzavanje Zeljene temperature uzorka prilikom tretmana

ultrazvukom postize se uranjanjem staklene ¢ase sa uzorkom u plasti¢énu posudu sa ledom,

pri tome je dozvoljeno variranje temperature za + 3 °C. Temperature uzoraka odrzavaju se

tijekom cijelog postupka tretiranja, kako bi u potpunosti utvrdili kakav je utjecaj ultrazvuka

visoke snage bez utjecaja temperature. Nakon ultrazvucnog tretiranja, izuzima se plasticnom

Spricom 3 mL uzorka. Sterilizacija sonde i termoclanka provodi se prije svakog tretmana.

Tablica 1. Plan pokusa ultrazvucnog tretmana za Listeria innocua ATCC 33090

Uzorak Amplituda % Vrijeme tretmana Temperatura (°C)
(min)
A0 / 5/10 40
AOa / 5/10 60
Al 100 5 60
A2 100 5 40
A3 75 5 60
A4 75 10 40
A5 100 10 60
A6 75 5 40
A7 100 10 40
A8 75 10 60

Uzorak AO i AOa zagrijavaju se u kontroliranoj vodenoj kupelji pri odredenoj temperaturi (40

°C i 60 °C) i nisu tretirani ultrazvukom. Nakon 5 i 10 min izuzima se uzorak i provodi

nacijepljivanje uzoraka za odredivanje biofilma. Za ostale uzorke provedeno je zagrijavanje u

kombinaciji sa ultrazvucnim tretiranjem, mijenjajuéi parametre amplitude i trajanje tretmana.

3.2.2. Odredivanje pH-vrijednosti i provodljivosti

Mjerenje pH-vrijednosti provodi se na digitalnom pH-metru (pH 340i/SET, WTW, Weilheim,

Germany) prije (zagrijavanje u kupelji na 40 °C i 60 °C ) i poslije tretmana ultrazvukom.
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3.2.3. Odredivanje biofilma

Princip odredivanja: Metoda odredivanja biofilma je spektrofotometrijska metoda koja se
bazira na kristal violethom obojenju.

Postupak odredivanja: Svaki uzorak volumena od 200 pL u paraleli se nacijepi u jaZice
multiwell plo¢e (TPP 92012, évicarska). U svaku jaZicu otpipetira se volumen od 2 mL
hranjivog bujona te kontrolne jazice u koje se dodaje samo hranjivi bujon. Multiwell ploca
inkubira se 4 h u termostatu (EBT - Termomedicinski aparati, Bodalec i Havoi¢, Hrvatska).
Razlog inkubacije jest adhezija stanica za podlogu. Nakon 4 h iz jazica multiwell ploce
uklanja se supernatant te ispire sa 2 mL PBS - a. Nakon ispiranja, otpipetira se 2 mL
hranjivog bujona u svaku jaZicu, slijedi inkubacija od 24 h kako bi se formirao biofilm. Nakon
24 h, ukloni se supernatant iz jazica te slijedi ispiranje fosfatnim puferom. Nakon ispiranja
puferom, dodajemo 2 mL 99% - tnog metanola u jazice da se biofilm fiksira kroz 15 min.
Metanol se uklanja, jaZice se posuse te se dodaje 2 mL boje kristal violet. Nakon 20 min
slijedi ispiranje destiliranom vodom i to tri puta. U digestoru se u svaku jazicu dodaje 2 mL
33%-tne octene kiseline, kako bi se sa povrSine jazica odvojile sve stanice. Apsorbancija se
mijeri pri 590 nm na spektrofotometru UV UNICAM HELIOS . Analize biofilma provode se u

paraleli.
3.2.4. Odredivanje broja stanica

Ukupni broj stanica odreduje se prije i nakon tretmana kako bi se odredio stupanj redukcije.
Stupanj redukcije je razlika broja stanica prije i poslije tretmana. Volumen od 10 pL uzorka
nacijepi se u 90 yL PBS - a i napravi se serija razrijedenja (do -7). Razrijedenja se
nacijepljuju u triplikatu, uzima se po 10 pL na hranjivu podlogu i Stapiéem po Drygalskom se
razmaze kruznim pokretima po ploci. Nakon 48 h inkubacije, izbroje se narasle kolonije na
plo¢ama. U obzir dolaze samo one ploce koje imaju broj poraslih kolonija izmedu 10 i 300.
Odreduje se srednja vrijednost za svako razrijedenje, a ukupni broj izrazava se kao
log;0CFU/mL.

