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1.UvOD

Jedna od stalnih teznji znanstvenika je razvitak novih prehrambeno procesnih
tehnologija te prehrambenih proizvoda s produljenim vijekom trajanja. Potrosaci cesto
zahtijevaju namirnice visoke kvalitete kojima su ocCuvana sva prirodna organolepticka
svojstva, ali 1 namirnice bez dodataka aditiva i konzervansa. Zbog toga Se razvijaju nove
tehnologije koje omoguéavaju obradu namirnica bez upotrebe toplinske energije prilikom
procesiranja kao npr. visoki hidrostatski tlak, pulsno elektricno polje, magnetsko polje,
ultrazvuk, itd. (Ercan i Soysal, 2013; Rastogi, 2011). Danas se nove alternativne tehnike

procesiranja kombiniraju s ve¢ postoje¢im u cilju stvaranja hrane bolje kvalitete i niZe cijene.

Ultrazvucéno tretiranje je prepoznata tehnologija u prehrambenoj industriji kao
zamjena ili nadopuna konvencionalne toplinske obrade. Ultrazvuk visoke snage smatra se
netermalnom tehnikom procesiranja namirnica. Jako brze lokalizirane promjene u tlaku i
temperaturi uzrokuju promjene sila smicanja, kavitaciju, stanjivanje stanicnih membrana,
lokalizirano zagrijavanje, te produkciju slobodnih radikala; $to ima letalan uc¢inak na
mikroorganizme (Leighton, 1998; Rastogi, 2011; Sala i sur., 1995; Suslick, 1988).

U ovom radu istrazit ¢e se utjecaj ultrazvuka visoke snage na inaktivaciju bakterije
Listeria innocua ATCC 33090, istjecanje stani¢nog materijala tijekom tretiranja, stvaranje
slobodnih radikala, postotak stvaranja biofima te revitalizacija stanica nakon tretmana. Cilj
rada je utvditi optimalne uvjete ultrazvuénog tretmana u kombinaciju s toplinskim, pri kojima

dolazi do potpune inaktivacije bakterijskih stanica.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. Definicija ultrazvuka

Ultrazvuéna energija je oblik energije dobiven od zvu¢nih valova frekvencija koje su
previsoke da bi se detektirale ljudskim uhom (Jayasooriya i sur., 2004). To su frekvecije
jednake ili vise od 20 kHz. U tekué¢inama ima brzinu oko 1000 — 1600 ms™ i ima valnu
duljinu raspona od mikrometara do centimetara (Rosenthal i sur., 2004).

Ultrazvu¢no tretiranje namirnica zapocelo je 1927. godine kada je objavljen rad “The
chemical effects of high frequency sound waves [.A. preliminary survey* (Richards i Loomis,
1927). Spoznali su kako ultrazvuéni valovi stvaraju fizikalne, mehanice ili kemijske ucinke
koji su sposobni promijeniti svojsta tretiranog materijala (npr. ubrzanje kemijskih reakcija)
stvarajuci gradijent tlaka i temperature te trenja u mediju unutar kojeg se prostiru (Dolatowski
i sur., 2007).

2.1.1. Ultrazvuéna aparatura

Ultrazvuk se sastoji od generatora, pretvaraca i aplikacijskog sustava. Generator
stvara elektricnu ili mehani¢ku energiju dok ju pretvara¢ pretvara u energiju zvuka na

ultrazvu¢nim frenkvencijama (Ercan i Soysal, 2013). Tri su glavna tipa pretvaraca:

a.) na tekucinski pogon,
b.) magnetostriktivni,
c.) piezoelektri¢ni.

Posljednji se najvise koriste i imaju visoku efikasnost pretvaranja (85-95 %). Oni
produciraju akusti¢énu energiju, proizvedenu od elektriénih signala u piezokeramickim
materijalima kao olovov cirkonat titanat, barijev titanat i olovov metaniobat (Leadley i
Williams, 2006).

Metode ultrazvuénih aplikacija;

1) direktno apliciranje na proizvod,
2) spajanje s uredajem,

3) uranjanje u ultrazvuc¢nu kupelj (Ercan i Soysal, 2013).



2.1.2. Podjela ultrazvuka

U prehrambenoj industriji ultrazvuk se razlikuje i po generiranoj energiji. Postoji
ultrazvuk niske i visoke energije odnosno intenziteta, a razlikuju se prema gusto¢i energije

zvuka (W sm™®), snazi (W) te intenzitetu zvuénih valova (Wm™) (Ercan i Soysal, 2013).

o UZ niske enegije (niske snage, niskog intenziteta) podrazumijeva
frekvencije vise od 100 kHz i intenzitete ispod 1 Wm™. Buduéi da se koriste male
snage, ucinci ovog tipa ultrazvuka nisu razarajuci te ne uzrokuju nikakve promjene u
kemijskim ili fizikalnim svojstvima hrane. U prehrambenoj industriji generalno se
koristi za analiticka ispitivanja fizikalno-kemijskih svojstava hrane (sastav, struktura,
tekstura itd.) (Jayasooriya i sur., 2004; Knorr i sur., 2004).

o UZ visoke energije (snage, intenziteta) najéesce Cini frekvencije izmedu

18 i 100 kHz te intenzitete vise od 1 Wm™? (McClements, 1995). UZ visoke snage

generalno ovisi o induciranim vibracijskim efektima medija unutar kojeg se $iri, §to
prouzrokuje kavitaciju u tekucinama ili bioloskim tkivima. Osim toga, UZ moze
oslabiti fizikalnu strukturu materijala ili medija, ako su dimenzije medija sli¢ne
koriStenim valnim duljinama ultrazvuka (Got i sur., 1999). Takve snage imaju
razarajuca svojstva S§to se pripisuje fizikalnim, mehanickim ili kemijskim efektima
zvuénih valova (npr. ubrzavanje nekih kemijskih reakcija) (Ercan i Soysal, 2013).

Ultrazvuk se moze primjeniti na krute, tekuce i plinovite sustave za razli¢ite svrhe.

Moze biti potpuno automatiziran proces i €initi brza i precizna mjerenja prilikom
procesiranja. Primarna svrha mu je smanjenje vremena procesiranja, Stednja energije te
povecanje kvalitete proizvoda i trajnosti (Dolatowski i sur., 2007). Prednosti ultrazvuka nad
toplinskom obradom uklju¢uju minimizaciju gubitka arome, povecanje homogenosti te

znacajne ustede energije (Earnshaw i sur., 1995).

2.1.3. Mehanizam rada ultrazvuka

Tijekom sonikacije stvaraju se longitudinalni valovi kada zvu¢ni val dode u kontakt s
teku¢im medijem. Time se stvaraju regije naizmjeni¢ne kompresije i1 ekspanzije. Ta podrucja
promjene tlaka uzrokuju kavitaciju te stvaranje mjehuri¢a plina. Ti mjehuri¢i imaju vecu

povrsinu tijekom ekspanzijskog ciklusa, $to povecava difuziju plina, te dovodi do ekspanzije



mjehuri¢a. Kada pruzena ultrazvucna energija nije dovoljna kako bi zadrzala plinsku fazu u
mjehuricu, dolazi do brze kondenzacije. Zatim se kondenzirane molekule burno sudaraju
stvarajuéi ,,Sok valove®, koji stvaraju regije vrlo visokih temperatura i tlakova (dosezu do
5500 °C i 50 MPa). Kavitacija moze rezultirati protokom koji moze ubrzati prijenos topline i
mase (Jayasooriya i sur., 2004; Zheng i Sun, 2006). Sposobnost nastanka Kkavitacije
ultrazvukom ovisi o njegovim karakteristikama (npr. frekvencija, intenzitet), karakteristikama
proizvoda (npr. viskoznost, povrSinska napetost) te uvjetima pri kojima se procesira

(temperatura, tlak) (Dolatowski i sur., 2007).

