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1. UvOD

U posljednje vrijeme mnoga istrazivanja usmjerena su prema razvoju novih tehnologija
obrade hrane, s ciljem dobivanja prehrambenih proizvoda visoke kvalitete. Nove tehnologije
omogucéavaju brzu i ekonomicniju obradu sirovina. Nova netermalna tehnologija koja se
primjenjuje pri inaktivaciji patogenih mikroorganizama u hrani je hladna plazma. Plazma je
tzv. Cetvrto stanje materije koje nastaje ionizacijom plina i sastoji se od nabijenih Cestica
(elektrona, iona), radikala, fotona i neutralnih Cestica (atoma, molekula) (Roya i sur., 2014).
Visokonaponsko elektricno praznjenje (,,hladna plazma‘®) kao novi postupak procesiranja
hrane ima brojne pogodnosti, lako se prilagodava i primjenjuje u pogonima za proizvodnju
hrane, zahtijeva malo energije, te kratko vrijeme tretiranja. Inaktivacijski u¢inak plazme
ukljucuje Sirok raspon mikroorganizama, bakterijskih spora i virusa. Tijekom generiranja
plazme u tekucini stvaraju se hidroksilni radikali koji u reakciji s organskim molekulama
dovode do lancane reakcije i razaranja DNA molekule pri ¢emu se postize inaktivacija
mikroorganizama (Roya i sur., 2014). Znacajan utjecaj inaktivacije hladnom plazmom odituje
se i u razaranju biofilma koji se stvara kao odgovor stanice na stresne uvjete u kojima se

stanica nalazi. Stvoreni biofilmovi imaju veéu otpornost na inaktivaciju.

Cilj ovog rada je prikazati teorijske osnove dobivanja i uporabe hladne plazme,
odrediti u¢inak inaktivacije tretirane bakterije Listeria innocua ATCC 33091 u ovisnosti 0
primijenjenoj frekvenciji, vremenu tretiranja te polaritetu. Takoder, cilj je odrediti utjecaj

hladne plazme na stvaranje biofilma kao obrambenog mehanizma bakterije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Definicija plazme

Plazma je ionizirani plin s jednakim brojem pozitivno i negativno nabijenih ¢estica kao §to su
elektroni, pozitivni i negativni ioni, slobodni radikali, atomi plina i molekula ili druge razli¢ite
vrste koje se mogu generirati u pobudenom ili nepobudenom stanju (Roya i sur., 2014).
Smatra se Cetvrtim agregatnim stanjem. Sredinom 19. stoljeca ceski fiziolog Jan Evangelista
Purkinje upotrijebio je gréku rijec ,,plazma” kako bi opisao prozirnu tekucinu koja preostane
nakon §to se iz krvi uklone Cestice. Pedesetak godina kasnije, ameri¢ki znanstvenik Irving
Langmuir je predlozio da se elektroni, ioni i neutralne Cestice u ioniziranom plinu mogu
smatrati, krvnim Cesticama U teku¢éem mediju. Prvi je plazmu opisao na znanstveni nacin Sir

William Crookes, nazvavsi je, “materijom koja zraci” (Milosevi¢, 2008).

2.2. Nastajanje plazme

Povecanje energije u sustavu dovodi do promjena agregatnog stanja tvari iz krutog u tekuce
do plinovitog. Pri ve¢im termalnim energijama atomi se sudaraju te rastavljaju na pozitivno i
negativno nabijene Cestice. Kako plazma sadrzi jednak broj pozitivno i negativno nabijenih
Cestica, rekli bismo da je elektricki neutralna, no plazma sadrZi slobodne nosioce naboja i
elektricki je vodljiva. Nabijene Cestice stvaraju magnetska i elektricna polja koje nazivamo
plazma stanje Cestica. Sudari mogu biti elasti¢ni prilikom ¢ega se ne mijenja kineticka
energija te neelasti¢ni pri ¢emu elektroni gube energiju koja se prenosi na Cesticu. Kada je
energija elektrona dovoljno velika, u sudaru s neutralnom ¢esticom dolazi do promjene
elektronske strukture. Sto je energija sudara veéa vjerojatniji su procesi pobude atoma
odnosno molekule (prijelaz vezanog elektrona atoma u visu atomsku orbitalu), disocijacije
atoma koji ¢ine molekulu ili ionizacije (izbacivanje elektrona iz atoma odnosno molekule).
Energije vezanja atoma u molekulama su manje, stoga najprije dolazi do disocijacije
molekula. Pobudeni atomi odnosno molekule u pravilu kratko Zive u takvom stanju, nekoliko
nanosekundi, tijekom kojih se atom vra¢a u nepobudeno stanje uz emisiju fotona. Jedan od
osnovnih nacina stvaranja plazme je pomocu elektri¢nih izboja (Scholz i sur., 2015). Prilikom
generiranja plazme dolazi do stvaranja razli€itih reaktivnih vrsta kao $to su:

e reaktivne vrste molekula i atoma kisika, kao $to je atomski kisik, superoksidni anion, ozon



e reaktivne dusikove vrste, kao §to je atomski dusik, pobudeni dusik 1 nitratni oksid

e hidroksidni anion, hidroksidni radikal ili vodikov peroksid.

