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proizvod visoke kvalitete. Takve tehnike se joS nazivaju netoplinske, a u njih spadaju:
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plazme.
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1. UvVOD

Fermentirana hrana je medu najstarijom proizvedenom hranom, a uz to je i tradicionalni dio
prehrane gotovo u cijelome svijetu. Najraniji spomeni fermentirane hrane, tocnije
fermentiranih mlijeCnih i mesnih proizvoda, datiraju joS od Babilona 5000 godina prije nove
ere, dok priprema kruha potjece iz Egipta prije vise od 3500 godina (Herceg, 2011). U nasim
krajevima proizvodnja domace fermentirane hrane poput kruha, sira i vina poznato je ve¢
tisucama godina. Alkoholna pi¢a proizvode se nekoliko stoljeCa fermentacijom sokova voéa,
bobica ili Secernih nusproizvoda. Razvojem prehrambene industrije pogotovo polovinom
prosSlog stolje¢a dolazi do razvoja raznih fermentacijskih procesa odnosno kontinuiranih
anaerobnih fermentacija. Razvoj tih istih procesa doveo je i do moguénosti zbrinjavanja
otpadnih tvari organskog porijekla, pri cemu se navedene otpadne tvari mogu upotrebljavati
ponovo kao hranjive podloge za rast i razvoj mikroorganizama zasluznih za odgovarajuce
fermentacijske procese (Herceg, 2011). Vrenje provode raznih mikroorganizmi kao Sto su
bakterije, plijesni, kvasci. No, Sto je s kvalitetom hrane? Sa sigurnoscu iste?
Danas se prehrambena industrija susrece sa Citavim nizom novih zahtjeva od strane potrosaca
kojima ona nastoji udovoljiti. Trazi se da hrana koji konzumiraju bude zdravstveno ispravna,
nutritivno vrijedna, ukusna i prikladna za brzu pripremu i konzumaciju. Drugim rijeima
potrosaci traze hranu koja je visoke kakvoce i da su joj izvorne nutritivne znacajke Sto manje
promijenjene. Stoga se znanstvena istrazivanja na podrucju prehrambene tehnologije sve vise
bave proucavanjem operacija i procesa kojima je svrha proizvesti prehrambene proizvode Sto
viSe nutritivne vrijednosti i Sto boljih organoleptickih svojstava pri ¢emu je vrlo vazno odabrati
odgovarajuée operacije i uredaje te optimizirati procesne parametre kako bi se u Sto je
mogucéoj manjoj mjeri narusila izvorna kakvoca sirovine, ali isto tako dobio proizvod visoke
kvalitete (Giacometti, J. i sur. 2018). Kako bi se takav zahtjev ispunio, procesi proizvodnje
hrane se su se morali promijeniti u smjeru primjene tzv. alternativnih postupaka. Ti novi
postupci mogli bi zamijeniti standardne metode koje su trenutacno u primjeni jer osim Sto se
dobije proizvod bolje kakvoc¢e, omogucuje se brza i ekonomicnija obrada sirovina, odnosno
Stedi se energija i resursi potrebni za provodenje procesa Sto u konacnici rezultira i kra¢im
trajanjem procesa. Jedan od novijih postupaka obrade hrane je hladna plazma.

Cilj ovog rada je pojasniti kvasce i njihovu ulogu tijekom fermentacije u
prehrambenoj industriji te po bliznje pojasniti osnove dobivanja i uporabe hladne plazme kao
novog ne termalnog postupka pri obradi hrane.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Definicija kvasaca

Kvasci su eukariotski, jednostani¢ni mikroorganizmi klasificirani kao ¢lanovi kraljevstva gljiva.
Prvi kvasac nastao je prije stotina milijuna godina, a trenutno je identificirano 1500 vrsta.
Procjenjuje se da Cine 1% svih opisanih vrsta gljiva (Kurtzman, Fell 2006). Kvasci su
jednostani¢ni organizmi koji su se razvili iz viSestanicnih pretka, pri ¢emu neke vrste imaju
sposobnost razvijanja viSestanicnih karakteristika formiranjem zica povezanih stanica poznatih
kao pseudohife ili lazne hife. VeliCina kvasca razlikuje se, ovisno o vrsti i okolisu, ali obi¢no su
promjera 3-4 um, iako neki kvasci mogu rasti do veliCine 40 pm. Vecina kvasaca se
reproduciraju aseksualno tj. mitozom, a mnogi to ¢ine pomoc¢u postupka asimetricne podjele

poznatog kao pupanje (Kurtzman, Fell 2005).

2.2. Saccharomyces

Saccharomyces je rod gljiva koja ukljucuje mnoge vrste kvasaca poput arboricolus, bayanus,
boulardii, bulderi, cariocanus, cariocus, cerevisiae, chevalieri, dairenensis, elljpsoideus,
eubayanus, exiguus, florentinus, fragilis, kluyver, kudriavzevii martiniae, mikatae,
monacensis, norbensis, paradoxus, pastorianus, spencerorum, turicensis, unisporus, uvarum,
zonatus te joS mnoge druge. Mnogi ¢lanovi ovog roda smatraju se vrlo vaznima u proizvodniji
hrane. Jedan primjer je Saccharomyces cerevisiae, koji se Kkoristi za proizvodnju vina, kruha i
piva. Poznat je joS kao pivski kvasac ili pekarski kvasac. Dok s druge strane, na primjer,
Saccharomyces boulardii se koristi u medicini kao preventiva za proljev povezan s

antibioticima.

2.2.1. Morfologija

Kolonije Saccharomyces rastu brzo i zrele su u tri dana. Ravne su, glatke, vlazne, sjajne ili
nejasne, i boje vrhnja. Nemogucnost upotrebe nitrata i sposobnost fermentacije raznih
ugljikohidrata su tipicne karakteristike roda Saccharomyces. Opcenito, oni imaju promjer od
2-8 um i duljina od 3-25 pum. Tipi¢no je multipolarno pupanje. Saccharomyces proizvodi
askospore, a one su okrugle i nalaze se u askusu. Svaka aska sadrzi 1-4 askospora te ona ne
puca do zrelosti. Prilikom bojanja po Gramu, askospore se pojavljuju kao Gram - negativne,
dok se vegetativne stanice pojavljuju kao Gram - pozitivhe.



Slika 1. Morfologija kvasca Saccharomyces cerevisiae (Anonymus 1, 2019).

2.2.2. Razmnozavanje

Kao Sto je prikazano na slici 2, moze postojati u haploidnom i diploidnom obliku. Uz dane
adekvatne hranjive tvari, haploidi i diploidi mogu proéi kroz brojne ponovljene krugove
vegetativnog rasta i mitoze. Haploidi postoje u dva tipa parenja zvane ,a" i ,a" (¢: a i alfa).
Haploidi tipa parenja ,a"“ proizvode feromon ,a faktor" i haploidi tipa parenja ,a" proizvode
feromon ,a faktor". Svaka vrsta stanica ima staniCni povrsinski receptor za feromon koji
proizvode stanice suprotnog tipa parenja. Tako a faktor uzrokuje u a haploidima zaustavljanje
u G1 fazi stani¢nog ciklusa, a a faktor ima isti ucinak na a stanice. Posljedi¢no, kada su prisutni
jedni i drugi, haploidi suprotnog tipa parenja prekidaju proliferaciju i zapoCinju razvoj
medusobnih izbocina.