Fundamentalni ucinak ultrazvuka u nekom fluidu je stvoriti zvuéni tlak (P,) uz
hidrostatski tlak koji ve¢ djeluje u mediju. Zvucni tlak je sinusoidalan val ovisan 0 vremenu
(t), frekvenciji (f) i maksimalnom tlaku amplitude vala (Pamax) (Muthukumaran i sur., 2006),

te se moze izraCunati prema izrazu [1] (Patist i Bates, 2008).
Pa= Pamax sin( 21ft) [1]

Maksimalni tlak amplitude vala (Pamax) je direktno proporcionalan snazi pretvaraca.
Na manjim intenzitetima (amplitudama), tlak vala inducira kretanje i mijesanje unutar fluida,
Sto se zove aukusti¢ni protok. Pri ve¢im intenzitetima, tlak u ekspanzijskoj fazi ciklusa pada
ispod tlaka pare tekucine te tako stvara male mjehurice koji rastu (nastale od postojecih jezgri
plina unutar fluida) (Patist i Bates, 2008). Daljnje poveéanje izaziva negativan prijelazan tlak
unutar fluida, povecavajuéi rast mjehurica i stvaranje nove kavitacije zbog napetosti tekuce
faze (Mason, 1998). Tijekom kompresijskog ciklusa, mjehuri¢i se smanjuju i njihov sadrzaj se
absorbira natrag u tekucinu. Ipak, kako je povrSina mjehuri¢a veca, ne absorbira se cijela
parna faza natrag u tekucu pri ¢emu mjehuri¢i rastu tijekom niza ciklusa. Kad se postigne
kriticna veli¢ina, oscilacija stijenki mjehuri¢a odgovara primjenjenoj frekvenciji zvuc¢nih
valova te mjehuri¢i implodiraju tijekom pojedina¢nog kompresijskog cikusa (Moholkar i sur.,
2000). Taj proces zgusnjenja i razrjedenja medija i kolapsa mjehuri¢a je poznati fenomen

kavitacije, najvazniji u¢inak ultrazvuka visoke snage (slika 1).

2.1.4. Kavitacija

Pokretacka snaga pri procesiranju sonikacijom je akusti¢na kavitacija. Kavitacija se

sama po sebi inaCe smatra nezeljenin problemom jer uzrokuje eroziju na mjestima gdje se



tekucine krecu velikim brzinama po metalnim povrSinama, npr. cijevi i rotori. Medutim, kad
se energija kavitacije iskoristi daje nevjerojatne rezultate. Kavitacijski mjehurici se stvaraju
ultrazvu¢nim valovima koji prolaze teku¢inom (Tiwari i Mason, 2012). Kao svaki zvu¢ni val,
prenosi se kao serija ciklusa zgusnjenja i razrjedenja pogadaju¢i molekule tekucine. Kad
negativni tlak ciklusa razrjedenja prevlada privlacne sile izmedu molekula tekuéine dolazi do
stvaranja praznina. Ta praznina ili kavitacija u strukturi zauzima malu koli¢inu pare iz otopine
tako da pri zgusnjenju nece dolaziti do totalnog kolapsa, nego nastavlja rasti u sljede¢im
ciklusima kako bi formirala aukusti¢ni kavitacijski mjehuri¢. Takvih mjehurica je viSe tisuca
od kojih su neki vrlo stabilni dok drugi rastu dalje do nestabilne veli¢ine. Dolazi do naglog
kolapsa mjehuric¢a pri ¢emu dolazi do stvaranja lokaliziranih temperatura od 5000 K i tlakova
od 50 MPa (slika 1) (Piysena i sur., 2003).

smjer mahanikos vltrazvuinog vala

razr_]edenje

E = xE 3

"'E“S"J“BJ’ 1 ciklus

Py
" | i promjena
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vala

Slika 1. Ultrazvuéna kavitacija (prema Tiwari i Mason, 2012)



Promjene tlaka nastalin implozijom glavni su mehanizam za disrupciju mikrobnih

stanica. Kavitacijski mjehuri¢i stvoreni na ovaj nacin se dijele na dva tipa:

e stabilna kavitacija su mjehurici koji osciliraju, ¢esto nelinearni, oko neke ravnotezne
veli¢ine tijekom mnogo ciklusa zvu¢nog tlaka. Postoje toliko dugo da se zajedno spoje

i formiraju ve¢e mjehurice.

e prijelazna kavitacija, naziva se i inercijska, kod koje mjehuri¢i postoje samo kratki

period, nekad i manje od jednog ciklusa, i naglo doZzive kolaps (Show i sur., 2007).

2.1.5. Metode primjene ultrazvuka

Ultrazvuk se moze koristiti za konzerviranje hrane u kombinaciji s drugim tretmanima
kako bi se poboljsala njegova inaktivacijska efikasnost. U mnogim istraZivanjima on se

kombinira s tlakom, temperaturom ili oboje (Ercan i Soysal, 2013).

1) Ultrasonikacija (US) je primjena ultrazvuka na niskim temperaturama. Stoga se
moze primijenjivati na proizvodima osjetljivim na toplinu. Medutim, zahtijeva dulje vrijeme
obrade kako bi se inaktivirali stabilni enzimi i/ili mikroorganizmi §to moze uzrokovati vecu
potro$nju energije. Tijekom procesa obrade, moze do¢i do povisenja temperature ovisno o
snazi ultrazvuka i trajanju obrade, te je potrebna kontrola za optimizaciju procesa (Zheng i
Sun, 2006).

2) Termosonikacija (TS) je kombinirana metoda primjene ultrazvuka i topline.
Proizvod se podvrgava obradi ultrazvukom te se istovremeno zagrijava. Istrazivanja su
pokazala kako ovakav nain obrade daje bolje rezultate inaktivacije nekih mikroorganizama
nego sam ultrazvuk (Ercan i Soysal, 2013). Kada se termosonikacija koristi za konzerviranje
ili sterilizaciju potrebne su nize temperature i vremena procesiranja kako bi se postigao isti

stupanj inhibicije u usporedbi s konvencionalnim metodama (Mason i sur., 1996).

3) Manosonikacijom (MS) se kombiniraju ultrazvuk i tlak. Dokazano inaktivira
enzime i/ili mikroorganizme upotrebom umjerenih tlakova na niskim temperaturama. Ima

vecu efikasnost nego sam ultrazvuk na istoj temperaturi (Ercan i Soysal, 2013).

4) Manotermosonikacija (MTS) kombinira toplinu, ultrazvuk i tlak. Inaktivira

odredene enzime na nizim temperaturama i/ili u kraCem vremenskom razdoblju nego toplinski
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tretmani na istim temperaturama (Chemat i sur., 2011). Primjenjena temperatura i tlak
povecéava kavitaciju i imploziju mjehuri¢a u mediju §to povecava stupanj inaktivacije, zbog
Cega se ova metoda moze primjenjivati za inaktivaciju mikroorganizama koji imaju visoku
toplinsku toleranciju kao i termorezistentnih enzima, kao $to su: lipooksigenaza, peroksidaza i
polifenoloksidaza (Manas i sur., 2006).