3.2.5. Obrada podataka

Kako bi se odredio utjecaj raznih parametara na ucinkovitost tretmana koriSten je centralni
sloZzeni dizajn (central composite design, CCD; STATGRAPHICS Centurion, StatPoint
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Technologies). Kao operativni parametri odabrani su vrijeme tretmana, temperatura uzorka i
amplituda. Provedena je analiza varijance (ANOVA) kako bi se mogla utvrditi odstupanja
(p<0.05) u provedenim tretmanima. Izlazne vrijednosti su log;, CFU/mL, biofilm, te
temperatura. Kako bi se optimizirao tretman ultrazvuka i istrazio utjecaj tri nezavisnih

varijabli na stvaranje biofilma, koristile su se 3 razine promijenljivih faktora.

Tocnost kvadratnog empirijskog modela provjerena je analizom varijance (ANOVA) sa
razinom pouzdanosti od 95 %.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj eksperimentalnog dijela ovog rada je odrediti utjecaj ultrazvuka visoke snage na
stvaranje biofilma bakterije Listeria innocua ATCC 33090 te odrediti ucinak ultrazvucnog
tretiranja na inaktivaciju stanica. Provedeno je 8 ultrazvucnih tretmana. Uzorak za tretiranje
je prethodno zagrijan u vodenoj kontroliranoj kupelji. Nezavisne varijable koje su se
mijenjale: amplituda, vrijeme tretmana te temperatura na koju je uzorak prethodno zagrijan.
Dva uzorka nisu ultrazvucno tretirani ve¢ samo zagrijani na odredenu temperaturu zbog
usporedbe ultrazvucnog i toplinskog tretmana. Biofilm se odredio spektrofotometrijskom

metodom bojanjem sa kristal violetom.

4.1. UTJECAJ ULTRAZVUKA NA BIOFILM

Tablica 2. Prikaz rezultata apsorbancije za biofilm

Uzorak | Amplituda | t (min) | Temperatura A

(%) (°C) (590 nm)

A0 - 0 40 1.316

- 5 40 0.538

- 10 40 0.251

AOa - 0 60 0.406

- 5 60 0.257

- 10 60 0.107

Al 100 0 60 0.587

100 5 60 0.045

A5 100 10 60 0.120

A3 75 0 60 1.186

75 5 60 2.370

A8 75 10 60 1.501

A2 100 0 40 1.613

100 5 40 1.233

A7 100 10 40 0.707

A6 75 0 40 1.030

75 5 40 0.692

A4 75 10 40 1.784
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Iz dobivenih rezultata u tablici 2 kod ultrazvuéno tretiranih uzoraka postoji odstupanje od
ocekivajuceg pada apsorbancije ovisno o vremenu. Iz dobivenih podataka eksperimentalnog
dijela kada se usporedi tretman uzoraka bez ultrazvucnog tretmana zagrijanih na 40 °C i 60
°C, moze se zakljuciti da pri nizoj temperaturi ne dolazi do znacajne redukcije u stvaranju
biofilma jer nije postignuta znacajna inaktivacija mikroorganizama (slika 3). Usporedujuci
sliku 3 i sliku 4 moze se uociti da nakon najduljeg tretmana od 10 min, najznacajnija
redukcija stvaranja biofilma je pri 100 % amplitude i 60 °C, redukcija stvaranja biofilma
iznosi 79.56 %. Iz tablice 2 dolazimo do zakljucka da ukoliko se uzorak zagrijava na 60 °C i
podesi najve¢a amplituda 100 % i tretira 5 min, dobivamo najmanju vrijednost apsorbancije
koja u tablici 2 odgovara uzorku Al. Najveci pad odnosno najvece smanjenje stvaranja
biofilma u odnosu na pocetnu vrijednost prije tretmana je zabiljezen pri 60 °C i 100 %
amplitude, uocavamo to na slici 4 gdje je nakon 5 min tretmana zabiljezen pad stvaranja
biofilma od ¢ak 92.25 %. Kod 75 % amplitude i 60 °C te 5 min tretmana nije doslo do
redukcije stvaranja biofilma, ve¢ do povecanja za 99.83 % (slika 4). To objasnjavamo
¢injenicom da se mikroorganizmi razli¢ito ponasaju kod neoptimalnih uvjeta stoga je doslo do
neocekivanog porasta stanica u odnosu na pocetni broj. Do ocekivanog ishoda nije doslo
zbog toga Sto se u navedenim uvjetima mikroorganizmi mogu drukdije ponasati. 1z slike 3 i 4
uocava se da kod ultrazvucno tretiranih uzoraka vrijednost biofilma se smanjuje osim kod
parametara 40 °C i 75 % amplitude i kod 60 °C i 100 % amplitude.