2.3. Vrste plazmi

Plazmu je moguce opisati pomocu tri osnovna parametra: temperature ¢estica, gustoce Cestica
te jaCine stacionarnog magnetskog polja. S obzirom na temperaturu plazme se dijele na
visokotemperaturnu i niskotemperaturnu plazmu. Kod visoko temperaturnih plazmi elektroni,
ioni i neutrale vrste su u ravnoteznom stanju gdje je temperatura svih Cestica jednaka (eng.
local thermodynamic equilibrium) (Nehra i sur., 2006). Toplinska plazma ima brojne
prednosti ukljucujuéi: visoku temperaturu, visoki intenzitet, neionizirajucu radijaciju i
visokoenergetsku gusto¢u. Moguci nedostatak, 0sobito s ekonomske perspektive je koristenje
izvora energije. Tretman toplinskom plazmom je $iroko rasprostranjen i ukljucuje koristenje
u: tehnici premazivanja, sintezi pudera, metalurgiji, unistavanju i tretmanu opasnih otpadnih
materijala. Plazme niske temperature su podijeljene na toplinsku plazmu koja se jo$ naziva
termodinamicka ravnotezna plazma te netoplinsku ili hladnu plazmu. Kod hladne plazme
temperatura elektrona je visa od temperature iona i neutralnih ¢estica pa se naziva netermalna
ili neravnotezna plazma (eng. non-local thermodynamic equilibrium plasma). Karakteristi¢na
znaCajka hladne plazme ukljucuje jaku termodinamicku, neravnoteznu prirodu, nisku
temperaturu plina, prisutnost reaktivnih kemijskih vrsta i visoku selektivnost te izvore hladne
plazme u Sirokom opsegu primjene (Nehra i sur., 2006). Navedene karakteristike hladne
plazme ¢ine ju pogodnom za koristenje u procesima u kojima primjena visoke temperature
nije pozeljna, kao $to je obrada hrane. Upotrebljava se pri dekontaminaciji mesa, voca,
povréa, zitarica (Roya i sur., 2014). Primarni nac¢in dekontaminacije hrane hladnom plazmom
je pomocu generiranog UV svjetla i reaktivnih kemijskih produkata. Sterilizacija hrane
hladnom plazmom omogucava visoku ucinkovitost, prilikom ¢ega dolazi do minimalnih
toplinskih uc¢inaka na nutritivne i senzorske karakteristike hrane (Niemira, 2011).

Upravo su tehnoloSke primjene plazme jedan od osnovnih pokretaca istrazivanja. Proizvodi
koje je omogucila tehnologija na bazi plazme preplavili su nasu svakodnevicu. Svi
mikroelektronicki elementi, izvori svjetlosti, veliki plazma zasloni, solarne celije, lopatice
turbo motora te razni ostali proizvodi, ili se temelje na plazmi ili se ona koristi u njihovoj
proizvodnji. Opcenito, na temelju svojstava, plazma se koristi u razli¢itim podrué¢jima kao §to

su zivotne znanosti, elektronika, priprema ambalaze 1 drugo.
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Slika 1. Nastajanje plazme djelovanjem elektri¢ne struje na ulazni plin (Prochnow, 2013).

2.4. Nacdini generiranja i vrste prazZnjenja plazme

Nacin na koji se plazma moze generirati je najceS¢e pomocu istosmjerne struje, ali postoji
sirok spektar nacina koji se takoder koriste. Dobiva se elektriénim praznjenjem koje nastaje
izmedu dvije elektrode prikljuéene na vanjski izvor elektri¢ne energije. Elektriéni potencijal i
odgovarajuce elektricno polje uzrokuju privlacenje elektrona prema anodi, dok jezgru atoma
privlaci katoda. Kako napon raste povecava se naprezanje u atomima, sve do dielektri¢ne
granice, kada se pojavljuje iskra te dolazi do ionizacije (Bogaerts i sur., 2001). Kod
generiranja plazme radiofrekvencijom nastaje visoka frekvencija izmjeni¢ne struje koju stvara
generator koji pretvara izmjeni¢nu struju iz napajanja. Za generiranje plazme pomocu visoke
frekvencije potrebna je frekvencija i do 500 kHz. Generirati se moze i pulsiranjem gdje se
napon primjenjuje u obliku pulseva. Zbog moguénosti koriStenja znatno visih napona pri
kojima se stvaraju pulsevi za oc¢ekivati je i vecu uéinkovitost. Plazme mogu biti stvorene i
mikrovalnom snagom odnosno elektromagnetnim zraenjem u rasponu frekvencija 300 MHz
do 10 GHz (Bogaerts i sur., 2001).

Postoje razlicite izvedbe praznjena plazme, kao S§to supraznjenje u plinskoj i praznjenje u
tekucoj fazi. Generiranje plazme u tekuc¢ini odvija se unutar uredaja koji stvara plazmu, a
sastoji se od dviju elektroda. Jedna od elektroda uronjena je u tekuéinu, a drugom se vrsi
dobava elektri¢ne energije pomocu visokofrekventnog izvora struje na onu elektrodu uronjenu
u tekuc¢inu (Murase i sur., 2005). Elektroda uronjena u tekucinu je elektricki vodljiva te ima
elektri¢ni kraj koji je u kontaktu s tekuc¢inom, dok izolator obuhvaca ostatak vanjskog dijela

kojeg ne €ini elektri¢ni ispusni kraj.



Razvojem razlicitih vrsta reaktora elektricnog praznjenja postoje i razliite konfiguracije
odnosno s iglicnom visokonaponskom elektrodom, te plo¢astom elektrodom uzemljenja od

nehrdajuceg Celika.

2.5. Primjena plazme u prehrambenoj industriji

Tehnologija plazme je jedna od obecavajucih netoplinskih 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 s povecanjem
vremena tretmana (Mir i sur., 2016).

Sirovo mlijeko je prirodni, brz i jednostavan dodatak ljudskoj prehrani. Uporaba
kontaminiranog mlijeka je jo§ uvijek glavni zdravstveni problem. Dosadasnje metode
toplinske dekontaminacije izazivaju promjene u kemijskom sastavu mlijeka. Tehnologija
plazme je 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 uspje$no
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 nac¢ina obrade. Obrada plazmom moZe
produljiti vijek trajanja mesa s obzirom na mikrobiolosku kontaminaciju, posebno kod pileceg
mesa (Mir i sur., 2016).

Tehnika plazmom u industriji vo¢a i povréa koristi se posljednjih desetak godina. Obrada
plazmom ima sposobnost smanjena mikrobne populacije na povrsini proizvoda. Kroz samo

nekoliko minuta tretmana dolazi do Zeljene redukcije prisutnih mikroorganizama s povrsine.