2.2. Ultrazvuk u konzerviranju hrane

2.2.1. Mehanizam inaktivacije mikroorganizama

Termalna inaktivacija (npr. pasterizacija na visokim temperaturama) je uobicajena
metoda za inaktivaciju bakterija u namirnicama, no ¢esto ima negativne posljedice koje se
o¢ituju u gubitku nutrijenata hrane ili formiranju nezeljenih okusa (Dolatowski i sur., 2007).
Mehanizam inaktivacije mikroorganizama ultrazvukom objasnjava se fenomenom kavitacije
koja uzrokuje promjene u tlaku (Ercan i Soysal, 2013; Piysena i sur., 2003; Dolatowski i sur.,
2007). Earnshaw (1998), objasnjava kako ekstremno brza stvaranja i razaranja mjchurica
stvorenih ultrazvu¢nim valovima u mediju, dovode do nastanka antimikrobnog ucinka.
Tijekom kavitacije, lokalizirane promjene u tlaku 1 temperaturi uzrokuju razaranje stanicnih
stijenki i stani¢nih membrana, te oStecenja DNA molekula stvaranjem slobodnih radikala
(Dolatowski i sur., 2007; Sala i sur., 1995). Zapravo, vazan kriterij za uéinkovitost tretmana
ultrazvukom je vrsta bakterije, buduéi da razli¢iti mikroorganizmi imaju razli¢ite strukture
stani¢énih membrana. Tako Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije ne pokazuju isto
ponasanje tijekom tretiranja ultrazvukom jer nemaju iste strukture stani¢nih membrana.
Gram-pozitivne bakterije imaju deblju stani¢nu stijenku bez membrane, dok Gram-negativne
imaju tanju stijenku s vanjskom staniénom membranom. Istrazivanja su pokazala kako su
Gram-negativne bakterije osjetljivije na inaktivaciju ultrazvukom nego gram-pozitivne (Ercan
i Soysal, 2013).

Ucinak inaktivacije ¢e takoder ovisiti o primjenjenom intenzitetu i frekvenciji
ultrazvuka. Frekvencije 20-60 kHz povecavaju efekt ultrazvuka na mikroorganizme (Wordon

i sur., 2011), zbog Cega se koristi ultrazvuk visoke snage.



Sama efektivnost mikrobioloske inaktivacije ovisna je o amplitudi ultrazvuénih
valova, vremenu izlaganja/kontakta, volumenu hrane koja se procesira te strukturi hrane i

uvjetima tretmana (Ercan i Soysal, 2013).

Koristenjem vecih amplituda primijeCena je veca inaktivacija §to je najvjerojatnije
posljedica nastajanja veceg broja kavitacijskih mjehuri¢a po jedinici vremena ili poveéanja

volumena tekuéine za $to je odgovorna kavitacija (Suslick, 1988).

Svi ti faktori mogu uzrokovati modifikaciju sekundarne i tercijarne strukture proteina
zbog razaranja vodikovih ili Van der Wallsovih privla¢nih sila u polipeptidnim lancima, Sto
rezultira gubitkom aktivnosti mnogih enzima. Ekstremni tlakovi i temperature takoder dovode
do homoliti¢kog cijepanja molekula vode stvaraju¢i intermedijarne produkte visoke energije
poput hidroksilnih i vodikovih slobodnih radikala. Oni mogu reagirati s nekim ostacima
aminokiselina koji uspostavljaju stabilnost enzima, vezu supstrat ili imaju katalitiCku funkciju

sto dovodi do znacajne promjene bioloske aktivnosti enzima (Feng i sur., 2011).

2.2.2. Slobodni radikali

Prilikom kavitacije, molekule vode se mogu raspasti pritom stvarajuéi radikale, koji
intenziviraju kemijske reakcije, induciraju umrezavanje proteinskih molekula u vodenom
mediju (Ashokkumar i sur., 2008; Awad i sur., 2012) te pojacavaju stopu reakcija prijenosa

mase zbog generacije lokalne turbulencije i teku¢ih mikro-cirkulacija (Gogate i Pandit, 2011).

Hidroksidni radikali (OH ) i vodikovi atomi (slika 2) se generiraju iz disociranih
molekula vode u vodenim otopinama kao rezultat visokih temperatura i tlaka koje nastaju od

mjehurica plina koji puca tijekom kavitacijskog procesa (sonoliza) (Awad i sur., 2012).

Takoder, dokazano je kako slobodni radikali kao rezultat kavitacije nastaju i u ne
vodenim otopinama i polimerima. Medutim, kavitacija bolje nastaje u vodenim nego u drugim
organskim medijima. Tvorba slobodnih radikala pri tretiranju ultrazvukom moze i ne mora
biti korisna (Earnshaw, 1998). Kako slobodni radikali mogu uzrokovati oksidativnu Stetu,
tretiranje ultrazvukom se ne provodi kod o¢uvanja fenola, ali moze pobolj$ati antioksidacijsku
efikasnost kod flavonoida (Ashokkumar i sur., 2008). U izvedbama gdje slobodni radikali
imaju Stetan utjecaj, preferira se upotreba ultrazvuka visokih frekvencija jer je smanjen broj
mjehurica kao i nastanka slobodnih radikala (Awad i sur., 2012).
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Tvorba slobodnih radikala inducirana ultrazvukom nastaje zbog sonokemijske
reakcije, koja se mozZe zbivati u tri razliCite regije. Prva je visoko temperaturna regija
mjehuri¢a plina pri kolapsu. Druga je na granici regija izmedu tekuceg medija i vruce
plinovite faze mjehuri¢a kojeg okruzuje. Ovdje poveéanje hidrofobnosti otopine rezultira
veé¢im nastankom termalnih raspadnih produkata. Treéa regija je glavnina otopine na sobnoj
temperaturi, gdje su slobodni radikali formirani u kavitacijskom mjehuricu koji nisu izbaceni
u medugrani¢nu regiju te reagiraju s organskim otopljenim tvarima ¢ime doprinose stvaranju

slobodnih radikala (Rehman i sur., 2016).

ULTRAZVUK
stvaranje 1 kolaps kavitacyyskih mjehurica
H;0=> OH+ -H
o
‘OH+ :OH = H,0;
H-+-H2H;
- visoke e
tamperature = -OH + - OH = -0-+ H.0

HO-H+OH

0: +N; 2 :NO+:N

O()}{ ¢ O, +H- 9 HO;- € H + 0,

podcrtane reakcije
\ / rezultat su pirolize

Slika 2. Stvaranje slobodnih radikala kao posljedica ultrazvu¢ne kavitacije (prema Rehman i
sur., 2016)

2.3. Aplikacije u prehrambenoj industriji

Ultrazvuk se poceo istrazivati u procesiranju namirnica u poc¢ecima Drugog svjetskog
rata, primijenju¢i razli¢ite tehnologije kao $to je emulzifikacija i povrSinsko ¢is¢enje. Do

1960-ih ultrazvuk se koristio u ¢i§¢enju i zavarivanju plastike (Mason, 2003).



Danas se u prehrambenoj industriji ultrazvuk niskog intenziteta koristi pri odredivanju
strukture namirnica te nadgledanju sastava hrane tijekom procesiranja. Uredaji se mogu
potpuno automatizirati i ostvariti brza i precizna mjerenja, koja su sama po sebi
nedestruktivna te se mogu adaptirati on-line (McClements, 1995). Primjeri takvih
nedestruktivnih tehnika su pronalazenje stranih tijela u hrani, analiza veli¢ina kapljica u
emulzijama jestivih ulja i masti te odredivanje stupnja kristalizacije dispergiranih kapljica u

emulzijama (Mason i sur., 1996).

Osnova ultrazvu¢nih analiza je veza izmedu mjerljivih ultrazvuénih svojstava hrane
(brzina, koeficijent prigusenja te otpora) I njihovih fizikalno-kemijskih svojstava (sastav,
struktura i agregatno stanje). Ovaj se odnos moze ustanoviti empirijskom izradom
kalibracijske krivulje gdje se ispitivano svojstvo mjerenja stavlja u odnos s izmjerenom
ultrazvuénom snagom (intenzitetom), ili teoretski koriste¢i jednadzbe kojima se opisuje

Sirenje ultrazvu¢nih valova kroz materijale (McClements, 1995).