Dobiveni oblik naziva se ,shmoo" (Dickinson i Schweizer 2004). Na kraju, dolazi do stani¢nog
kontakta i kasnije fuzije, koja kulminira formiranjem diploida. Kad hranjive tvari postanu
iscrpljene, oba haploida i diploida zaustavljaju se kao stacionarna faza stanice. Oni su
morfoloski i biokemijski razliciti od proliferirajucih stanica kvasca. U usporedbi s proliferacijom
stanice, stacionarne faze stanice takoder imaju povecanu otpornost na veliki broj naprezanja
i nepovoljne uvjete okoline (Werner-Washburne 1993). Diploidne stanice izgladnjene dusikom

i u prisutnosti siromasnog izvora ugljika kao Sto je acetat ¢e proci mejozu i stvaranje spora.



Formiraju se Cetiri haploidne spore koje su sadrzane unutar askusa. Spore imaju joS vecu
otpornost na okoliSne ekstreme od stanica u stacionarnoj fazi. Ako se spore vracaju u bogate
hranjive uvjete one Ce klijati i zapocet ¢e rast kao haploidi. Buduci da formiranje spora ukljucuje
mejozu, neki haploidni potomci imaju razli¢ite kombinacije gena i mutacija od onih prisutnih u
izvornim roditeljima. Zid askusa se probavlja pomocu glukanaze i tada se Cetiri pojedinacne
spore iz svakog askusa prenose na medij kako bi rasle kao haploidni klonovi. Precizna
kombinacija gena i mutacije u svakom klonu spora moze se odrediti analizom njegovog
fenotipa genetskim putem. Lazne hife i haploidne niti lako se prepoznaju po tome Sto su stanice
dulje. Oni su oboje razliiti razvojni oblici i nisu samo "grube" ili ljepljive stanice. Opcenito se
vjeruje da ova filamentacija omogucuje konzumaciju hrane daleko od mjesta na kojem je
nastala kolonija. Vegetativna proliferacija kvasca preko pupanja jedna je od najpoznatijih

znacajki u biologiji (Dickinson i Schweizer 2004).
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Slika 2. Prikaz Zivotnog ciklusa kvasca Saccharomyces cerevisiae (Anonymus 2, 2019).

2.3. Primjena kvasaca

Fermentirana hrana je medu najstarijom proizvedenom hranom, a uz to je i tradicionalni dio
prehrane gotovo u cijelome svijetu. U nasim krajevima proizvodnja domace fermentirane hrane
poput kruha, sira i vina poznato je vec tisucama godina. Alkoholna pi¢a proizvode se nekoliko
stoljeca fermentacijom sokova voca, bobica ili Se¢ernih nusproizvoda. Razvojem prehrambene
industrije pogotovo polovinom proslog stolje¢a dovodi do razvoja raznih fermentacijskih
procesa odnosno kontinuiranih anaerobnih fermentacija. Razvoj tih procesa doveo je i do
mogucnosti zbrinjavanja otpadnih tvari organskog porijekla, pri ¢emu se navedene otpadne
tvari mogu upotrebljavati ponovo kao hranjive podloge za rast i razvoj mikroorganizama

zasluznih za odgovarajuce fermentacijske procese (Herceg, 2011).



Mnoge prehrambene industrije danas upotrebljavaju fermentacijske procese pri procesiranju
hrane. Na primjer, pekarska industrija, industrija alkoholnih pi¢a, mesna industrija, mlije¢na
industrija itd. Odnosno drugim rije¢ima mlije¢no — kisela fermentacija i alkoholna fermentacija
su medu najvaznijim komercijalnim fermentacijama u prehrambenoj industriji. Tijekom
procesa fermentacije koristi se kontrolirano djelovanje odabranih mikroorganizama za
promjenu teksturalnih svojstava namirnica, za konzerviranje hrane proizvodnjom kiselina ili
alkohola, ili za proizvodnju specifi¢nih okusa i aroma Sto poveéava kvalitetu, a samim time
povecava i vrijednost proizvoda kao na primjer sirevi s plemenitim plijesnima.

Osim toga, fermentacija hrane (danas) se provodi zbog pet glavnih razloga: kako bi se
obogatila prehrana ljudi raznolikoS¢u okusa, aroma i tekstura, kako bi se odrzala znatna
koli¢ina hrane preko produkata vrenja (laktata, alkohola, octene kiseline itd), kako bi se
sirovina obogatila proteinima, esencijalnim kiselinama i vitaminima zatim kako bi se uklonili
antinutrijenti koji sprjeCavaju apsorpciju nutrijenata te kako bi se smanijilo vrijeme potrebno

za pripremu hrane, a samim time i koli¢ina energije potrebna za provodenje pripreme.

Prema Hercegu (2011) glavne prednosti fermentacije kao metode za proizvodnje hrane su:

e upotreba blagih procesnih uvjeta (pH i temperatura) ¢ime dolazi do minimalne
promjene nutritivne vrijednosti i senzorskih karakteristika hrane

e proizvodnja hrane koja ima okus i teksturu koja se ne moze proizvesti drugim
metodama (sirevi s plijesni)

e mala potrosnja energije tijekom fermentacijskih procesa

o relativno mali troskovi proizvodnje

¢ relativno jednostavna tehnologija

2.3.1. Pekarska industrija

U pekarskoj industriji kvasac koji se koristi za pecenje kruhova, peciva te ostalih pekarskih
proizvoda jest Saccharomyces cerevisiae ili kolokvijalno joS zvan pekarski kvasac.
Saccharomyces cerevisiae jos je poznat i pod nazivom pivski kvasac jer mu je prva primjena
zapravo bila vezana za proizvodnju piva, a ne kruha. Kasnije se tek saznalo da se moze
primijeniti i za proizvodnju kruha. Enzimi tokom pecenja provode reakciju vrenja Ciji jedan od
produkata je ugljikov dioksid (CO.). Nastali ugljikov dioksid se koristi kao sredstvo za podizanje
stvarajuci brojne mjehurice tj. dZzepove ispunjene plinom. To se u konacnici ocituje podizanjem

tijesta i dobivanjem porozne strukture kruha sto kruh ¢ini meksim te lakSim za konzumaciju.