200
~180 -
5160 § m bez ultrazvuénog
© 140 tretmana
£
& 120 A .
2100 4 B ultrazvucno
g tretiranje na 75%
= 80 - amplitudi
< 60 1 ultrazvuéno
2 40 1 tretiranje na 100%
? 20 A amplitudi
0
0 .. 5 . 30
vrijeme tretmana (min

Slika 3. Ovisnost stvaranja biofilma o vremenu ultrazvuénog tretmana uzoraka zagrijanih na
40 °C
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s amplitudi
S 50 - x
% ultrazvuéno
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0 - T . amplitudi
0._. 5 10
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Slika 4. Ovisnost stvaranja biofilma o vremenu ultrazvucnog tretmana uzoraka zagrijanih na
60 °C

4.1.1. Usporedba s dosadasnjim istrazivanjima

Bigelow i sur. (2009) promatrali su redukciju stvaranja biofilma Escherichie coli ATCC 23724
tretiranih s ultrazvukom i visokim tlakom raspona od 3.1 - 7.6 MPa. Kombinacijom tlaka
veéeg od 5.5 MPa i ultrazvuka postiguta je potpuna redukcija stvaranja biofilma iz cega
mozemo zakljuciti da kombinacija viSe tehnologija omogucava i bolju ucinkovitost u redukciji
stvaranja biofilma.

4.2. UTJECAJ ULTRAZVUKA NA INAKTIVACIJU

Iz dobivenih rezultata eksperimentalnog dijela rada, uoCavamo da kod uzoraka koji nisu
ultrazvucno tretirani ve¢ su samo zagrijavani na 40 °C je postignuta redukcija nakon 5 min
od 0.07 log;, CFU/mL Sto je ujedno i najniza redukcija, dok je nakon 10 min redukcija
iznosila 2.52 log;cCFU/mL (slika 5). Kod netretiranog uzorka zagrijanog na 60 °C i nakon 5
min tretmana postignuta je potpuna inaktivacija mikroorganizama u iznosu 7.08 logio
CFU/mL (slika 6). Pri tim uvjetima je ujedno postignuta najvisa temperaturna inaktivacija
bakterijskih stanica L. /innocua. Stoga, zagrijavanje uzorka na viSoj temperaturi i dulje
zagrijavanje rezultira vedim stupnjem redukcije. Kod ultrazvuc¢no tretiranih uzoraka,
najmanja redukcija postignuta je prema slici 5 pri 75 % amplitude i zagrijavanja na 40 °C

kada je pri 5 min redukcija iznosila 0.15 log;o CFU/mL, a nakon 10 min 0.24 log;,CFU/mL.
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Dakle, povecavanjem vremena ultrazvuénog tretmana povecava se stupanj redukcije.
Ultrazvucni tretman pri 100 % amplitude, 40 °C rezultirao je potpunom redukcijom 6.20 log;o
CFU/mL (slika 5) i to je ujedno najviSa ultrazvucna inaktivacija mikroorganizama, dok je pri
uvjetima 75 % amplitude i 60 °C (slika 6) doSlo do potpune inaktivacije u iznosu 5 logio
CFU/mL. Kod ultrazvu¢nog tretmana 100 % ultrazvu¢ne amplitude i zagrijavanje uzorka na
60 °C doslo je do temperaturne inaktivacije bakterijske kulture, odnosno kod pocetnog broja

stanica postignuta je potpuna inaktivacija.

= S — bez
= _—— ultrazvuénog

\ tretmana

== ultrazvucni
tretman na
75% amplitudi

log,,CFU/mL
O = N W DA U1 OO NN 00 O

ultrazvucni

tretman na
: _ | 100%

0 5 10 amplitudi

vrijeme tretmana (min)

Slika 5. Ovisnost log;oCFU/mL o trajanju ultrazvucnog tretmana uzoraka zagrijanih na 40 °C

8
7 \ =¢— bez
a2 © \ ultrazvucénog
Es \ tretmana
2 4 \ = ultrazvucni
< 3 \\ tretman na 75%
amplitudi
g, A\ plitudi
ultrazvucni
1 tretman na
0 4+— : ’- : "y 100% amplitudi
0 5 10
vrijeme tretmana (min)

Slika 6. Ovisnost log;,CFU/mL o trajanju ultrazvu¢nog tretmana uzoraka zagrijanih na 60 °C

4.2.1. Usporedba sa dosadasnjim istrazivanjima
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Gastelum i sur. (2012), prikazali su u svom radu da kombinacija ultrazvuka, vanilina i
temperature rezultira povecanjem stope inaktivacije i smanjenjem vremena za inaktivaciju
Listeria innocua. U navedenom istrazivanju u temperaturnom rasponu od 45 - 55 °C postigli
su 4 log;o redukciju L.innocua, dok se u ovom radu zagrijavanjem na 60 °C i pri 75 %
amplitude postigla potpuna inaktivacija mikroorganizama u iznosu 5 log;o CFU/mL.