Moze se pratiti stupanj homogenizacije mlije¢ne masti u mlijeku mjere¢i prigusenje
ultrazvuénih pulseva te odredivanje duljine stabilnosti vo¢nih sokova i emulzija (majoneza)
(Mason, 1996).

Medutim, najznac¢ajnija i najdugotrajnija industrijska primjena je ultrazvucno ¢is¢enje
koje dokazano ima jako visoku ucinkovitost (Mason i sur., 1996). PovrSinsko ¢iSéenje je
primjenjivo na gotovo svaki dio u procesiranju (senzori, filteri, supstrati, reaktori, izmjenivaci
topline), te je efikasan u ,,in situ ¢is¢enju skupa s kemijskim ¢iS¢enjem $to pruza prednosti
(redukcija kemikalija, direktnog kontakta radnika s opasnim sredstvima, poboljSanje ucinka

CiS¢enja, automatizacija, uSteda energije, itd.) (Mason, 2003).

Osim toga, nasao je primjenu u biokemiji, gdje se ultrazvu¢na snaga Kkoristi ili pri
inhibiranju enzima ili aktivaciji imobiliziranih enzima. Takoder, vazna primjena ultrazvuka je
prilikom ekstrakcije organskih spojeva iz biljaka i sjemenki jer mehanicki efekti ultrazvuka
osiguravaju jacu penetraciju otapala u stani¢ne materijale te poboljsavaju prijenos mase.
Iznimno je koristan 1 u procesima kristalizacije, jer znacajno doprinosi u inicijaciji stvaranja
cenatara kristalizacije (Mason, 1996). Nadalje, koristi se pri filtraciji, akusti¢cnom susenju na
nizim temperaturama nego kod konvencionalnih metoda (Ensminger, 1988), zamrzavanju
gdje se stvaraju manji kristali leda (Zheng i Sun, 2006), te kod oksidacije nezasi¢enih ulja,

starenja alkoholnih pica, dekalcifikacije kosti, hidrolize estera itd. (McClemnts, 1995).
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2.4. LISTERIA

2.4.1. Morfologija, fiziologija i epidemiologija

Rod Listeria ukljucuje 15 wvrsta: L.monocytogenes, L.innocua, L.seeligeri, L.
welshimeri,  L.ivanovii,  L.grayi, L.marthii,  L.rocourtiae,  L.leichmannii, L.
weihenstephanensis, L.floridensis, L.aquatic, L.cornellensis, L.riparia i L.grandensis (Meloni,
2014). Samo L. monocytogenes i L.ivanovii pripadaju patogenim vrstama, iako je L.ivanovii
striktno animalni patogen (Mead i sur., 1999). L. monocytogenes je katalaza pozitivna,
oksidaza negativna i moze rasti U aerobnim i anaerobnim uvjetima u temperaturnom rasponu
0d 0,4 °C do 45 °C (Junttila i sur., 1988). Optimalne temperature rasta su joj u rasponu od 30
do 37 °C. Moze rasti u Sirokom pH spektru (4,0 — 9,6) s optimumom oko 6-8 i aktivitetu vode
(aw) od cak 0,90 (Farber i sur., 1992). Ona je etioloski agens nastanka listerioze, bolesti u
Covjeka s razli¢itim simptomima od gastroenterititisa pracenog visokom temperaturom koji se
javlja u zdravih osoba (Piana i sur., 2005), do nekih invazivnih poput abortusa, sepse i
meningoencefalitisa u osoba riziénih skupina, poput mladih, starih, trudnica te

imunokompromitiranih ljudi (Mackiw i sur., 2016).

Listerioza je znacajna bolest u Europi, to je Cetvrta najéeS¢a zoonoza. U 2013. EU je
zabiljezila stopu od 0,44 slu¢aja na 100,000 stanovnika i 1763 potvrdenih ljudskih sluéajeva,
ponajviSe otrovanja u kucanstvu (EFSA, 2015). Pove¢anje u odnosu na 2012. godinu iznosi

7,3 %. Listerioza ima najveéi postotak hospitalizacije od svih zoonoza u EU (EFSA, 2015).

2.4.2. Listeria innocua

KLASIFIKACIJA: Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Listeriaceae; Listeria

VRSTA: Listeria innocua

L.innocua je jedna od vrsti roda Listeria. Siroko je rasprostranjena u okolisu (tlo) i
izvorima hrane. Moze prezivjeti u ekstremnim pH vrijednostima i temperaturama, te visokim
koncentracijama soli (Buchrieser i sur., 2003). To je gram pozitivna bakterija StapiCastog
oblika, nesporogena. Moze Zzivjeti individualno ili organizirana u lance s drugim L.innocua

bakterijama. Mezofilna je, s optimalnim temperaturama rasta od 30 do 37 °C. L.innocua
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uvelike podsjeca na drugu ¢lanicu svoje obitelji, patogenu L.monocytogenes (Buchrieser i
sur., 2003). L.innocua je izlolirana iz mesa povrSinskom adhezijskom imunoflourescencijom.
Vrlo je znacajna bakterija jer je jako slicna patogenoj L.monocytogenes, ali sama nije
patogena (Blair i sur., 1997).

2.4.2.1. Struktura genoma

L.innocua ima kruzni komosom sacinjen od 3,011.209 parova baza, s 37 % G + C
baza. U L.innocui otkriveno je 2,973 gena koji kodiraju, dok 37 % gena nema kodirajuc¢u
funkciju (Glaser i sur., 2001). Genom sadrzi gene koji kodiraju za velik broj regulatornih,
povrsinskih i transportnih proteina, $to objasnjava dobro prilagodavanje vrsta Listeria na
razli¢ite okoliSne uvjete. L.innocua nema 10-kb virulentan lokus, grupu gena koji izaziva
patogenost u L.monocytogenes (Buchrieser i sur., 2003). To objasnjava zasSto ona ne inficira
ljude ili zivotinje. Takoder, genom joj sadrzi kruzni plazmid od 81,905 parova baza ¢ija je

funkcija nepoznata (Glaser i sur., 2001).

2.4.2.2. Stanicna struktura i metabolizam

L.innocua kao Gram-pozitivna bakterija ima deblju stani¢nu stijeku te dobru zastitnu
barijeru. Pokretna je zahvaljuju¢i flagelama i pilima. Ima kompleksan metabolizam. Moze
metabolizirati metan, sumpor i dusik, te puno drugih organskih i anorganskih spojeva.
Provodi niz razli¢itih biosintetskih puteva, uklju¢ujuci sintezu peptidoglikana. L.innocua je
fakultativni anaerob, zbog ¢ega moze metabolizirati glukozu (i ostale jednostavne Secere) i u
aerobnim i anaerobnim uvjetima. Pri aerobnim uvjetima metabolizma glukoze L.innocua
stvara mlije¢nu i octenu Kiselina. Medutim, u anaerobnim uvjetima producira samo mlije¢nu

kiselinu (Brooks i sur., 1989).