2.3.2. Industrija alkoholnih pica

U industriji alkoholnih pi¢a idealna sirovina za proizvodnju alkohola jest melasa. Melasa
predstavlja posljednji maticni sirup koji nastaje kod kristalizacije Secera. To je vrlo viskozna
tekucina tamnosmede boje, makar moze biti i crne, koja u svom sastavu sadrzi i do 50%
Secera saharoze. Osim saharoze u sastavu melase nalazi se josS oko 30% ne Secera, do 20%
vode te brojni drugi sastojci. U pocetku procesa potrebno je melasu razrijediti vodom do udjela
suhe tvari izmedu 20 i 25%. Nakon toga dobivena suspenzija se zakiseli dodatkom sumporne
kiseline na pH od 4,8 do 5,4. Tek kod ovog pH i udjela suhe tvari od 20 do 25% su stvoreni
uvjeti za vrenje. No, prije dodavanja kvasca, odnosno enzima, suspenzija se sterilizira
toplinom, grijanjem do 80 °C. Takvoj steriliziranoj otopini dodaju se minerali amonijevog
sulfata i super fosfata za poboljSani rast kvasca te se na posljetku dodaje i sami kvasac radi
fermentacije. Djelovanje enzima kvasca invertaze dolazi do inverzije molekula saharoze tj. do
hidrolitickog cijepanja saharoze na glukozu i fruktozu koji djelovanjem citavog niza drugih
enzima prelaze u etilni alkohol i ugljikov dioksid. Prosjecni volumen alkohola koji se dobije
ovim vrenjem u proizvodnim uvjetima iznosi 58 do 60 litara na 100 kila melasa. Prilikom
proizvodnje piva nastupaju Cetiri promjene koje definiraju ovu transformaciju; opéenito to su
uklanjanje slatkoée djelovanjem kvasca i njegovom zamjenom alkoholom, stvaranje kiselina
djelovanjem kvasca i uklanjanje pufera, a time i snizavanje pH, karbonizacija uzrokovana
formiranjem CO. zbog djelovanja kvasca i stvaranje i oslobadanje mnostva metabolickih
otpadaka, svaki u niskoj koncentraciji. Na taj nacin kvasac veli¢anstveno poboljSava i otkriva
temeljni okus piva dobivenih prvenstveno od slada i hmelja (Lewis i Bamforth, 2006). Nadalje,
da bi dobiveni alkohol bio u potpunosti spreman za konzumaciju, odnosno da bi pice sazrjelo
potrebno je provesti takozvanu sekundarnu fermentaciju.

Ona se provodi na razli¢ite nacine ovisno o vrsti pica koja se proizvodi. Naime, kod piva se
sekundarno vrenje provodi kako bi se zadrzao CO> u pivu i dao mu svjezinu, dok se kod vina
tocnije crnog vina, provodi malatno — mlije¢na fermentacija kojom se malatna kiselina prevodi
u mlije¢nu kiselinu ¢ime se smanjuje kiselost i poboljSava okus i aroma. Saccharomyces
cerevisiae nije jedini kvasac iz roda Saccharomyces koji se koristi u proizvodniji piva. Tako se
na primjer za proizvodnju engleskog piva koristi Saccharomyces cerevisiae, dok se za
proizvodnju lager piva koristi Saccharomyces carlsbergensis. Medutim Saccharomyces
cerevisiae se koristi i za proizvodnju vina pri ¢emu Seceri prisutni u grozdanom soku vrenjem
daju 7 — 14% alkohola. Ni to nije jedini kvasac koji se koristi u proizvodnji vina, makar se
pokazao kao najbolji jer generalno gledano daje pouzdane i pozitivhe atribute vinu koje se

proizvodi.



Vrste kvasaca koji se mogu Koristiti za proizvodnju vina, a da su iz roda Saccharomyces su
bayanus, beticus, fermentat], paradoxus, pastorianus, i uvarum, dok se u svrhe dobivanja
korisnih atributa ili kao defekt u vinu mogu joS pronaci sljede¢i kvasci: Brettanomyces,
Saccharomycodes, Zygosaccharomyces, Schizosaccharomyces koji je jedini vinski kvasac koji
se razmnozava diobom, a ne pupanjem te Kloeckera koji se jos naziva i ,ubojicom kvasaca"
jer proizvodi etil acetat i octenu kiselinu u tolikoj mjeri da inhibiraju i ,,ubijaju® Saccharomyces

cerevisiae.

pivo

.
2 b

Slika 3. Svakidasnji proizvodi pripremljeni uz pomoc¢ kvasca Saccharomyces cerevisiae.

2.3.3. Biotehnologija

U posljednje vrijeme krenula su istrazivanja u svrhu dokazivanja bi li se mogli kvasci koristiti
kao probiotik. Jedno takvo istrazivanje se provelo i ono tvrdi da jedino probiotik koji je
sadrzavao kvasce Saccharomyces boulardiije zaista imao pozitivan ucinak ili kao preventiva ili
kao terapeutsko sredstvo za dijareju i druge gastrointestinalne poremecaje uzrokovane zbog
prevelike doze antimikrobnih sredstava. Ono Sto ga Cini dobrim probiotskim sredstvom je to
Sto se ne razgraduje prilikom prolaska kroz probavni trakt, Sto mu je optimalna temperatura
37 °C i Sto inhibira rast mikrobnih patogena (Czerucka i sur., 2007).
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Isprva je klasificiran kao razlicita vrsta od Saccharomyces cerevisiae 1994. godine, no razvojem
tehnologije i metoda te daljnjim istrazivanjima dokazano je da su S. cerevisiae i S. boulardii
zapravo pripadnici iste vrste makar se genetski, metabolicki i fizioloSki znacajno razlikuju.
Hennequin i sur., kako navodi Czerucka, identificirao je specifiéni mikro satelitski alel S.
boulardiikoji ga bitno razlikuje od S. cerevisiae. U provedenim klinickim istrazivanjima pokazalo
se da S. boulardii pomaze kod dijareje uzrokovane od antibiotika, putnicke dijareje, akutne
dijareje u djece, kod dijareje u pacijenata koji primaju hranu putem hranidbenih sondi, kod
pacijenata koji pate od upalnih bolesti crijeva, sindroma razdrazljivih crijeva pa ¢ak i kod
pacijenata kojima je dijareja povezana sa AIDS-om, makar ne postoji jos dovoljno znanstvenih
podataka da se te tvrdnje pokazu zaista istinite, navodi Czerucka i sur. (2007).

2.3.4. Biogorivo

Posljednjih godina, biodizel je dobio sve vedi interes zbog energetske krize diljem svijeta, uz
iscrpljujuce rezerve i nedostatka opskrbe naftom. Glavni problem koristenja biljnog ulja za
proizvodnju biodizela je odrzZivost jer se izravno natjeCe s ljudskom hranom. Za borbu protiv
ovog problema razvijeni su i drugi obnovljivi izvori, jer su mikrobna ulja sli¢na biljnim uljima i
intenzivno se koriste za proizvodnju biodizela. Nedavno su predlozeni uljni kvasci kao
mikroskopske bio tvornice i alternativni proizvodadi lipida u biljno ulje za odrzivu biodizelsku
industriju. Rijec je o potencijalno novoj tehnologiji u kojoj se nejestive lignocelulozne biomase
iskoriStavaju kao sirovine za proizvodnju biodizela od uljnih kvasaca koji spustaju emisije
staklenickih plinova zamjenom fosilnih goriva. Ne-jestiva lignocelulozna biomasa, sastoji se od
tri razlicite vrste prirodnih polimera, naime celuloze, hemiceluloze i lignina. Tri najbrojnija

obnovljiva resursa u biosferi (Patel i sur., 2016).