2.6. Mikrobioloska inaktivacija mehanizmom hladne plazme

Plazma kao sterilizacijska metoda prvi put je upotrebljena 1968. godine. Poslije toga, prili¢éno
mnogo istrazivanja je napravljeno kako bi se ustanovio mehanizam mikrobioloske
inaktivacije plazmom. Tretiranje plazmom moze ucinkovito inaktivirati Sirok raspon
mikroorganizama ukljucujuci spore i viruse (Roya i sur., 2014). Ucinak plazme na razlicite

mikroorganizme moze biti potpuno selektivan, S§to zna¢i da moZze uniStiti patogene



mikroorganizme bez da unisti stanicu. Reaktivne vrste nastale generiranjem plazme uzrokuju
oksidativne ucinke na vanjskoj povrSini mikrobne stanice. 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 oStecenja ili
potpune inaktivacije. Osim toga reaktivne vrste, u ovom slu¢aju UV fotoni dovode do
rekombinacije DNA mikroorganizmima, sto onemogucava daljnju replikaciju. (Roya i sur.,
2014). Prilikom generiranja plazme u teku¢inama (vodenim otopinama) dolazi do stvaranja
hidroksilnih radikala koji se smatraju najodgovornijim za inaktivaciju mikroorganizama
(Roya i sur., 2014). Hidroksidni radikali reagiraju s obliznjim organskim molekulama vodec¢i
do lancane oOksidacije i razaranja DNA molekule, staniéne membrane te ostalih komponenti
stanice. Takoder, baktericidno djelovanje navedenih vrsta temelji se na stani¢noj propusnosti i
kisik koji moze degradirati lipide, proteine i samu DNA molekulu. Doletalova i Lukes (2008)
su dokazali svojim eksperimentom da peroksidacija stani¢ne 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 $to moze izazvati puknuée
stani¢ne stijenke (Roya i sur., 2014). Doprinos svakog od spomenutih mehanizama u
inaktivaciji mikroorganizama ovisi 0 karakteristikama plazme i vrsti tretiranog
mikroorganizma. Istrazivanje o utjecaju hladne plazme na bakteriju Citrobacter freundi u
soku jabuke je pokazalo da duljim vremenskim izlaganjem te ve¢om koncentracijom kisika

dolazi do vec¢ih inaktivacijskih rezultata (Surowsky i sur., 2013).

2.7. Ostali u¢inci plazme

Plazma moze biti primijenjena i na druge bioloske molekule kao §to su enzimi. Enzimi, poput
polifenoloksidaze i peroksidaze su glavni uzrok enzimskog posmedivanja kod voca i povréa,
¢ime 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
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izoblicenje povrSine kao 1 promjene kemijske strukture kako bi se sprijecila adhezija
patogenih bakterija na povrSini. U biomedicini hladna plazma se Koristi za sterilizaciju
uredaja. Zadnjih 10 godina upotreba netoplinske plazme se proSirila na nova bioloska
podrucja primjene kao na primjer za inaktivaciju mikroorganizama, pripremanja hrane,
razaranje biofilma ili u lijecenju, gdje ¢e biti vazno za tretiranje stanica raka, inaktivacije
priona, prevenciju bolnic¢ke infekcije ili u terapiji infektivnih rana (Thirumdas i sur., 2014).
Medu novim metodama za inaktivaciju nepozeljne mikroflore, netoplinska plazma pruza
dovoljnu ucinkovitost za smanjivanje uniStavanja izloZenog biomaterijala, kao i za biljke,

zivotinjska tkiva te u proizvodnji hrane ili u termolabilnom materijalu za pakiranje.

2.8. Listeria innocua

Rod Listeria pripada grupi blisko povezanih gram-pozitivnih, fakultativno anaerobnih
Stapicastih bakterija koje ne stvaraju spore. Podijeljena je u brojne vrste ukljucujuéi L.
monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii i L. grayi, od kojih su
samo L. monocytogenes i L. ivanovii patogene (Carvalheira i sur., 2006). L. monocytogenes
uzrokuje bolest pod nazivom listerioza. Listerioza ima visoku stopu smrtnosti te jedna od
najc¢escih uzroka smrti zbog trovanja hranom. Vrste roda Listeria neobi¢ne su po tome §to
mogu prezivljavati 1 razmnozavati se pri niskim 1 visokim temperaturama. One mogu takoder
izdrzati Sirok raspon pH od 4.4 do 9.8. Te Cinjenice pomazu objasniti zaSto su sveprisutni U
svim vrstama okruZenja poput vode, tla, vegetacija, divljih i domacih Zivotinja te ljudi.

Listeria innocua pripada jednoj od Sest navedenih vrsta roda Listeria. Siroko je okolino
rasprostranjena, a prezivljava podloznost visokim koncentracijama soli, kao i ekstremnoj
temperaturi te pH. To je gram-pozitivna Stapicasta bakterija Sirine 0-0.5 pm te duzine 1-1.5
pm. Moze zivjeti sama ili se zdruziti u lance s drugim Listeria innocua bakterijama. S
obzirom na temperature mezofilna je, a optimalan temperaturni raspon joj je 30-37 °C
(Lawley, 2013). L. innocua izolirana je iz mesa, tehnikom povrsinske imunofluorescencije.
Od izrazite je vaznosti jer je slicna hranom patogenoj vrsti L. monocytogenes, iako sama nije
patogenog karaktera. Njen genom se usporeduje s genomom L. monocytogenes u svrhu
proucavanja razloga patogenosti bakterije L. monocytogenes. Zbog pripadnosti L. innocua
skupini gram-pozitivnih bakterija poznato je da sadrzi debelu stani¢nu stijenku za zastitu.
Stani¢na stijenka je okovana hidrofilnim molekulama kao Sto su kiseline koje onda djeluju
odbijajuce na hidrofobne molekule poput lijekova. L. innocua ima vrlo slozen metabolizam,

sposobna je metabolizirati metan, sumpor i dusik, ali i mnoge druge organske i anorganske
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spojeve. Takoder provodi neke od biosintetskih puteva te ima mogucénost metaboliziranja
glukoze (i drugih jednostavnih Secera) u aerobnim i anaerobnim uvjetima jer pripada
fakultativnim anaerobima. Pod aerobnim uvjetima, djelovanjem bakterije L. innocua stvara se
mlije¢na 1 octena kiselina iz glukoze, a pri anaerobnim uvjetima nastat ¢e samo mlijecna

kiselina.