2.5. Biofilm

Pojam biofilm u sustini opisuje sesilnu zajednicu mikrobioloskih organizama, koje su
povezane adhezijom na bioticke ili abioticke povrSine, sa stalnom produkcijom
ekstracelularnih polimernih substanci (Nikolaev i Plakunov, 2007). Osim $to su povezani na
povrsini, mikroorganizmi su okruZeni jedni drugima, i svojim djelovanjem omogucavaju brzi

rast i razvoj zajednice (Donolan i Costerton 2002). U prirodi i hrani, mikroorganizmi se vezu
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na ¢vrste povrSine 1 primarno su lagano vezani za njih. Kasnije se vezu snaznije, te rastu i
aktivno se multipliciraju kako bi formirali kolonije stanica. Tada te mase stanica postaju
dovoljno velike kako bi uhvatile organske i anorganske ostatke i druge mikroorganizme sto
dovodi do stvaranja mikrobioloskih biofilmova. Takav biofilm moze biti nekoliko
mikrometara do nekoliko milimetara debljine i sadrzi 90 — 97 % vode (Sutherland i sur.,
2004). Biofilmovi mogu biti sastavljeni od jedne vrste ili od vise vrsta mikroorganizama, Koji

mogu biti uzro¢nici kvarenja hrane i/ili patogeni.

U sustini, formiranje biofilma ovisi o morfologiji same povrSine kao Sto su kemijski,
topografski, fizikalno-kemijski, okolisni faktori (pH, dostupnost nutrijenata, temperatura,
dinamika fluida) te mikrobioloski faktori (gram negativna/pozitivna bakterija, oblik, struktura,
molekularna kompozicija, vrsta, faza rasta, starost, postojanje flagela, pila, kapsula ili
egzopolimernih supstanci) (Campoccia i sur., 2013). U slucaju Listerie, elektrostatski naboj
stani¢ne stijenke (peptidoglikanske tehoi¢ne kiseline) 1 hidrofobne povrSine stanice (zbog

prisutnosti mlije¢ne kiseline) daje mogucénost vezanja i na nehrdajuci celik (Briandet i sur.,
1999).

Medutim, tvorba biofilma nastaje u koracima 1 ona je dinamican proces koji ukljucuje:
i) inicijalno vezanje, ii) ireverzibilno vezanje, iii) tvorbu mikrokolonija, iv) sazrijevanje, v)

dispreziju (rasprsivanje).

Prva faza vezanja odvija se slabim elektrostatskim i van der Waalsovim vezama i
dogada se brzo, ali u kratkom vremenu pocinje rast filma, s fizickim vezanjem stanica na
povrs§inu pomoc¢u polisaharidnog kompleksa. Tijekom ove faze bakterije se mogu lagano
ukloniti. U sljedecoj fazi dolazi do ireverzibilnog vezanja stanica. Direktan kontakt izmedu
stanica 1 povrSine je olakSan produkcijom povrSinskih tvorevina bakterija (flagele, pili,
fimbrije) i egzopolisaharidnih fibrila. U ovoj fazi uklanjanje stanica zahtijeva puno jace sile.
Ireverzibilno vezane bakterije rastu i dijele se, dovode¢i do stvaranja bakterijskih
mikrokolonija. To je treca faza tijekom koje vezane stanice proizvode dodatne

egzopolisaharide koji pomazu pri¢vr§¢ivanju stanica na povrsinu.

Sazrijevanje biofilma je korak u kojem nastaje organizirana struktura koja moze biti
ravna ili oblika gljive, ovisno o izvorima dostupnih nutrijenata. Disperzija je zadnja faza u
ciklusu nastajanja biofilma, u kojoj se vezane bakterije oslobadaju. To je zapravo aktivni

proces koji dozvoljava bakterijsku kolonizaciju novih nisa (Ciccio i sur., 2015).

13



Bakterijskim stanicama stvaranje biofilma daje brojne prednosti:

a) Stiti ith od stresnih ili Stetnih okoliSnih uvjeta pruzaju¢i im odredeni stupanj zastite i

odrzavanja homeostaze,
b) kompeticija za prisvajanje dostupnih nutrijenata u ograni¢enim podruéjima,

C) koristi od metabolickih interakcija izmedu mikrobnih vrsta od komensalizma, kooperacije

do simbioze,

d) transfera gena $to dovodi do stvaranja novih otpornijih i adaptivnijih fenotipova (Davey i
O’Toole, 2000).

2.6. Stanicno istjecanje

Stanicu $titi polupropusna membrana koja se sastoji od fosfolipidnog dvosloja
(proteinsko — lipidnog dvosloja, sacinjenog od hidrofobnih lipida i hidrofilnih fosfornih
molekula s ugradenim proteinskim molekulama). Ona stvara barijeru izmedu citoplazme i
ekstracelularnog okolisa. Prokariotske i biljne stanice su jo$ okruzene i stani¢nom stijenkom.
Unutrasnjost eukariotskih stanica ¢ine organeli, jezgra, mitohondrij, te su stabilizirani
citoskeletom. Prilikom lize stanice, dolazi do uniStavanja stani¢ne stijenke, 0dnosno
membrane, te istjecanja stani¢nog sadrzaja (proteini, nukleinske kiseline itd.) uslijed
djelovanja vanjskih ¢imbenika koji remete normalne Zivotne funkcije stanice kao §to su

kemijski i fizikalni agensi te enzimi (Balasundaram i sur., 2009).

2.7. Stanje mirovanja i revitalizacija stanica

Jos od 1982. godine poznato je kako veliki broj patogenih i nepatogenih bakterija
mogu uci u fazu mirovanja, fenomen poznat kao vijabilne ali nekulturabilne stanice (engl.
viable but nonculturable, VBNC state) koji ima znac¢aj u medicini, bioremedijaciji, te u vecini
mikrobioloskih istrazivanja (Oliver, 2005). Bakterijske kolonije u fazi VBNC nece narasti na
uobicajenoj podlozi ili mediju na kojem bi pri normalnim uvjetima rasle, ali su zive i
sposobne obnoviti svoje metaboli¢ke aktivnosti (Oliver, 2005). Stanice u toj fazi pokazuju
jako nisku metabolicku aktivnost: dolazi do redukcije u prijenosu nutrijenata i stope

respiracije kao 1 sinteze makromolekula (Porter i sur., 1995). Medutim, ne prekida se
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biosinteza te se sintetiziraju odredeni proteini rezistentcije, i dalje je kontinuirana ekspresija
gena, te dolazi do promjena u stani¢noj strukturi uz biokemijske promjene stanicne stijenke i
vecu autoliticku sposobnost stanice. Kada stanice izadu iz ove faze, te kada ponovno nastupe
povoljni uvjeti, one se mogu nastaviti dijeliti. Ulazak u stanje VBNC, posljedica je stani¢nog
odgovora na neke oblike stresa, kao sto je gladovanje, inkubacija izvan optimalne temperature
rasta, povisen osmotski tlak, neadekvatna koncentracija kisika, izlaganje bijeloj svjetlosti itd.
Ovakvi okoliSni uvjeti mogu biti letalni ukoliko stanica ne ude u fazu mirovanja. Broj
bakterijskih vrsta koje mogu uci u ovu fazu neprekidno raste, te se smatra da ih postoji oko
60-ak, koje ukljucuju i velik broj ljudskih patogena kao npr. Campylobacter spp., E.coli,
Listeria monocytogenes (Oliver, 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije potrebne za pripremu uzorka

Za pripremu uzorka koristi se fosfatni pufer (PBS) sastavljen od 8 g NaCl, 0,2 g KCl,
1,62 g Na;HPO,4 x 2H,0 te 0,24 g KH,PO,4. Mase tih soli otope se u 900 mL destilirane vode,
te se pH vrijednost podesi dodatkom HCI kiseline do pH 7. Volumen se nadopuni do 1000
mL. Pripremljena otopina se autoklavira pri 121 °C/15 minuta (,,Sutjeska*, model 200-189).

Za pripremu otopine natrijevog nitrata 0,01 M NaNO; odvaze se 8,4 g NaNO;
(Kemika, Zagreb) te otopi u 1000 mL destilirane vode, nakon ¢ega se otopina sterilizira pri
121 °C/15 minuta (,,Sutjeska*, model 200-189).