2.3.5. Znanstvene svrhe

Kada istraZivaci traze organizam koji Ce koristiti u svojim istraZivanjima, traZe nekoliko osobina.
Medu njima su veli¢ina, vrijeme generiranja, dostupnost, manipulacija, genetika, oCuvanje
mehanizama i potencijalna ekonomska korist. S. cerevisiae se razvio kao model organizma jer
odgovara broju zadanih kriterija. Kao jednostani¢ni organizam, S. cerevisiae je malen
organizam s kratkim vremenom generacije (vrijeme udvostrucenja od 1,25-2 satana30°C) i

lako se moze uzgajati.
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To su pozitivne karakteristike jer omogucuju brzu proizvodnju i odrzavanje visestrukih uzoraka
po niskoj cijeni. Dijeli se s mejozom, dopustajuci time da se koristi kao kandidat za istraZivanje
seksualne genetike. Kvasac se moze transformirati dopustajuci ili dodavanje novih gena ili
deleciju putem homologne rekombinacije. Ima sposobnost da se uzgaja kao haploid Sto
pojednostavljuje stvaranje sojeva. Kao eukariot, S. cerevisiae dijeli slozenu unutrasnju
strukturu stanica biljaka i Zivotinja bez visokog postotka nekodiraju¢e DNA koja moze zbuniti
u istrazivanjima u visim eukariotima.

Nadalje, S. cerevisiae se koristi u istrazivanjima starenja. Proucavan je preko pet desetljeca
kao model kako bi se bolje razumijelo starenje. Pridonio je identifikaciji viSe gena u sisavaca
koji utjeCu na starenje od bilo kojeg drugog modela organizma (He i sur., 2018). Neke od tema
koje se proucavaju pomocu kvasca su ograniCavanje kalorija, kao i geni i stanicni putevi koji
su ukljuCeni u starenje. Dvije najéeS¢e metode mjerenja starenja u kvascu su replikativni
Zivotni interval koji mjeri koliko puta se stanica podijeli i kronoloski zivotni vijek koji mjeri
koliko stanica moze preZivjeti u stanju kada se ne dijeli. Upravo S. cerevisiae je idealni model
preko kojeg se moze holisticki pristupiti kako bi se u potpunosti razumjelo starenje (He i sur.,
2018). Majke stanice izazivaju potomstvo pupoljaka mitotickim podjelama, ali prolaze kroz
replicirano starenje preko uzastopnih generacija i na kraju umiru. Medutim, kada majka stanica
prolazi kroz mejozu i gametogenezu, zivotni vijek se resetira (Unal i sur., 2011). Replikativni
potencijal gameta odnosno spora formiranih od starijih stanica je isti kao gamete koje formiraju
mlade stanice, Sto ukazuje na to da je oStecenje povezano sa staroScu uklonjeno mejozom iz
starih majcinih stanica. Ova promatranja upuéuju na to da tijekom uklanjanja osStecenja
poveznih sa staroSCu mejoza dovodi do pomladivanja (He i sur., 2018). Ipak, priroda tih
osSteCenja ostaje na utvrdivanju. S. cerevisiae bio je prvi eukariot kojem je genom potpuno
sekvencioniran (Goffeau i sur., 1996). Genomska sekvenca pustena je u javnu domenu 24.
travnja 1996. Od tada se redovito aZuriranje odrZzava na bazama podataka Saccharomyces
genoma. Genom se sastoji od oko 12,156,677 parova baza i 6,275 gena, kompaktno
organiziranih na 16 kromosoma (Goffeau i sur., 1996). Vjeruje se da je samo oko 5.800 tih
gena funkcionalno. Procjenjuje se da najmanje 31% gena tog kvasca ima homologe u
ljudskom genomu (Botstein i sur., 1997). Cilj je formirati funkcionalnu mapu procesa stanica.
Od 2010. godine model genetskih interakcija je najcjelovitiji, ali nije jos konstruiran, no sadrzi
profile interakcija za oko 75% svih gena u kvascu, navode Constanzo i sur., (2010).
Zahvaljujuci tom projektu pronadeno je 170.000 interakcija gena, a geni sa slinim uzorcima
interakcije grupirani su zajedno. Ove su informacije koristene za izgradnju globalne mreze

interakcija gena organiziranih po funkciji.
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2.4. Biofilm

Danas je poznato da bakterije mogu opstati u slobodnom, odnosno planktonskom obliku ili u
obliku biofilma u kojem formiraju kolonije. Biofilm se moze definirati kao sesilna organizacija
bakterija u prirodnim ekosistemima. Nazivamo ih joS ,sluzavi gradovi". Prema Milanov i sur.
(2008) teoriju biofilma postavili su Costerton i sur. 1978. godine i definirali su ga kao strukturnu
zajednicu bakterijskih stanica koje su vezane za nezive ili zive povrsine i uklopljene 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 priviemeno
pricvrs¢uju za podlogu pomocu biceva i fila. Prianjanje i posljedicno vezanje bakterija za
povrSinu moze biti aktivno ili pasivno, ovisno o stani¢noj pokretljivosti (Milanov i sur., 2008).
Pasivno vezanje je uvjetovano gravitacijskom silom i difuzijom, dok na aktivno utjecu osobine
stanicne povrsSine bakterija, tj. flagele, pili, proteini, kapsule i povrsinski naboj (Milanov i sur.,
2008). Ve¢ nakon nekoliko minuta od prvotnog vezanja, neke bakterije proizvode takozvani
EPS ili ekstracelularne polimerne supstance kojima se dodatno pricvrs¢uju 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 ne prestanu otkidati s povrSine. Ako su okolnosti povoljne za uspjesan rast i
aglomeraciju, biofilm se razvija u organiziranu strukturu i taj proces se naziva sazrijevanje
biofilma, navode 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 desorbiraju s njega. Prvotno vezanje bakterija je najvazniji korak u razvoju biofilma jer one
stvaraju temelje za daljnje razvijanje biofilma.