2.9. Definicija i stvaranje biofilma

Biofilm je skup mikrobnih stanica koje su nepovratno zdruzene (ne uklanjaju se blagim
ispiranjem s povrsine) i okruzeni su u matriksu prvobitnog polisaharidnog materijala (Donlan,
2002). Biofilm se moze stvoriti sa svim biotskim i abiotskim povr§inama koje su u kontaktu s
teku¢inama na povrSini mekih tkiva u organizmu, biljkama, mineralnim povrS§inama te
stijenama. Matriks biofilma je visoko hidratiran i po svom sastavu on je dominantno voda
(Donlan, 2002). Sadrzi 85-95% vode, polisaharide, proteine, fosfolipide, nukleinske Kkiseline i
druge polimere. Vedinu matriksa biofilma ¢ine Seceri: glukoza, galaktoza, manoza, fruktoza,
ramnoza. Nestanicni materijali kao $to su mineralni kristali, korozivne Cestice, Cestice gline ili
mulja mogu se takoder pronaci u matriksu biofilma (Milanov i sur., 2008). Biofilm se moze
formirati na raznovrsnoj povrsini, uklju€ujuci ziva tkiva, unutraSnjost medicinskih uredaja,
industrijske ili cijevi sustava pitke vode ili prirodne vodene sustave (Milanov i sur., 2008).
Kruto-teku¢i odnos izmedu povrsine i vodenog medija pruza idealni okoli§ za povezanost i
rast mikroorganizama. Mittelman (1998) prvu fazu reverzibilnog povezivanja opisuje kao
inicijalnu, slabu interakciju izmedu bakterijske stanice 1 supstrata posredovanu van der
Waalsovim 1 elektrostati¢kim silama kao 1 hidrofobnim interakcijama. Ovu primarnu adheziju
Dunne (2002) naziva i fazom spajanja. U funkciji vremena veza izmedu bakterija i supstrata
jaca, Cine€i vezivanje ireverzibilnim procesom (Milanov i sur., 2008). Ta druga faza, koju
Dunne naziva i “fazom zakljuCavanja”, rezultat je produkcije ekstracelularne polimerne tvari,
glikokaliksa ili matriksa biofilma. Ionsko i kovalentno povezivanje izvanstani¢nih polimernih
tvari moze varirati u kemijskim i fizikalnim svojstvima, ali su primarno sastavljeni od
polisaharida. Neki od tih polisaharida su neutralni ili polianionski, kao $to je u slucaju za
izvanstani¢ne polimerne tvari gram-negativnih bakterija. Prisustvo uronske kiseline daje
anionska svojstva. Ta svojstva su vazna zato $to omogucuju pridruzivanje dvovalentnih
kationa kao $to su kalcij i magnezij Koji su povezani s polimernim lancima i pruzaju jace sile
vezivanja u razvoju biofilma. U slucaju gram-pozitivnih bakterija, kemijski sastav

izvanstani¢nih polimernih tvari moze biti uveliko razliit te je prvenstveno kationski.
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Izvanstani¢ne polimerne tvari takoder doprinose antimikrobnim svojstvima otpornosti
biofilma, ometanja prijenosa mase antibiotika kroz film te direktnim spajanjem tih agenasa.
Prianjanje i posljedi¢no povezivanje bakterija za povrSinu moze biti aktivno ili pasivno,
ovisno o stani¢noj pokretljivosti. Pasivno povezivanje je uvjetovano gravitacijskom silom,
difuzijom 1 dinamikom fluida, dok na aktivno povezivanje utjecu osobine stanicne povrsine
bakterija tj. flagele, pili, adhezijski proteini, kapsule te povrsinsko naelektriziranje (Milanov i
sur., 2008). Potencijal rasta jednog bakterijskog biofilma limitiran je raspolozivosc¢u hranjiva
u neposrednoj okolini, difuzijom ovih sastojaka do bakterijskih stanica i uklanjanjem
metaboli¢kih produkata. Ako su okolnosti povoljne za uspjesan rast i aglomeraciju, biofilm se
razvija u organiziranu strukturu i taj proces se naziva maturacija ili sazrijevanje biofilma.
Povremeno dijelovi biofilma mogu skliznuti s povrSine zahvaljuju¢i dinamici toka i efektu
ispiranja tekucine, djelovanjem kemikalija ili zbog promjene uvjeta u biofilmu. Vazna
prednost zivota u biofilmu je poveéana otpornost bakterija na antibiotike i dezinfekcijska
sredstva. Stanice u biofilmu medusobno komuniciraju putem produkata koji su u stanju
difundirati iz jedne u drugu stanicu. Prijasnja istrazivanja su dokazala da je tretman
atmosferskom hladnom plazmom ucinkovit. Takoder, kao odgovor na sve veéi porast
tolerantnih mikroorganizama prema $irokom spektru antibiotika, posebno otpornost biofilma,
istrazivanja su se usmjerila na postizanje ucinkovitije inaktivacije i uklanjanje bakterijskih
biofilmova. Medu ostalim metodama, tehnologija hladne plazme pokazala je izvanrednu
ucinkovitost protiv mnogobrojnih mikroorganizama ukljucivsi i lance biofilmova koji su
otporni na antibiotike. Unato¢ sposobnosti primjene atmosferske hladne plazme koja lako
prodire i uniStava bakterijSku stanicu koja je u slozenoj strukturi biofilma, bakterijsko
metabolicko stanje te stani¢na morfologija mogu biti vazni ¢imbenici u odredivanju

inaktivacijske u¢inkovitosti.

Slika 2. Proces stvaranja biofilma (Toole 2000)



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Odabrani mikroorganizam

Listeria inoccua ATCC 33091

3.1.2. Priprema i ¢uvanje mikroorganizma

Bakterijska kultura ¢uva se u 50 % glicerolu u zamrzivacu pri -20 °C. Precjepljivanje kulture

radi se svakih 3 mjeseca.

3.1.3. Kemikalije potrebne za pripremu uzorka

Za pripremu uzorka koristeni su:

a.) fosfatni pufer (PBS) sastava: NaCl (8 g), KCI (0,2 g), NazHPO4 x 2H20 (1,62 g) KHP204
(0,24 g).