Za pripremu titan reagensa (TiO2) na tehnickoj vagi odvaze se 1 g titanij praha, tj. titan
(1V) oksida (Sigma Aldrich, CAS: 13463-67-7) u 100 mL pipetirane vru¢e sumporne kiseline
(1:1). Reakcijska smjesa se zatim zagrijava na oko 190 °C i mijeSa kroz 20 h. Titanij je
otopljen kada inicijalno bijela otopina postane prozirna, te kad se sav otopi, reagens otopina
se hladi na sobnu temperaturu i razrijedi na volumen od 500 mL destiliranom vodom.

Reagens otopina skladisti se u hladnjaku na + 4 °C.

3.1.2. Hranjive podloge za uzgoj bakterijske kulture

Koristi se hranjiva podloga Nutrient bujon/agar (Biolife, Milan, Italija). Za pripremu
1000 mL Nutrient bujona odvaze se 13 g dehidrirane podloge koja se zatim otopi u 1000 mL

destilirane vode.

Za pripremu 1000 mL Nutrient bujona odvaze se 13 g dehidrirane podloge te 10 g
tehni¢kog agara (Biolife, Milan, Italija) kako bi podloga ostala u ¢vrstoj fazi pri temperaturi

inkubacije.

Pripremljene podloge se steriliziraju u autoklavu pri 121 °C/15 minuta (,,Sutjeska®,
model 200-189). Zatim se podloge, u laminaru (Klimaoprema) asepti¢no u struju zraka,
sterilno razliju u Petrijeve zdjelice kako bi se sprijecila kontaminacija podloga. Tako razlivene

podloge uz poluotvorene poklopce, suse se u struji zraka u laminaru.
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Puferirana peptonska voda (Bolife, Milan, Italija) koristi se kao hranjivi bujon za
nacijepljivanje stanica nakon tretmana. Za 1000 mL PBS-a na tehni¢koj vagi odvaze se 20 g
deihidrirane podloge koja se otopi u 1000 mL destilirane vode. Pripremljeni bujon autoklavira

se pripri 121 °C/15 minuta te se ¢uva u hladnjaku na + 4 ° C.

3.1.3. Priprema i cuvanje mikrobne kulture Listeria innocua ATCC 33090

Bakterijska kultura ¢uva se u 50 %-tnom glicerolu u zamrzivacu pri temperaturi od
-20°C. Za uzgoj bakterijske kulture uzima se volumen od 10 pL suspenzije kulture
mikroorganizma te se precijepi, asepti¢no u laminaru, u plasti¢nu epruvetu u kojoj je 10 mL
hranjive podloge Nutrient bujona (Bioflife, Milan, Italija). Zatim se plasticna epruveta s
kulturom inkubira u termostatu (,,Bodalec i Bodalec*, model EBT) pri 37 °C u vremenskom
periodu od 24 h.

3.1.4. Priprema suspenzije mikroorganizama

Nakon inkubacije u teromostatu, suspenzija bakterijske kulture se centrifugira
(Hettich, Rotofic 32) pri 4000 RM/10 min. Supernatant se odlije te se u uzorak biomase
bakterije pipetira 10 mL fosfatnog pufera (PBS). Uzorak se u plasticnoj epruveti

homogenizira na vorteksu (IKA, Vortex 4 basic; BV), a centrifugiranje se ponavlja tri puta.

3.1.5. Pripreama uzorka za tretiranje ultrazvukom

Ukupni tretirani volumen iznosi 200 mL. Uzorak se priprema tako da se u
laboratorijsku ¢asu od 500 mL ulije 190 mL 0,01 M NaNOs. Prije ultrazvu¢nog tretmana, u
kontroliranu zagrijanu vodenu kupelj stavlja se staklena casa, te se temperira dok Se ne
postigne zadana temperatura (40 ili 60 °C) na kojoj se eksperiment provodi. Nakon toga se u
laboratorijsku ¢asu dodaje 10 mL pripremljene suspenzije bakterijske kulture. Temperatura se

kontrolira pomo¢u infracrvenog termometra (PCE-777, PCE-Instruments).
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3.2. METODE

3.2.1. Provedba eksperimenta-ultrazvuéno tretiranje

Tretiranje ultrazvukom visoke snage provodi se ultrazvu¢nim procesorom model S-

4000 (MisonixSonicators, Newtown, Connecticut, SAD) (Slika 3).

Slika 3. Ultrazvu¢ni procesor model S-4000 (MisonixSonicators, Newtown, Connecticut,
SAD)

Termoclanak i ultrazvuéna sonda (model HI 9063, Hanna Instruments Ltd, Leighton,
Buzzard LU7 4AD, UK) se steriliziraju alkoholom, pa isperu destiliranom vodom. Prije
tretiranja, na zaslonu uredaja podese se parametri provedbe eksperimenta (vrijeme trajanja i
amplituda ultrazvuka). Ultrazvu¢na sonda frekvencije 20 kHz, promjera 127 mm uranja se u
staklenu ¢aSu s uzorkom u mediju do malo vise od polovice volumena. Termoclanak je
priklju¢en na ultrazvucni procesor 1 uronjen u ¢asu s uzorkom radi pracenja temperature.
Pritiskom na display zapoCinje ultrazvu¢ni tretman, a temperatura se biljezi svakih 30
sekundi. Kako bi se odrzala Zeljena temperatura uzorka pri tretmanu (u intervalu = 3 °C),
staklena ¢aSa s uzorkom uranja se u plasticnu posudu s vodom 1/ili ledom. Potrebno je
odrzavati stalnu zadanu temperaturu tijekom tretmana, kako bi rezultati odgovarali utjecaju
ultrazvucnog tretiranja na uzorak, a ne temperature. Nakon tretmana, plasticnom Spricom
uzima se 5 mL uzorka potrebnog za analize. Sterilizacija sonde i termoc¢lanka provodi se prije

svakog tretmana.
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Tablica 1. Plan pokusa ultrazvu¢nog tretmana za Listeria innocua ATCC 33090

UZORAK amplituda vrijeme temperatura
tretmana
% (min) ©O)
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

Uzorci A0 i AOA (tablica 1) nisu tretirani ultrazvukom, ve¢ samo toplinom u vodenoj
kupelji na odredenim temperaturama (40 °C i 60 °C) tijekom 5, odnosno 10 minuta. Nakon
zagrijavanja uzroci se izuzimaju Spricom za daljnje analize, kao i nakon tretmana
ultrazvukom. Na uzorcima Al1-A8 (tablica 1) provodi se zagrijavanje na odredenoj
temperaturi, te nakon toga podvrgava ultrazvuénom tretmanu odredeno vrijeme i na odredenoj

amplitudi.

3.2.2. Odredivanje broja stanica

Ukupni broj stanica odreduje se prije i nakon tretmana ultrazvukom kako bi se odredio
stupanj redukcije (razlika broja stanica prije 1 nakon tretmana). Volumen od 10 pL uzorka

nacijepi se u 90 pL. PBS-a te se napravi serija razrijedenja (do -6). Pripremljena razrijedenja
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se nacijepljuju u triplikatu na hranjivu podlogu na kojoj se uzorak Stapicem po Drygalskom
razmaze kruznim pokretima po plo¢i. Nakon inkubacije (24h) izbroje se narasle kolonije na
plo¢ama, i to one koje imaju broj poraslih kolonija izmedu 10 i 300. Odreduje se srednja
vrijednost za svako razrijedenje, a ukupni broj se izrazava kao logaritam broja stanica (logio
CFU mL™).