Tu primarnu fazu adhezije Dunne (2002) joS naziva i fazom spajanja (eng. docking stage). U
funkciji vremena veza izmedu bakterija i supstrata jacCa, Cineéi vezivanje ireverzibilnim
procesom. Ta druga faza, koju Dunne (2002) naziva fazom zakljuavanja (eng. /ocking stage),
rezultat je produkcije ekstracelularne polimerne supstance (EPS), glikokaliksa ili matriksa
biofilma. Razvoj biofilma je najbrzi kada ga sacinjava populacija mikroorganizama koji jedni od
drugih imaju izravne koristi. Stanice u biofilmu medusobno komuniciraju putem produkata koji
mogu difundirati iz jedne u drugu stanicu (Milanov i sur., 2008). Biofilmovi Stite
mikroorganizme od isuSivanja. Biofilm se prvenstveno sastoji od mikrobnih stanica i EPS.
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EPS moze iznositi 50% do 90% ukupnog organskog ugljika biofilmova i moze se smatrati
primarnim matri¢nim materijalom biofilma. EPS se moze razlikovati u kemijskim i fizickim
svojstvima, ali se prvenstveno sastoji od polisaharida (Donlan, 2002). EPS je takoder vrlo
hidratiziran jer moze inkorporirati velike koli¢ine vode u svoju strukturu vezanjem vodika. EPS
moZze biti hidrofoban, iako je vecina tipova i hidrofilna i hidrofobna. On se takoder moze
razlikovati u topljivosti. Stoga udio vode varira, a moze Ciniti i do 94 % ukupne mase biofilma
kada je matriks u potpunosti hidriran, navodi Milanov i sur. (2008). U biofilmu se fiksiraju
pojedine hranjive tvari i enzimi (spojevi za razgradnju tvari) Sto omoguéuje medusobnu
prehranu razliitih vrsta bakterija — Sto jedne vrste izluuju druge koriste za svoj rast. Povrsina
biofilma je vrlo aktivna. Na njoj dolazi do istovremenog pri¢vrs¢ivanja i otpustanja
bakterija.Kako se debljina biofilma povecava, difuzija otopljenih plinova i nutrijenata iz okolne
vode postaje otezana. Biofilm dobiva svoju ravnoteznu debljinu od oko 500 - 1000 um.

Slika 4. Stadiji formiranja biofilma: 1. Stadij reverzibilnog vezivanja; 2. Stadij ireverzibilnog
vezivanja (produkcija EPS); 3. Razmnozavanje bakterija; 4. Sazrijevanje biofilma; 5. Odvajanje
dijelova biofilma (Anonymus 3, 2019).
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2.5. Ne toplinski procesi

2.5.1. Vrste tehnika

Najveci problem kod procesiranja hrane tradicionalnim (toplinskim) tehnikama je upravo
toplina tj. to Sto dolazi do termicke obrade procesiranog materijala, a samim time do promjene
ili gubitka nutritivnih svojstava. Zajednicko svim ne toplinskim tehnikama je to Sto se tretiranje
materijala provodi pri sobnoj temperaturi, odnosno da ne dolazi do znatnog poviSenja
temperature materijala kao posljedice procesiranja te da sami proces tretiranja traje kratko,
izmedu jedne i deset minuta. U neke od tih tehnika ubrajamo:

e procesiranje ultrazvukom

e procesiranje pulsiraju¢im elektricnim poljem (PEP)
e procesiranje svjetlom jakog intenziteta

e procesiranje visokim (hidrostatskim) tlakom

e procesiranje hladnom atmosferskom plazmom

Kao rezultat povecane potraznje potroSaca za minimalno obradenim svjezim prehrambenim
proizvodima s visokim senzorskim i prehrambenim svojstvima, raste zanimanje za ne termalne
procese za preradu i konzerviranje hrane. Primjenjuju se navedene tehnologije kako bi se
razvili blagi ali ciljani procesi za daljnje poboljSanje kvalitete i sigurnosti procesirane hrane. Te
tehnologije takoder nude potencijal za poboljSanje postojeéih procesa, kao i za razvoj novih

procesa.

2.5.2. Ultrazvuk

Ultrazvuk se definira kao zvucni val s frekvencijama od 20 kHz ili viSe, a karakteriziraju ga
amplituda (A), frekvencija (f), valna duljina (A) i koeficijent atenuacije (a) (Jelici¢ i sur., 2010).
Najvazniji kriterij koji se koristi za podjelu ultrazvucnih valova je koli¢ina energije koju generira
zvucno polje pri ¢emu se razlikuje ultrazvuk niskog i visokog intenziteta (Fellows, 2000;
McClements, 1995). Ultrazvuk niskog intenziteta odnosi se na intenzitete manje od 1 W/cm? i
frekvencije viSe od 100 kHz. Uslijed malih razina snage ultrazvucni valovi niskog intenziteta ne
uzrokuju fizicke i kemijske promjene u svojstvima materijala kroz koji val prolazi.

Stoga se ultrazvuk niskog intenziteta koristi kao analiticka metoda primjerice za mjerenja
teksture, odredivanje sastava namirnice, viskoznosti i brzine protjecanja, te za kontrolu

pakiranja (Knorr i sur., 2004).
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Ultrazvuk visokog intenziteta odnosi se na intenzitete visSe od 1 W/cm? (obi¢no u rasponu od
10-1000 W/cm?) i frekvencije izmedu 18 i 100 kHz. Obzirom da tada nastaju valovi velike snage
i niske frekvencije (20-100 kHz), njihova uporaba se preporucuje u svrhu inaktivacije i
redukcije broja mikroorganizama (Knorr i sur., 2004.). Djelovanjem ultrazvucnih valova
visokog intenziteta u teku¢em mediju stvaraju se longitudinalni valovi i podruc¢ja promijenjivih
kompresija i ekspanzija tlaka (Jeli¢i¢ i sur., 2010). Naizmjeni¢no izmjenjivanje tlaka izaziva
kavitaciju pri ¢emu nastaju mjehuri¢i plina u materijalu. U mljekarskoj industriji dosad je
istrazivana primjena ultrazvuka visokog intenziteta u svrhu inaktivacije nepozeljnih
mikroorganizama i enzima, za homogenizaciju mlijeka te za poboljSanje fermentacije (Brncic i
sur., 2009).

2.5.3. Pulsirajuce elektricno polje (PEP)

Procesiranje hrane pulsiraju¢im elektricnim poljem (PEP) sastoji se od propustanja vrlo kratkih
i brzih elektricnih impulsa (obi¢no 1-100 uS) u elektricnom polju visokog intenziteta (10-80
kV/cm) kroz tekucu namirnicu koja se nalazi u komori izmedu dvije elektrode, obi¢no pri sobnoj
temperaturi (Bendicho i sur., 2002.; Lelas, 2006.). Mehanizam kojim PEP metoda inaktivira
mikroorganizme nije potpuno razjasnjen, no pretpostavlja se kako elektricno polje visokog
intenziteta uzrokuje promjenu propusnosti stanicnih membrana. Nakon Sto se u dovoljno
dugom vremenskom intervalu djeluje elektricnim poljem cija jakost premasuje kriticni
transmembranski napon, dolazi do ireverzibilnog formiranja velike pukotine na membrani sto
rezultira stanicnom smrcéu (Shamsi i sur., 2008.). Ucinkovitost PEP metode ovisi o brojnim
C¢imbenicima medu kojima su najznacajniji intenzitet elektricnog polja, trajanje tretmana,
temperatura namirnice te vrsta mikroorganizama odnosno enzima na koji se u njoj nalaze
(Bendicho i sur., 2002.). JoS davnih 1960 — ih pokazan je smrtonosni ucinak kod visokih
elektricnih polja na brojne vrste vegetativnih bakterija i kvasaca. Polja do 25 kV / cm?
primijenjena su kao niz impulsa istosmjernih struja na suspenzije organizama. RazliCite su se
vegetativnih bakterija, navode Sale i Hamilton, (1967). Malo pomalo, prehrambena industrija
pokazuje sve vedi interes za ovu obecavajucu novu tehnologiju. Nadalje, ocekivalo se da ¢e ta
tehnika uskoro biti usvojena za obradu nekoliko tekuéih prehrambenih proizvoda, navode Vega
— Mercado i sur. (1997), Sto se u konacnici pokazalo istinitim jer se danas najcescée koristi za