Bermudez-Aguirre i sur. (2008), su u punomasnom mlijeku s kulturom Listeria innocua nakon
termalne pasterizacije na temperaturi od 63 °C i 10 min ultrazvu¢nog tretmana postigli 0.69
logy redukciju, nakon pola sata 5.3 log; redukciju. U ovom provedenom eksperimenalnom
radu prema dobivenim podacima nakon zagrijavanja uzorka na 60 °C i 10 - minutnog
tretmana pri 100 % amplitudi se postigla potpuna temperaturna inaktivacija, odnosno kod

pocetnog broja stanica postignuta je potpuna inaktivacija.

4.3. UTJECAJ ULTRAZVUKA NA pH I PROVODLIIVOST

Tablica 3. Rezultati mjerenja pH i provodljivosti prije i nakon tretmana

Temperatura (°C) Vrijeme (min) o (uS/cm) pH
40°C 0 6.90 384
60°C 0 6.79 503
40°C 10 6.64 490
60°C 10 6.70 1000

Vrijednost pH se smanjila nakon ultrazvucnog tretmana a provodljivost se povecala. Kada se
uzorak zagrijavao na 40 °C njegova pH vrijednost je iznosila 6.9, a provodljivost 384 uS/cm
prije tretmana, dok je nakon ultrazvuénog tretmana pH vrijednost iznosila 6.64, a
provodljivost 490 uS/cm. Pri zagrijavanju uzorka na 60 °C prije ultrazvuc¢nog tretmana pH
vrijednost iznosila je 6.79, a provodljivost 503 pS/cm, dok se nakon tretmana pH snizio na
6.7, a provodljivost se povecala na 1000 puS/cm. Kada usporedimo na koju je temperaturu
suspenzija mikroorganizama zagrijana uoCavamo da Sto je ona veéa to je pH maniji, a
provodljivost veca. Bermudez-Aguirre i sur. (2008) su u punomasnom mlijeku s kulturom
Listeria innocua ATCC 51742 nakon kombinacije povisene temperature (63 °C) i 10-minutnog
ultrazvu€nog tretmana dobili da je kiselost uzoraka nakon tretmana pala je za 0.14%. U

ovom eksperimentalnom dijelu rada kada je uzorak zagrijan na 40 °C i ultrazvucno tretiran
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10 minuta pH vrijednost se smanjila ¢ak za 3.77 %. Kada je uzorak zagrijan na 60 °C pad
kiselosti nakon tretmana iznosio je 1.33 %.

Do porasta provodljivosti dolazi zbog veceg broja nabijenih Cestica u tekuéini Sto je detaljnije
objasnjeno u poglavlju 2.6. Kod visoke temperature i tlaka u mijehuri¢u, pri snaznom
raspadanju, vodena para disocira i nastaju kemijski produkti u mijehuriéima poput
hidroksilnih radikala, kisikovih radikala, vodikovih radikala, peroksidnih radikala. Tijekom
ultrazvucnog tretiranja nastaje vodikov peroksid koji je ovisan o temperaturi. Njegova
koncentracija se smanjuje sa poviSenjem temperature prema istrazivanju Tiwari i sur.
(2009). Uocili su da je produkcija hidroksilnog iona u soku od grejpa veéa na 70 °C nego na
130 °C sto naznaCuje da se broj kavitacijskih mjehuriCa smanjuje sa povecanjem

temperature zbog efekta uvlacenja pare u unutrasnjost mjehurica.