Formula [2] za izracun broja stanica:

broj poraslih kolonija L y i . )
= — xreciproc¢na vrijednost decimalnog razrijedenja [2]
upotrebljeni volumen uzorka

3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti i provodljivosti

Mjerenje pH-vrijednosti i provodljivosti provodi se na digitalnom pH-metru (pH
340i/SET, WTW, Weilheim, Germany) u netretiranim i tretiranim uzorcima.

3.2.4. Odredivanje koncentracije slobodnih radikala

Metoda odredivanja se bazira na promjeni boje dodatkom titan reagensa (TiO,) iz
prozirne u zutu. Koncentracija slobodnih radikala u uzorku odreduje se spektrofotometrijski
pri 410 nm tako da se 1 mL pripremljenog titan reagensa pomijesa s 2 mL uzorka, izmjeri
apsorbancija, te se preko izradenog bazdarnog dijagrama ovisnosti apsorbancije o

koncentraciji vodikovog peroksida, o¢ita koncentracija slobodnih radikala u uzorku.

3.2.5. Izrada bazdarnog pravca za odredivanje koncentracije slobodnih radikala:

Volumen 1 mL toéno zadane koncentracije vodikovog peroksida (Sigma Aldrich)
otpipetira se u 2 mL titan reagensa te se pri 410 nm odredi apsorbancija za svaku pojedinu
koncentraciju. Iz dobivenih podataka odredi se bazdarni pravac (slika 4) iz kojeg se izra¢una
jednadZba pravca ovisnosti apsorbancije o koncentraciji vodikovog peroksida, prema kojoj se

racuna koncentracija slobodnih radikala u uzorcima.
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Slika 4. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji H,0;

3.2.6. Odredivanje istjecanja unutarstani¢nog sadrzaja

Pri odredivaju istjecanja unutarstanicnog sadrzaja mjeri se koliina stani¢nih
makromolekula, nukleinskih kiselina i proteina, koje su zaostale na porama filtra ukoliko je
doslo do poracije, tj. apoptoze stanica tijekom tretmana. Volumen od 3 mL uzorka filitrira se
kroz CHROMAGIL Xtra PTFE-20/25 filtar (MACHEREY-NAGEL Gmbh & Co. KG,
Duren, Germany) s 0,25 um veli¢ine pora. U dobivenom filtratu se zatim mjeri apsorbancija
pri 260 nm i 280 nm.

3.2.7. Odredivanje biofilma

Metoda odredivanja je spektrofotometrijska metoda te se bazira na kristal violetnom
obojenju. Svaki od uzoraka volumena 200 pL nacijepljuje se u jazice multiwell ploce (TPP
92012, Svicarska) te se pipetira volumen od 2 mL hranjivog nutrient bujona u svaku
nacijepljenu jazicu. Nacijepljuju se i kontrolne jaZice u koje se ne dodaje uzorak, nego samo
hranjivi bujon. Tako nacijepljena multiwell plo¢a inkubira se u termostatu (EBT -
Termomedicinski aparati, Bodalec i Havoi¢, Hrvatska), tijekom koje dolazi do adhezije
stanica za podlogu. Nakon 4 h inkubacije, uklanja se supernatant iz jaZica te se jazice iSpiru s
2 mL PBS-a. Potom se u svaku jazicu dodaje 2 mL hranjivog nutrient bujona, te se ploce

inkubiraju tijekom 48 h kako bi se formirao biofilm.
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Nakon 48 h provodi se kvantifikacija biofilma kristal violet testom. Prvo se uklanja
supernatant iz jazica, zatim slijedi ispiranje fosfatnim puferom. Za fiksiranje biofilma u jazice,
dodaje se 2 mL 99 %-tnog metanola kroz 15 minuta. Metanol se zatim uklanja, jaZice se
posuse te se dodaje 2 mL boje kristal violet kroz 20 minuta. Slijedi ispiranje destiliranom
vodom i to tri puta. Nakon toga se u digestoru u svaku jazicu dodaje 2 mL 33 %-tne octene
kiseline, kako bi se odvojile sve stanice s povrsine jazica. Apsorbancija se mjeri pri 590 nm

na spektrofotometru UV UNICAM HELIOS B. Analize biofilma provode se u paraleli.

3.2.8. Odredivanje revitalizacije stanica

Postupak odredivanja revitalizacije stanica provodi se samo za uzorke koji su prosli
tretman ultrazvukom. Nakon tretmana izuzima se 1 mL uzoraka te se nacijepljuje u 9 mL
puferirane peptonske vode, nakon ¢ega se uzorci inkubiraju u termostatu 24 h. Broj
revitaliziranih stanica (stanica kod kojih tijekom tretmana nije doslo do apoptoze) odreduje se
metodom nacijepljivanja serija razrijedenja na hranjive podloge. Iz inkubiranih uzorka
pipetira se 10 uL u 90 uLL PBS-a te se radi serija razrijedenja (do - 6), nakon Cega se vrsi
nacijepljivanje na podloge u laminaru (Klimaoprema), na isti nacin kao i kod odredivanja
broja stanica. Nacijepljene plo¢e inkubiraju se kroz 24 h, a ukupni broj se izrazava kao

logaritam broja stanica (logioCFU mL™).

Formula [3] za izracun broja stanica:

broj poraslih kolonija . “ .. . .. .
CFU= N _ xrecipro¢na vrijednost decimalnog razrijedenja  [3]
upotrebljeni volumen uzorka

3.2.9. 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 (Kuehl, 2000). Kao operativni

parametri za CCD odabrani su vrijeme tretmana, amplituda te temperatura.

Provedena je analiza varijance (ANOVA) kako bi se mogla utvrditi odstupanja (p <

0,05) u provedenim tretmanima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj eksperimentalnog dijela ovoga rada je odrediti utjecaj ultrazvuka visoke snage na
inaktivaciju bakterije Listeria innocua ATC 33090, odnosno odrediti njene parametre stresa
nakon tretmana. Ti parametri uklju¢uju stvaranje slobodnih radikala, istjecanje stani¢nog
materijala, stvaranje biofilma te provjeru revitalizacije stanica. Ukupno je provedno osam
ultrazvucnih tretmana, te je svaki prethodno zagrijan u vodenoj kupelji na temperaturu pri
kojoj se tretman odvijao. Nezavisne varijable koje su se mijenjale su: amplituda ultrazvuka,
vrijeme tretmana i temperatura na kojoj je uzorak zagrijan. Dva uzorka nisu podvrgnuta
ultrazvu¢nom tretmanu, nego su zagrijani na odredene temperature (40 i 60 °C) kako bi se

mogao usporediti ultrazvucni 1 toplinski tretman.

Analiza varijjance (ANOVA) je koriStena za statisticku obradu dobivenih
eksperimentalnih rezultata, kako bi se ustanovilo koji su od faktora pri tretmanu bili znacajni,

odnosno koji doprinose skupa (interakcija) na u€inkovitost tretmana.

Parametri eksperimenta su: A —amplituda ; B — vrijeme tretmana; C — temperatura te
se za svaku izlaznu vrijednost eksperimenta odredio utjecaj ovih triju varijabli i njihovih

interakcija na konacne rezultate.