procesiranje mlijeka u kombinaciji s drugim metodama.
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2.5.4. Svjetlo jakog intenziteta

Obrada hrane svijetlom jakog intenziteta zasniva se na primjeni elektromagnetskog zracenja
valnih duljina vidljivog dijela i UV — dijela spektra. Raspon valnih duljina za UV svjetlo za
preradu hrane varira od 100 do 400 nm.

Ovaj raspon moze biti dalje podijeljen na:
e UV-A (315 do 400 nm) koji je normalno odgovoran za pocrnjenje ljudske koze
e UV-B (280 do 315 nm) koji uzrokuje pecenje koze i moze dovesti do karcinoma koze
e UV-C (200 do 280 nm) koji se naziva germicidnim jer ucinkovito inaktivira bakterije i
viruse
e Vakuumski UV raspon (100 do 200 nm) koji moZe apsorbirati gotovo sve tvari i time se

moze prenositi samo u vakuumu

Zracenje UV svijetla i susjednog vidljivih dijela spektra, kao i manje energetski tipovi nazivaju
se ne ionizirajuée zracenje. Nasuprot tome, ionizirajuée zracenje koje ukljucuje rendgenske
zrake, gama — zrake i ionizirajuce Cestice (beta — zrake, alfa — zrake, protoni) moZze ionizirati
mnoge atome i molekule. Apsorpcija ne ionizirajuéeg zracenja, medutim, dovodi do elektronske
ekscitacije atoma i molekula. Svjetlost se emitira iz ispuha plina u valne duljine koje ovise o
njegovom elementarnom sastavu i uzbudenju, ionizaciji i kinetickoj energiji tih elementa.
Ispusni plinovi su odgovorni za emitirano svjetlo iz UV svijetiljki (Koutchma, 2009.)

Za mikroorganizme je najpogubnije zracenje valnih duljina od 228 nm do 290 nm, s izrazitim
maksimumom pri valnoj duljini od 265 nm, bududi da zrake te valne duljine apsorbiraju
nukleinske kiseline pri ¢emu dolazi do formiranja kovalentnih veza izmedu pirimidinskih baza,
Sto ima za posljedicu sprjeCavanje razmnozavanja mikroorganizama. Stoga se u svrhu
inaktivacije mikroorganizama primjenjuju valne duljine UV-B i UV-C spektralnog podrudja.
Ucinkovitost UV zracenja ovisi o broju i vrsti mikroorganizama te o intenzitetu zracenja.
Najmanju otpornost na djelovanje UV zracenje pokazuju Gram - negativne bakterije, zatim
Gram - pozitivne bakterije, kvasci, bakterijske spore, plijesni i virusi koji su najotporniji (Jelicic
i sur., 2010). Da bi se postigla inaktivacija mikroorganizama u rangu redukcije oko 4 log, UV
doza zracenja mora biti minimalno 400 J/m2 pri valnoj duljini 254 nm u svim dijelovima

proizvoda.
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2.5.5. Visoki hidrostatski tlak

U jednoj provedenoj studiji istrazivana su strukturna oStecenja i propustanje unutarstanicnih
tvari iz stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae stanica tretiranih hidrostatskim tlakom.
Skenirajuci elektronskom mikroskopijom, stanice kvasca tretirane na sobnoj temperaturi
tlakom manjim od 400 MPa tijekom 10 minuta pokazale su neznatnu promjenu u vanjskom
obliku. Medutim, elektronska mikroskopija pokazala je da je na unutarnju strukturu doslo do
promjene, narocito na nuklearnoj membrani, kada se tretira hidrostatskim tlakom oko 100 MPa
na sobnoj temperaturi 10 minuta. Na visSim tlakovima, od 400-600 MPa, pojavile su se daljnje
promjene u mitohondrijima i citoplazmi. Nadalje, kada se vrsi tretman pod visokim tlakom pri
temperaturi od -20 °C, unutrasnja struktura stanica je ozbiljno oStec¢ena ¢ak i pri 200 MPa, a
skoro sve nuklearne membrane nestaju (Shimada i sur., 1993).

2.5.6. Plazma

MiloSevi¢ (2008) navodi da sredinom 19. stoljeca Ceski fiziolog Jan Evangelista Purkinje je prvi
upotrijebio grcku rije¢ ,,plazma” kako bi opisao prozirnu tekudinu koja preostane nakon Sto
se iz krvi uklone Cestice. Nadalje, pedesetak godina kasnije, americki znanstvenik Irving
Langmuir je predloZio da se elektroni, ioni i neutralne Cestice u ioniziranom plinu mogu smatrati
u principu krvnim cesticama u teku¢em mediju. Prvi je plazmu opisao na znanstveni nacin Sir
William Crookes, nazvavsi je, “materijom koja zraci” (MiloSevi¢, 2008).

Danas se plazma definira kao ionizirani plin koji se sastoji od velikog broja razlicitih vrsta Cestica
poput elektrona, pozitivnih i negativnih iona, slobodnih radikala, atoma plina i molekula ili
druge razli¢ite vrste koje se mogu generirati u pobudenom ili nepobudenom stanju (Roya i

sur., 2014.) Takoder smatra se da je Cetvrto stanje stvar u svijetu.