Mase navedenih kemikalija izvazu se te otope u 900 mL destilirane vode, a pH vrijednost na 7

podesi se s klorovodiénom kiselinom. Volumen se nadopuni do 1000 mL. Otopina se zatim

autoklavira (“Sutjeska, model 200-189) pri 121 °C u trajanju od 15 minuta. Otopina PBS-a

cuva se pri 4 °C kroz 3 mjeseca.

b.) Otopina natrijevog nitrata 0.01 M NaNOj3 pripremi se odvagom 8.4 g NaNO3; (Kemika,
Zagreb) koji je otopljen u 1000 mL destilirane vode. Otopina se zatim autoklavira
(“Sutjeska, model 200-189) pri 121 °C u trajanju od 15 minuta.

c.) Hranjiva podloga za uzgoj mikroorganizma: Nutrient bujon/agar (Biolife, Milan, Italija)

Pri pripremi 1 L Nutrient bujona izvaze se 13 g dehidrirane podloge koja se otopi u 1000 mL
destilirane vode. Prilikom pripremanja 1 L Nutrient agara izvaze se 13 g dehidrirane podloge
te 10 g tehnickog agara (Biolife, Milan, Italija). Sastojci koji su izvagani otopljeni su u 1000
mL destilirane vode. Pripremljene podloge se u autoklavu (“Sutjeska, model 200-189)

steriliziraju na temperaturi od 121 °C u trajanju od 15 minuta.
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3.2. Priprema suspenzije bakterije

Suspenzija odabranog mikroorganizma pripremi se inokuliranjem 20 pL ¢iste kulture iz 50 %
glicerola u 10 mL Nutrient bujona. Bakterijske stanice se inkubiraju (“Bodalec i Bodalec”,
model EBT) pri temperaturi od 37 °C u vremenskom periodu od 48 h. Nakon provedene
inkubacije suspenzija se centrifugira (Hettich, Rotofix 32) pri 4000 RPM/10 minuta. Postupak
centrifugiranja se ponavlja 3 puta. Nakon svakog zavrSenog postupka centrifugiranja
supernatant se odlijeva te se u uzorak pipetira 10 mL PBS-a. Postupak se provodi sve do
zadnjeg centrifugiranja, prilikom ¢ega se nakon odlijevanja supernatanta u uzorak pipetira 10
mL 0.01 M NaNOs.

3.3. METODE

3.3.1. Priprema uzorka za tretiranje hladnom plazmom

Ukupni volumen za tretiranje (200 mL) priprema se u sterilnoj ¢asi od 500 mL. Volumen od
190 mL 0.01 M NaNOs, provodljivosti 100 pS/cm mijesa se sa 10 mL prethodno pripremljene

suspenzije bakterije.

3.3.2. Provedba eksperimenta

Pripremljeni volumen uzorka tretira se pri oba polariteta plazme (pozitivan i negativan) u
staklenom reaktoru volumena 1000 mL s gumenim ¢epom te prilagodenim otvorima za
elektrode ovisno o vrsti tretmana. Tretmani pri pozitivnom polaritetu plazme provode se
teku¢inskom plazmom s mjehuri¢ima, dok tretmani pri negativnom polaritetu plazme se
provode tekucinskom plazmom bez mijeSanja. Prilikom tretmana s teku¢inskom plazmom s
mjehuri¢cima upuhuje se plemeniti plin argon 99.99 % (Messer, Njemacka), protoka=0.4
L/min. Konfiguracija elektroda u reaktoru postavljena je u obliku to¢ka-plo¢a, odnosno s
iglicnom visokonaponskom elektrodom od titana (tekuc¢inska plazma bez mijeSanja) te
medicinskom iglom od nehrdajuceg Celika (plazma generirana u mjehuri¢ima), te plo¢astom
elektrodom uzemljenja od nehrdajuéeg ¢elika promjera 4.5 cm.

Vrijeme tretiranja iznosi 5 1 10 min, a frekvencije se ovisno o eksperimentu namjestaju na 60,

901 120 Hz. Za generiranje plazme koristi se visokonaponski generator (Spellman, UK).
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Tablica 1. Plan pokusa za tretman L. innocua tekuc¢inskom plazmom bez mijeSanja

Frekevncija [Hz] Trajanje tretmana [min] Polaritet*
60 5 0
60 10 0
90 5 0
90 10 0
120 5 0
120 10 0

*0=negativan polaritet

Na slici 3. prikazana je izvedba reaktora tekucinske plazme odnosno generiranje plazme u

tekucini bez mijesanja. Visokonaponska elektroda od titana nalazi se s donje strane reaktora, u

tekuc¢ini, dok je elektroda uzemljenja postavljena s gornje strane reaktora, iznad razine

tekucine. Tretman se provodi bez mijeSanja. Udaljenost izmedu elektroda iznosi 1.5 cm.

Uzemljena
elektroda

Izvor napona
30 kV

L

Visokonaponska

elektroda

Slika 3. Shematski prikaz praznjenja u tekucoj fazi bez mijesanja
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Tablica 2. Plan pokusa za tretman L. innocua plazmom u mjehuri¢ima

Frekvencija [Hz] Trajanje tretmana [min] Polaritet*
60 5 1
60 10 1
90 5 1
90 10 1
120 5 1
120 10 1

*1=pozitivan polaritet

Na slici 4. prikazan je shematski prikaz generiranja plazme u mjehuri¢ima. Prilikom

generiranja plazme u tekucoj fazi upuhivanje mjehurica argona vrs$i se kroz iglicnu

visokonaponsku elektrodu (igla od nehrdajieg celika

Microlance TM 3,81 cm).

Visokonaponska elektroda nalazi se s donje strane reaktora. KoriStenjem argona reakcija je

intenzivnija i stvara se karakteristi¢éna boja (ljubicasto-plava). S gornje strane reaktora nalazi

se uzemljena elektroda. Udaljenost izmedu elektroda iznosi 1 cm.

Uzemljefja

Izvor napona
30 kV

Visokonaponska
elektroda

—)

Peristalticka pumpa

Slika 4. Shematski prikaz praznjenja u mjehuri¢ima u tekuéini
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3.3.3. 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 nakon tretmana. Priprema i nacjepljivanje
uzoraka vrsi se u laminaru (Klimaoprema). U 90 puLL PBS-a nacijepi se 10 pL uzorka te se
napravi serija razrjedenja (do -7). Pripremljena razrjedenja nacjepljuju se u triplikatu na
odgovarajuce hranjive podloge na nacin da se pipetira 10 uL uzorka na hranjivu podlogu te se
nacijepljeni uzorak razmaze S$tapicem po Drygalskom kruznim pokretima po ploci.
Inkubiranje nacijepljenih ploca traje 48 h. Za svako razrjedenje odreduje se srednja vrijednost
nacijepljenih ploca u triplikatu, a ukupni broj se izrazava kao logaritam broja stanica (logip
CFU/mL). U proracun se u obzir uzimaju nacijepljene hranjive ploce koje imaju broj poraslih
kolonija <300 i >10.