4.4, Rezultati statisticke obrade

Tablica 4. Statisticka znacajnost varijabli na stvaranje biofilma

Izvor Zbroj kvadrata |Df |Srednja F-omjer | P-vrijednost
vrijednost
kvadrata
GLAVNI UCINCI
A:amplituda 2,24932 1 2,24932 2,74 0,3458
B:vrijeme tretmana 0,006498 1 0,006498 0,01 0,9435
C:temperatura 0,0181451 1 0,0181451 0,02 0,9060
INTERAKCILIE
AB 0,0567845 1 0,0567845 0,07 0,8362
AC 1,25532 1 1,25532 1,53 0,4327
BC 0,23154 1 0,23154 0,28 0,6890
OSTATAK 0,81984 1 0,81984
UKUPNO (ISPRAVLIENO) [4,63745 7

AB= utjecaj amplitude i vremena tretmana
AC= utjecaj amplitude i temperature

BC= utjecaj vremena tretmana i temperature
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Slika 7. Statisticka znacajnost varijabli na stvaranje biofilma

Parametri koji imaju p-vrijednost manju od 0.05 imaju znacajan statisticki utjecaj. Stoga,
prema tablici 4. i slici 7. statisticki znaCajan utjecaj na stvaranje biofilma nema niti jedna
varijabla od gore navedenih.

Tablica 5. Statisticka znacajnost varijabli na pH-vrijednost

Izvor Zbroj kvadrata |Df |Srednja F-omjer | P-
vrijednost vrijednost
kvadrata

GLAVNI UCINCI

A:amplituda 0,0010125 1 ]0,0010125 81,00 0,0704
B:vrijeme tretmana 0,0000125 1 0,0000125 1,00 0,5000
C:temperatura 0,0015125 1 ]0,0015125 121,00 |0,0577

INTERAKCLJE

AB 0,0010125 1 ]0,0010125 81,00 0,0704
AC 0,0055125 1 ]0,0055125 441,00 |0,0303
BC 0,0015125 1 0,0015125 121,00 |0,0577
OSTATAK 0,0000125 1 ]0,0000125
UKUPNO (ISPRAVLIENO) |0,0105875 7

AB= utjecaj amplitude i vremena tretmana
AC= utjecaj amplitude i temperature

BC= utjecaj vremena tretmana i temperature
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Slika 8. Statisticka znacajnost varijabli na pH-vrijednost

Prema tablici 5. i slici 8. statisticki znacajan utjecaj na pH-vrijednost ima kombinacija utjecaja

amplitude i temperature. Ostale varijable nemaju znacajan statisticki utjecaj jer p-vrijednosti

nisu manje od 0.05.

Tablica 6. Statisticka znacCajnost varijabli na stvaranje H,0,

Izvor Zbroj kvadrata |Df |Srednja F-omjer | P-vrijednost
vrijednost
kvadrata
GLAVNI UCINCI
A:amplituda 0,0546402 1 0,0546402 4,00 0,2952
B:vrijeme tretmana 0,167337 1 0,167337 12,25 0,1772
C:temperatura 2,13441 1 2,13441 156,25 [0,0508
INTERAKCLJE
AB 0,577149 1 0,577149 42,25 0,0972
AC 0,276619 1 0,276619 20,25 0,1392
BC 3,12506E-12 1 3,12506E-12 0,00 1,0000
OSTATAK 0,0136607 1 0,0136607
UKUPNO (ISPRAVLIENO) |[3,22382 7

AB= utjecaj amplitude i vremena tretmana

AC= utjecaj amplitude i temperature

BC= utjecaj vremena tretmana i temperature
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Slika 9. Statisticka znacajnost varijabli na stvaranje H,0,
Parametri koji imaju p-vrijednost manju od 0.05 imaju znacajan statisticki utjecaj. Stoga,

prema tablici 6. i slici 9. statistiCki znacajan utjecaj na stvaranje H,O, nema niti jedna
varijabla od gore navedenih.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata i provedene rasprave moZze se zakljuciti sljedece:

1. Ultrazvucénim tretmanom (100 %; 5 min) i prethodnim zagrijavanjem pripremljenog
uzorka (60 °C) ostvareno je manje stvaranje biofilma tj. znacajnija je redukcija stvaranja
biofilma nego kod samog zagrijavanja (92.25 %).

2. Najniza redukcija mikroorganizama kod ultrazvucno tretiranih uzoraka (75 %, 40 °C, 5
min) iznosi 0.15 log;o CFU/mL.

3. Potpuna najvisa temperaturna inaktivacija mikroorganizama postignuta je kod 60 °C i
iznosila je 7.08 log;o CFU/mL.

4. Potpuna najviSa inaktivacija mikroorganizama kod ultrazvucno tretiranih uzoraka
postignuta je pri 100 %, 40 °C i iznosi 6.20 log;o CFU/mL.

5. Vrijednost pH se smanjila nakon ultrazvu¢nog tretmana, a provodljivost se povecala. Na
viSoj temperaturi, zapazamo nizu pH vrijednost i ve¢u provodlljivost zbog nastanka radikala

te njihovog otapanja u vodi, odnosno veceg broja nabijenih Cestica.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden.
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