2.5.6.1. Nastajanje plazme

Povecanije energije u sustavu dovodi do promjena agregatnog stanja tvari iz krutog u tekuce
do plinovitog. Pri veim termalnim energijama atomi se sudaraju te rastavljaju na pozitivno i
negativno nabijene Cestice. Kako plazma sadrZi jednak broj pozitivno i negativho nabijenih
Cestica rekli bismo da je elektricki neutralna, no plazma sadrzi slobodne nosioce naboja i
elektricki je vodljiva. Kada je energija elektrona dovoljno velika, u sudaru s neutralnom

Cesticom dolazi do promjene elektronske strukture.
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Sto je energija sudara veca vjerojatnija je pobuda atoma odnosno molekule ¢ime dolazi do
prijelaza vezanog elektrona atoma u viSu atomsku orbitalu, a samim time do disocijacije atoma
koji ¢ine molekulu ili ionizacije odnosno do izbacivanja elektrona iz atoma tj. molekule.
Pobudeni atomi odnosno molekule u pravilu kratko zive u takvom stanju, svega nekoliko
nanosekundi, nakon kojih se atom vraéa u nepobudeno stanje uz emisiju fotona. Jedan od
osnovnih nacina stvaranja plazme je pomocu elektricnih izboja (Scholz i sur., 2015). Prilikom
generiranja plazme dolazi do stvaranja razlicitih reaktivnih vrsta kao Sto su:

e reaktivne vrste molekula i atoma kisika (eng. ROS), kao Sto je atomski kisik,
superoksidni anion, ozon

e reaktivne dusikove vrste (eng. RNS), kao Sto je atomski dusik, pobudeni dusik i
nitratni oksid

e hidroksidni anion, hidroksidni radikal ili vodikov peroksid.

2.5.6.2. Nacini generiranja i praznjenja plazme

Princip dobivanja plazme je zasniva na elektricnom praznjenju koje nastaje izmedu dvije
elektrode prikljucene na izvor elektricne energije. Elektri¢ni potencijal i odgovarajuce elektri¢no
polje koje nastaje uzrokuju privlaenje elektrona prema anodi, dok jezgru atoma priviaci
katoda. Kako napon raste povelava se naprezanje u atomima, sve do dielektricne granice,
kada se pojavljuje iskra te dolazi do ionizacije (Bogaerts i sur., 2001). Najces¢i nacin na koji
se plazma moze generirati je pomocu istosmjerne struje, kako je prikazano na slici 5, no postoji
Sirok spektar nacina koji se takoder koriste. Tako se plazma moze generirati radiofrekvencijom
pri ¢emu nastaje visoka frekvencija izmjenicne struje koju stvara generator, za takvu plazmu
tj. za plazmu generiranu na taj nacin potrebne su frekvencije i do 500 kHz. Generirati se plazma
moze i pulsiranjem gdje se napon primjenjuje u obliku pulseva. Zbog mogucnosti koristenja
znatno visih napona pri kojima se stvaraju pulsevi za ocekivati je i vecu ucinkovitost tako
generirane plazme.

Nadalje, plazme mogu biti stvorene i mikrovalovima odnosno elektromagnetnim zracenjem u
rasponu frekvencija 300 MHz do 10 GHz kako navodi Bogaerts i sur. (2001). Kako postoje
razliCiti nacini generiranja plazme tako postoje i razliCiti nacini praznjenja iste. Naime,
praznjenje plazme se moze provoditi u plinskoj i u tekucoj fazi. Razvojem razliCitih vrsta
reaktora za elektricnog praznjenja postoje i razlicite konfiguracije elektroda. Jedna od najceséih
konfiguracija elektroda postavljena je u obliku tocka - ploca.
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ulazni protok argona

ionizacija argona

istjecanje plazme ‘ T okolni zrak

generiranje reaktivnih
vrsta

Slika 5. Generiranje plazme (Anonymus 4, 2019).

2.5.6.3. Vrste plazme, njene prednosti i nedostatci

Plazmu je moguce opisati pomocu tri osnovna parametra: temperature Cestica, gustoce Cestica
te jacine stacionarnog magnetskog polja. S obzirom na temperaturu plazme ona se dijele na
visoko temperaturnu i nisko temperaturnu plazmu. Kod visoko temperaturnih plazmi elektroni,
ioni i neutralne vrste su u ravnoteznom stanju gdje je temperatura svih Cestica jednaka (eng.
local thermodynamic equilibrium) (Nehra i sur., 2006). Toplinska plazma ima brojne prednosti
ukljucujudi: visoku temperaturu, visoki intenzitet, neionizirajucu radijaciju i visokoenergetsku
gustocu. Uporaba toplinske plazme je Siroko rasprostranjena i ukljucuje koristenje u tehnici
premazivanija, sintezi ultra glatkih i ultra Cistih pudera, sintezi keramickih materijala, metalurgiji
te u uniStavanju i tretiranju opasnih otpadnih materijala. Medutim jedna od negativnih strana
upotrebe toplinske plazme je ta Sto su investicijski i operacijski troskovi veliki te potrebna su
Cesta odrzavanja opreme. Plazme niske temperature su podijeljene na toplinsku plazmu koja
se joS naziva termodinamicka ravnotezna plazma te na ne toplinsku ili hladnu plazmu. Kod
hladne plazme temperatura elektrona je viSa od temperature iona i neutralnih Cestica pa se
naziva ne termalna ili neravnotezna plazma (eng. non-local thermodynamic equilibrium
plasma), navode Nehra i sur., (2006). Karakteristicne znacajke hladne plazme su jaka
termodinamicka, neravnotezna priroda, niska temperature plina, prisutnost reaktivnih

kemijskih vrsta i visoka selektivnost Sto joj omogucuje Siroku primjenu (Nehra i sur., 2006).
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Navedene znacajke hladne plazme cine ju pogodnom za koristenje u procesima u kojima
primjena visoke temperature nije pozeljna, kao Sto je na primjer obrada hrane jer omogucuje
procesiranje iste s minimalnim utjecajem na nutritivne vrijednosti i senzoriku (Niemira, 2011)
pri niskoj potrosnji energije i pri ¢emu dolazi do ucinkovite inaktivacije patogenih
mikroorganizama i mikroorganizama koji mogu prouzroCiti kvarenje proizvoda ili bombazu.
Hladna plazma je ekoloski prihvatljiva metoda procesiranja hrane (Barbosa — Canovas i sur.,
2016).

2.5.6.4. Mehanizam inaktivacije mikroorganizama hladnom plazmom

Plazma kao sterilizacijska metode prvi put je upotrijebljena 1968.godine. Poslije toga, prilicno
mnogo istrazivanja je napravljeno kako bi se ustanovio mehanizama mikrobioloSke inaktivacije
plazmom. Tretiranje plazmom moze ucinkovito inaktivirati Sirok raspon mikroorganizama
ukljucujudi spore i viruse (Roya i sur., 2014). Ucinak plazme na razliCite mikroorganizme moze
biti potpuno selektivan, sto znadi da moZe unistiti patogene mikroorganizme bez da unisti
stanicu. Usprkos oksidaciji lipida, aminokiselina i stanica nukleinskih kiselina dolazi i do
oksidacije spora koje su osjetljive na djelovanje ovih reaktivnih vrsta. Pritom dolazi do
promjena koje dovode do ostecenija ili potpune inaktivacije. Prilikom generiranja plazme u
tekuc¢inama (vodenim otopinama) dolazi do stvaranja hidroksidnih radikala koji se smatraju
najodgovornijim za inaktivaciju mikroorganizama (Roya i sur., 2014). Hidroksidni radikali
reagiraju s obliznjim organskim molekulama vodec¢i do lancane oksidacije i razaranja DNA
molekule, stanicne membrane, ostalih komponenti stanice te do istjecanja sadrzaja stanica.
proteine i samu DNA molekulu. Peroksidacija stanicne membrane lipida hladnom plazmom
dovodi do bakterijske inaktivacije. Tijekom obrade plazmom, mikroorganizmi su izloZeni
intenzivnom bombardiranju radikalima. Nagomilavanje nabijenih Cestica dovodi do
elektrostatske sile na vanjskoj povrsini staniéne membrane Sto moZze izazvati puknuée stanicne

stijenke (Roya i sur., 2014).
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2.5.6.5. Primjena u prehrambenoj industriji