Formula za izracun broja stanica:

broj poraslih kolonija
CFU = —
upotrebljeni volumen uzorka

X reciprocna vrijednost decimalnog razrjedenja

3.3.4. Odredivanje biofilma

Princip odredivanja: Biofilm je zajednica mikroorganizama ¢ije su stanice ireverzibilno

povezane sa supstratom i medusobno, te uklopljene u izvanstani¢ni matriks polisaharidnih
polimera koji su same stvorile. Metoda odredivanja biofilma se bazira na spektrofotometriji
odnosno kristal violetnom obojenju. Dobivena apsorbancija odgovara broju stanica odredene

mikrobioloske kulture.

Postupak odredivanja: Uzorci se nacijepe u jazice multiwall ploée (TPP 92012, Svicarska)

tako da se svaki uzorak volumena 200 pL nacijepi u paraleli, a potom se u svaku jazicu
pipetira 2 mL hranjivog bujona. Nacjepljuju se i kontrolne jazice u koje ne ide uzorak vec
isklju¢ivo hranjivi bujon. Tijekom 4h inkubacije dolazi do adhezije stanica za podlogu,
uklanja se supernatant iz jazica koje se potom ispiru s 2 mL fosfatnog pufera. Nakon ispiranja
se dodaje 2 mL svjezeg medija hranjivog bujona u svaku jazicu te se potom postavlja 24h na
inkubiranje kako bi se stvorio biofilm. Nakon 24h se provodi kvantifikacija biofilma kristal

violet testom. Supernatant se ukloni, a jaZice se isperu s 2 mL PBS-a. Za fiksaciju biofilma
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dodaje se 2 mL 99 %-tnog metanola kroz 15 minuta. Slijedi uklanjanje metanola, suSenje
jazica te dodavanje 2 mL kristal violet boje kroz 20 minuta. Nakon 20 minuta se uklanja boja,
a jazice se nekoliko puta ispiru destiliranom vodom. Za odvajanje stanica s povrSine dodaje se

u svaku jazicu 2 mL 33%-tne octene kiseline te se mjeri apsorbancija pri 590 nm.

3.3.5. Obrada podataka

Kako bi se odredio utjecaj raznih parametara na ucinkovitost tretmana koriSteni su centralni
slozeni dizajn (central composite design, CCD; STATGRAPHICS Centurion, StatPoint
Technologies) i povrSinski centrirani model. Kao operativni parametri za CCD odabrani su

vrijeme tretmana, frekvencija, te polaritet.

Provedena je analiza varijance (ANOVA) kako bi se mogla utvrditi odstupanja (p < 0,05) u
provedenim tretmanima. Operativne varijable su promatrane na 3 nivoa tj. niskom (-1),

centralnom (0) i visokom (1). Izlazne vrijednosti su log;o CFU/mL te biofilm.

Eksperimentalni rezultati su analizirani responzivnom povrSinskom metodom (RSM) koristeci
program STATGRAPHICS Centurion. RSM se koristio za proucavanje 3 razli¢ita parametra;
A — frekvencija plazme, B — trajanje tretmana, C — polaritet. Kako bi se optimizirao tretman
atmosferskom plinskom plazmom i istrazio utjecaj tri nezavisne varijable na inaktivaciju
bakterije Listeria innocua ATCC 33091, uspostavljen je centralni slozeni rotiraju¢i dizajn
gdje su se varijable koristile na 5 razina.

Tocnost kvadratnog empirijskog modela provjerena je analizom varijance (ANOVA) s

razinom pouzdanosti od 95%.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj eksperimentalnog dijela ovog rada je odrediti utjecaj hladne plazme na stvaranje biofilma
i redukciju bakterije Listeria innocua ATCC 33091. Provedeni su tretmani s tekuc¢inskom
plazmom pri negativnom polaritetu, te s plazmom u mjehuri¢ima pri pozitivnom polaritetu.
Tretirano je 6 uzorka sa svakom od navedenih plazmi, dakle ukupno 12 uzoraka s tri

operativne varijable (frekvencija plazme, vrijeme tretiranja te polaritet).

4.1. Utjecaj hladne plazme na inaktivaciju bakterije L. innocua ATCC 33091

a.) Ucinak tekucinske plazme na inaktivaciju

Tretiranjem bakterije tekuc¢inskom plazmom pri negativnom polaritetu utvrdena je potpuna
inaktivacija (3.94 logip CFU/mL) nakon 10 minuta tretmana te frekvenciji od 60 Hz (slika 5).
Takoder, iz slike 5 moze se vidjeti da je postignuta redukcija od 1.03 logiy CFU/mL pri
frekvenciji 120 Hz i 5 minuta, dok je nakon 10 minuta tretmana log;o CFU/mL iznosio 2.85.
Dakle, duljim vremenskim tretmanom postigao se veéi stupanj redukcije. Najmanja
inaktivacija ocituje se pri frekvenciji od 90 Hz te vremenu tretiranja od 5 minuta pri ¢emu je
postignuta redukcija od 0.77 log;o CFU/mL. Frohling i sur. (2011) istrazivali su utjecaj
plazme na inaktivaciju, a promatrani parametri bili su snaga izvora plazme te vrijeme
tretiranja. Pritom najveée smanjenje broja stanica L. inoocua do granice detekcije postignuto
je pri operativnoj snazi plazme od 40 W nakon 2 minute te 1,5 minute. Najmanji ucinak na

redukcije imao je tretman pri snazi plazme od 10 W i 4 minute tretmana.
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Slika 5. Ovisnost logip CFU/mL o vremenu tretiranja teku¢inskom plazmom bez mijeSanja