Tehnologija plazme je jedna od obecavajuéih ne toplinskih tehnika koja se koristi u industriji
Zitarica. Pri tretmanu smede rize plazmom mijenjaju se njena svojstva. Smanjeno je vrijeme
kuhanja, teksturalna svojstva su poboljSana te je smanjena tvrdoca i ljepljivost. Mir i sur.,
(2016). proveli su studiju u kojem su niskim razinama hladne plazme i u kratkim intervalima
tretirali pSeni¢no brasno u cilju poboljsanja teksturalnih svojstava. Naime, rezultat koji su dobili
nije bio onaj koji su ocekivali. Tretman nije utjecao na koncentraciju ukupnih ne-skrobnih lipida
i glikolipida. Medutim, tretman je smanjio ukupne slobodne masne kiseline i fosfolipide. Ukupni
proteini nisu bili znacajno promijenjeni tretmanom, iako je postojao trend prema frakcijama
vece molekulske mase, Sto ukazuje na oksidaciju bjelancevina, a tretirano brasno dalo je jace
tijesto. Time su zapravo pokazali da hladna plazma ima potencijal kao alat za modificiranje
brasna. Dosadasnje metode toplinske dekontaminacije izazivaju promjene u kemijskom
sastavu mlijeka dok tehnologija plazme kao jedna od novih tehnologija koja ima potencijalnu
primjenu u mljekarskoj industriji zbog sposobnosti za rad pri niskim temperaturama, bez
povecanja radne temperature, a pritom dolazi do znatnog smanjenja patogenih vrsta (Mir i
sur., 2016). Hladna plazma se uspjesno primjenjuje za selektivnu modifikaciju strukture
proteina i stoga poboljSava funkcionalnost izolata proteina sirutke. Sveukupne promjene
nastaju u samo nekoliko minuta tretmana plazmom te pritom dolazi i do blage oksidacije
proteina. Mesna industrija je glavna u razvoju i primjeni novih nacina obrade. Obrada plazmom
moZze produljiti vijek trajanja mesa s obzirom na mikrobioloSku kontaminaciju, posebno kod

pile¢eg mesa (Mir i sur., 2016).

2.5.6.6. Drugi ucinci i primjene hladne plazme

Plazma moZze biti primijenjena i na druge bioloske molekule kao Sto su enzimi. Enzimi, poput
polifenoloksidaze i peroksidaze su glavni uzrok enzimskog posmedivanja kod voca i povrca,
zbog Cega se uglavnom i kvare (Thirumdas i sur., 2014). Enzimi se inaktiviraju kroz
oksidacijske reakcije posredovane slobodnim radikalima i kisikom. Hladna plazma koristi se za
dekontaminaciju ambalaze te pritom ne mijenja niti stvara promjene na povrsini. Omogucuje
brzu i sigurnu sterilizaciju ambalaze bez Stetnog utjecaja na svojstva materijala (Thirumdas i
sur., 2014). Svrhu je pronasla i u modifikaciji povrSine organskih polimera. Medu brojnim
modifikacijama povrsine koje su dostupne, modifikacija povrsine plazmom donosi fleksibilan i
okolisno prihvatljiv proces, a glavna uloga je izoblicenje povrSine kao i promjene kemijske
strukture kako bi se sprijeCila adhezija patogenih bakterija na povrsini odnosno kako bi se
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sprijecilo stvaranje biofilma. U biomedicini hladna plazma se koristi za sterilizaciju uredaja.
Zadnijih 10 godina upotreba netoplinske plazme se prosirila na nova podrucja primjene kao na
primjer u lijecenju gdje &e biti vazno za tretiranje stanica raka, inaktivacije priona, prevenciju
bolnicke infekcije ili u terapiji infektivnih rana (Thirumdas i sur., 2014).

Slika 6. Hladna plazma — sastav i primjena.
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3. ZAKLJUCAK

1. Zivot bez proizvoda dobivenih fermentacijskim procesima bio bi ne zamisliv. Fermentacija,
kao proces, moglo bi se reci da je dio identiteta ljudi. Ne postoji strana svijeta, nacija,
narod koji nema tradicionalni ili autohtoni proizvod koji nije povezan s fermentacijom. Od

pekarskih proizvoda do alkoholnih pi¢a preko mlijecnih i mesnih delicija.

2. Primjena Saccharomyces cerevisiae nije vise limitirana samo na prehrambenu industriju,
vec¢ on pokazuje velika obeéanja u istrazivanjima. Zahvaljujuéi mapiranju njegova genoma
i brojnim drugim istrazivanjima u raznim podrudjima, znanstvenici su svakim danom sve
blize otkrivanju brojnih bioloskih mehanizama poput starenja, otkivanju funkcija
nekarakteristi¢nih gena itd. S. cerevisiae pokazuje veliki potencijal kao probiotik, no kao i

obnovljiv resurs za proizvodnju biogoriva.

3. Netoplinske metode pokazuju se kao vrlo isplative tehnike procesiranja hrane u kojima
dolazi do minimalnih promjena senzorickih i nutritivnih vrijednosti uz inaktivaciju
mikroorganizama Sto omogucuje sigurnu konzumaciju hrane uz istovremeno ocCuvanje
visoke kvalitete. Netoplinske tehnike daleko su od savrSenih, no povezane s drugim
tehnikama, bilo toplinskim ili ne toplinskim, daju odlicne rezultate Sto se tie kvalitete i
sigurnosti hrane. Neke od tehnika, poput hladne atmosferske plazme, sve se vise
prilagodavaju na sterilizaciju ambalaze i pakiranja, a ne samo proizvoda koji se u njima

nalazi.

4. Hladna plazma je ne toplinska metoda procesiranja hrane u usponu koja bi mogla u
potpunosti promijeniti prehrambenu industriju na nacin da se stare metoda u potpunosti
izbace iz prakse. No, kao i sa S. cerevisiae, nije prehrambena industrija jedino podrucje
primjene hladne plazme niti jedino podrucje gdje ta metoda zaista daje obecavajuce
rezultate. Uz daljnja istrazivanja hladna plazma bi se mogla uskoro koristiti i u medicini kao
metoda koja ¢e svakodnevno spasavati zivote ljudi oboljelih Sto od laksih bolesti Sto od
tezih bolesti poput karcinoma.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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