|
|
|
J
|
|
|
|
| =90 Hz, tekucinska
i
|
|
|
|
|
|

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

b.) U¢inak plazme u mjehuri¢ima na inaktivaciju

Tretman L.innocua-e plazmom generiranom u mjehuri¢ima pri pozitivnom polaritetu o€ituje
se u viSestrukim potpunim inaktivacijama bakterije. Zapravo, sva tretiranja od 60, 90 te 120
Hz u trajanju tretmana 5 i 10 minuta dovela su do istog uc¢inka, odnosno do potpune
inaktivacije (slika 6). Najveca redukcija broja stanica postignuta je pri 90 Hz (6.20 logio
CFU/mL). (slika 6). Noriega i sur., (2011) u provedenom istrazivanju uéinkovitosti hladne
plinske plazme na dekontaminiranje peradskih proizvoda inokuliranih s L. innocua, dobili su
rezultate koji ukazuju na to da je maksimalna bakterijska inaktivacija postignuta
kombinacijom visokih frekvencija, napona te prisustvom kisika u nosivom plinu. Tretman od
10 sekundi dao je 3 logjo redukciju L. innocua, dok tretman na membranskim filterima u

trajanju od 8 minuta daje redukciju od 1 log;o (Noriega i sur., 2011).

Razli¢iti polariteti plazme utjeCu na generiranje odredenih reaktivnih vrsta. Takoder razli¢itim
polaritetom mijenja se oblik, ali i gusto¢a kod odredenih Cestica. Primjerice, za hidroksidni
radikal utvrdeno je da gustoca gotovo jednaka za oba polariteta odnosno da nema niti jedan
polaritet znaCajan utjecaj na navedenu cesticu. Negativni polaritet pritom ima znacajniji
utjecaj na stvaranje kisikovih reaktivnih Cestica, a pozitivni polaritet na stvaranje vise

reaktivnih Cestica dusika (Yonemori, 2015).
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Slika 6. Ovisnost logi;p CFU/mL o vremenu tretiranja plazmom generiranom u

mjehuri¢ima

4.2. Utjecaj hladne plazme na stvaranje biofilma

a.) Utjecaj tekuéinske plazme na stvaranje biofilma

Nakon tretiranja bakterije tekuéinskom plazmom te odredivanja biofilma dobivene
apsorbancije dokazuju prisutnost stanica L. innocua (Tablica 3). Najveéa redukcija postignuta
je tijekom tretmana pri 120 Hz u trajanju od 5 minuta, pri ¢emu redukcija biofilma iznosi
74.25 % u odnosu na pocetni broj (Slika 7). Ujedno, to je i najbolji u¢inak plazme jer se time
dokazuje najmanji porast biofilma odnosno najsporija reakcija bakterija pod stresnim
uvjetima. Najveca vrijednost stvaranja biofilma je ona pri tretiranju na 90 Hz i 5 minuta pri
¢emu nije doslo do redukcije, naprotiv doslo je do jo$ veceg stvaranja biofilma od onog prije
samog tretmana (Slika 7). Naime, u stresnim i neoptimalnim uvjetima moguce je ocekivati
razli¢ite naine u rastu i oporavku bakterija kao odgovora na stresne uvjete pa je jedno od njih
i objasnjenje ovakvog rezultata nepostignute redukcije. Stoffels (2007) je tretmanom
netoplinskom atmosferskom plazmom odredio stvaranje biofilma bakterije S. mutans.
Biofilmovi su tretirani s i bez prisustva saharoze. Jedno tretiranje plazmom 1 minutu na
biofilm kultiviran bez saharoze uzrokovalo je baktericidni uc¢inak. Medutim, s tretmanima
plazme na biofilm kultiviran sa saharozom, ometa se antibakterijska aktivnost plazme pa

dolazi do baktericidnog u¢inka samo na povrsini. Time se omogucuje laksi oporavak te takvi
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deblji slojevi biofilma predstavljaju puno jaci izazov za prodor radikala plazme (Stoffels,
2007).

Tablica 3. Utjecaj operativnih varijabli na stvaranje biofilma

frekvencija plazme trajanje tretmana polaritet formiranje biofilma
[Hz] [min] Asgo
60 5 0 0,087
60 10 0 0,082
90 5 0 0,304
90 10 0 0,271
120 5 0 0,137
120 10 0 0,162
60 5 1 0,252
60 10 1 0,312
90 5 1 0,259
90 10 1 0,264
120 5 1 0,071
120 10 1 0,044
180
160
5 140
E 120
E . 60 Hz
2 807 W 90 Hz
§ = 120 Hz
3 40 -
20 -
0
0 5 10
vrijeme tretmana [min]

Slika 7. Ovisnost stvaranja biofilma o vremenu tretiranja teku¢inskom plazmom
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b.) Utjecaj plazme u mjehuri¢ima na stvaranje biofilma

Utjecaj plazme u mjehuri¢ima na stvaranje biofilma imalo je najbolji ucinak pri frekvenciji od
120 Hz i vremenu tretiranja od 10 minuta. Prilikom navedenog tretmana postignuta je
redukcija od 90.16 % (Slika 8). Najveci porast biofilma je pri tretiranju sa 60 Hz u trajanju od
10 minuta, pri ¢emu se s obzirom na pocetnu vrijednost prije tretiranja, stvaranje biofilma
reduciralo za 47.83 % (Slika 8). Dakle, najveca frekvencija i najdulje vrijeme trajanja
tretmana pokazuje izrazitu nemoguénost obrane bakterije izlozene stresnim parametrima.
Niza vrijednost frekvencije tretmana omogucuje bolji razvoj biofilma odnosno manji utjecaj
na bakterije. Lerouge i sur. (2011) proveli su istrazivanje tretiranjem S. aureus pri ¢emu je
unutar jedne minute tretmana plazmom s mjehuri¢ima doslo do znatne redukcije broja
bakterija. Zatim su tretirani nastali porasli biofilmovi u rasponu trajanja od 0 do 10 minuta.
Najbolji u¢inak dobiven je najduljim tretmanom, a kao plin koristili su se dusik, kisik i argon.
Sva tri plina davali su identi¢nu anti-biofilmsku aktivnost usprkos svojim razli¢itim

kemijskim i fizikalnim svojstvima (Lerouge i sur., 2011).

" 120

100 -

80 -

W60 Hz

60 -

W90 Hz
40 -

stvaranje biofilma [%]

20 | 120 Hz

0 5 10
vrijeme tretmana [min]

Slika 8. Ovisnost stvaranja biofilma o vremenu tretiranja plazmom u mjehuri¢ima
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4.3. Rezultati statisticke obrade

Odredivao se ucinak svake od varijabli (A = frekvencija, B = vrijeme, C = polaritet) i
kombinacije istih na stopu redukcije. Na temelju rezultata utvrdilo se da li navedeni ¢imbenici

imaju statisticki znacajan utjecaj na stopu redukcije odnosno stvaranje biofilma.

Tablica 4. Statisticka znacajnost pojedinih varijabli na stopu reduckije

Izvor Zbroj Df |Srednja F- P-

kvadrata vrijednost  |Omijer |Vrijedn
kvadrata ost

GLAVNI UCINCI

A:frekvencija plazme|3,76829E11 |2 |1,88414E11 |0,43 |0,6984

B:trajanje tretmana |1,85653E10 (1 [1,85653E10 (0,04 |0,8557

C:polaritet 4,81333E8 |1 [4,81333E8 (0,00 |0,9765

INTERAKCIJE

AB 8,72545E11 |2 |4,36272E11 (1,00 |0,5000

AC 3,76829E11 |2 |1,88414E11 (0,43 |0,6984

BC 1,85653E10 (1 |1,85653E10 |0,04 |0,8557

OSTATAK 8,72545E11 |2 |4,36272E11

UKUPNO 2,53636E12 |11

(ISPRAVLJENO)

(AB= utjecaj frekvencije i trajanja tretmana na stopu redukcije; AC= utjecaj frekvencije i

polariteta na stopu redukcije; BC= utjecaj trajanja tretmana i polariteta na stopu redukcije).

Graphica ANOVA for stapa reculcije

polaritet ot P= Q765
trganje tretmana 1:-0 2 P=085/
frekwercija plazme 60 12 ® P=06984
Residuals | 8 8 8 , 8 8 8
-38 -18 2 22 42
(X20000,0)

Slika 9. Statisticka znacajnost varijabli na stopu redukcije
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Na temelju tabli¢nog te grafi¢kog prikaza vidljivo je kako niti jedna p-vrijednost nije manja

od 0.05 sto ukazuje na to da niti jedan od Cimbenika, a niti njihova kombinacija nema

statistiCki znacajan utjecaj na stopu redukcije (Tablica 4 i slika 9).

Ista analiza koja ukljucuje iste varijable provedena je na utjecaj stvaranja biofilma odnosno

utvrdivanje statistiCke znacajnosti razli¢itih ¢imbenika na stvaranje biofilma.

Tablica 5. Statisticka znaCajnost varijabli na stvaranje biofilma

Izvor Zbroj Df |Srednja F- P-

kvadrata vrijednost  |Omjer (Vrijedno
kvadrata st

GLAVNI UCINCI

A:frekvencija plazme|0,0585702 (2 |0,0292851 31,21 |0,0310

B:trajanje tretmana {0,000052083 |1 |0,000052083|0,06  |0,8357
3 3

C:polaritet 0,00210675 |1 ]0,00210675 |2,25 |0,2727

INTERAKCIJE

AB 0,000901167 |2 |0,000450583|0,48 |0,6756

AC 0,0460395 |2 ]0,0230197 |24,53 |0,0392

BC 0,00021675 |1 |0,00021675 |0,23 |0,6782

OSTATAK 0,0018765 |2 ]0,00093825

UKUPNO 0,109763 1

(ISPRAVLJENO)

(AB= utjecaj frekvencije i trajanja tretmana na stvaranje biofilma; AC= utjecaj frekvencije i

polariteta na stvaranje biofilma; BC= utjecaj trajanja tretmana i polariteta na stvaranje

biofilma).

pdaritet
rganje tretmena

frekwercija plazme

Residuals

Graphicad ANOVA far formiranje bidfilma

510

i

in

%0

-0,09

-0,06 -0,03 0

0,8 0,06

0,00

P=02rz7

P=08357

P=00310

Slika 10. Statisticka znacajnost varijabli na stvaranje biofilma
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Statisticki znaCajan utjecaj imaju parametri ¢ija je p-vrijednost manja od 0.05. Dakle,
statistiCki znacajan utjecaj na stvaranje biofilma ima frekvencija plazme te kombinacija dva
¢imbenika, frekvencije plazme i polariteta plazme. Ucinak ostalih varijabli nema statisticki

znacajan utjecaj jer utvrdene p- vrijednosti ne ukazuju na to (Tablica 5 i slika 10).
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5. ZAKLJUCCI

1. Plazmom generiranom u mjehuri¢ima postignuta je najveca stopa redukcije tretiranjem

bakterije 10 min pri frekvenciji 90 Hz te pozitivnom polaritetu plazme (6.20 logio CFU/mL).

2. Tretmanom teku¢inskom plazmom pri frekvenciji 90 Hz, kra¢im vremenskim tretiranjem (5

min) te negativnim polaritetom o¢ituje se manja inaktivacija (0.77 logio CFU/mL).

3. Stvaranje biofilma bilo je najvece pri tretmanu s nizom frekvencijom (60 Hz) te je pritom
doslo do redukcije stvaranja biofilma za 47.83%. Najmanji porast biofilma odnosno
najznacajniji utjecaj hladne plazme u mjehuri¢ima postignut pri najduljem vremenskom
tretmanu (10 min), najvisoj frekvenciji (120 Hz) i pozitivnom polaritetu plazme. Prilikom

navedenog tretmana postignuta je redukcija od 90.16 %.

4. Na stopu redukcije primjenom plazme u mjehuri¢ima, ali i tekucinske plazme nije utvrden
niti jedan ¢imbenik koji je statisti¢ki znacajno utjecao (p>0.05). Na stvaranje biofilma,
statistickom obradom, utvrden je statistiCki znaCajan utjecaj frekvencije te kombinacija

utjecaja dvaju cimbenika, frekvencije i polariteta kod obje vrste hladne plazme (p<0.05).
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Izjava o0 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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