4.1. Utjecaj ultrazvuka na inaktivaciju

\

\w ——40°C
\ =-60°C
N\

N w b~ 01 o0 N

log ,, CFU mL!

t (min)

Slika 5. Ovisnost log 1oCFU mL™ o vremenu toplinskog tretirana na 40 °C i 60 °C
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Dobiveni eksperimentalni rezultati prikazani su graficki, jedan za netretirane uzorke t;j.
uzorke koji su podvrgnuti samo zagrijavanju na temperature (40 i 60 °C) (slika 5), bez
ultrazvu¢nog tretmana, te jedan graf za ultrazvucno tretirane uzorke (slika 6). Na grafickom
prikazu vidljivo je kako se pri temperaturi od 40 °C nakon 5 minuta zagijavanja postize
redukcija od 0,11 log;oCFU mL™, a nakon 10 minuta redukcija je 3,07 logio,CFU mL™ (slika
5). Na temperaturi od 60 °C bez tretmana ultrazvukom, postignuta je potpuna redukcija vec
nakon 5 minuta tretmana u iznosu od 4,9 log;oCFU mL™ (slika 5). Prema tome vidimo kako
zagrijavanje na viSim temperaturama i dulje vrijeme rezultira ve¢im stupnjem inaktivacije,

odnosno redukcije.

==40°C;75%

F
2 ™
\ —8-40 ° C; 100 %
3 \

60°C; 75 %

2 \ —e60° C: 100 %
1

N .2

0 5 10
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Slika 6. Ovisnost log 10 CU mL™ 0 vremenu ultrazvuénog tretiranja uzoraka na 40 °C i 60 °C,
pri 75 %-tnoj i 100 %-tnoj amplitudi

Kod ultrazvu¢no tretiranih uzoraka (slika 6), zagrijanih na 40 °C, te tretiranih
ultrazvukom pri amplitudi od 75 %, stupanj redukcije nakon 5 min iznosi 0,23 log;o CFU
mL*, dok je nakon 10 minuta tretiranja stupanj redukcije 0,33 log1oCFU mL™. 1z toga slijedi
da se poveéanjem vremena ultrazvuénog tretiranja povecava i stupanj redukcije. Pri istoj
temperaturi, ali amplitudi od 100 %, postignuta je potpuna inaktivacija ve¢ nakon 5 minuta

ultrazvuénog tretmana, te stupanj redukcije iznosi 4,31 logioCFU mL™ (slika 6). Poveéanjem
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amplitude ultrazvuénog tretmana, smanjuje se potrebno vrijeme inaktivacije bakterijskih
stanica. Posljednja dva uzorka tretirana su pri temperaturi od 60 °C. Pri poviSenoj temperaturi,
veCi broj stanica je inaktiviran ve¢ i samom toplinom, dok uz kombinaciju povisene
temperature i ultrazvu¢nog tretiranja, potpuna inaktivacija se postize nakon 5 minuta i to pri
manjoj amplitudi od 75 %. Stupanj redukcije u tom sludaju iznosi 3 log;oCFU mL™. Kod
uzorka (60 °C i 100 % amplituda), postignuta je temperaturna inaktivacija bakterijske kulture,

tj. prije pocetka tretiranja ultrazvukom log;o CFU mL™ bio je 0 (slika 6).

U radu Bermudez-Aguirre i sur. (2009), znanstvenici su istrazivali utjecaj ultrazvuka
na inaktivaciju L.innocue i mezofilnih bakterija u sirovom mlijeku, pri razli¢itim amplitudama
i konstantnom temperaturom procesiranja (63 °C) u vremenu od 30 minuta. Usporedivali su
se rezultati same termalne inaktivacije i kombinacije povisene temperature s ultrazvukom. Za
90 % i 100 %-tne tretmane ustanovljeno je da kombinacija ultrazvuka i topline pri inaktivaciji
stanica smanjuje vrijeme procesiranja (s 30 na 10 minuta) usporeduju¢i ju s termalnim
procesiranjem. Upravo zbog toga se ultrazvuk smatra netermalnom tehnologijom procesiranja
jer je glavni letalni u¢inak u stanicama povezan s efektom kavitacije koja nastaje pri
ultrazvu¢nom tretmanu, dok toplina vjerojatno olakSava inaktivaciju oslabljujuci stanice

(Bermudez-Aguirre i sur., 2009).

Bermudez-Aguirre i sur. (2011) su takoder istrazivali u¢inak inaktivacije L.innocue u
mlijeku tretiranom ultrazvukom i toplinom. Nakon 10 minutnog termalnog tretmana,
redukcija je iznosila 0,5 log log;oCFU mL™; nakon 30 minuta vise od 5 log logioCFU mL™.
Kod termonsonikacijskog tretmana postignuta je inaktivacija iznad 5 log logioCFU mL™ veé

nakon 10 minuta, i skoro 6 logi,CFU mL™ nakon 30 minuta.

4.1.1. Rezultati statisticke obrade za stopu redukcije

Iz dobivenih rezultata statisticke obrade (tablica 2, slike 7 i 8) moze se zakljuditi kako
na stopu redukcije broja bakterija statisticki znacajno utje€e amplituda i temperatura, buduci
da im odgovaraju¢e p — vrijednosti iznose manje od 0,05. Stoga je i logi¢no da zajednicka
interakcija ove dvije varijable (AC) takoder statisticki znacajno utjeCe na stopu redukcije
(tablica 7).
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Tablica 2. Statisticka znacajnost varijabli za stopu redukcije

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

GLAVNI UCINCI

A:amplituda 0,526736 1 0,526736 404,42 0,0316
B:vrijeme tretmana 0,00130244 1 | 0,00130244 1,00 0,5000
C:temperatura 1,26523 1 1,26523 971,43 0,0204
INTERAKCIJE

AB 0,00130244 1 | 0,00130244 1,00 0,5000

AC 24,6851 1 24,6851 18952,91 | 0,0046

BC 0,00130244 1 | 0,00130244 1,00 0,5000

OSTATAK 0,00130244 1 | 0,00130244
UKUPNO 26,4822 7
(ISPRAVLIENO)
S E
3 1E
oE
100 o 75

Slika 7. Prikaz ovisnosti stope redukcije o amplitudi
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Slika 8. Prikaz ovisnosti stope redukcije o amplitudi i njihove medusobne interakcije na

ucinak ultrazvu¢nog tretmana nakon 5 1 10 minuta tretiranja

4.2. Utjecaj ultrazvuka na pH i provodnost

Tablica 3. Rezultati mjerenja pH i provodljivosti prije i nakon ultrazvu¢nog tretmana

40 °C prije tretmana | nakon tretmana
pH 6,9 6,64
provodnost (uS cm™) 384 490

60 °C prije tretmana | nakon tretmana
pH 6,79 6,7
provodnost (uS cm™) 503 1000

Prema rezultatima mjerenja prikazanim u tablici 3, vidljivo je kako se vrijednost pH
nije znacajno smanjila nakon ultrazvu¢nog tretmana. Na temperaturi od 40 °C, pH uzorka
iznosio je 6,9 dok je nakon tretmana bio 6,64. Medutim, izmjerena vrijednost provodljivosti
uzorka pri istoj temperaturi, prije tretmana iznosila je 384 uS cm™, dok je nakon tretiranja
vrijednost porasla na 490 uS cm™. Pri 60 °C, pH uzorka se sa 6,79 prije tretmana smanjio na

1

6,7 nakon tretiranja, dok je provodljivost prije tretmana iznosila 503 uS cm™, a nakon

tretmana 1000 pS cm™

. Dobiveni rezultati za pH ukazuju kako se nakon 10 minuta
ultrazvu¢nog tretiranja vrijednosti smanjuju, i to kod 40 °C za 0,26 pH jedinica (tablica 4,
p>0,05), a kod uzorka zagrijanog na 60 °C pH se smanjio za 0,09 pH jedinica (tablica 4,
p>0,05). Provodljivost se u oba slu¢aja nakon tretmana statistiCki znacajno povecala. Isto

tako, moze se zakljuciti Sto je viSa temperatura zagrijavanja bakterijske suspenzije, pH
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vrijednost je manja, dok provodljivost suspenzije raste. Osim toga provodljivost suspenzije
raste bududi da i tijekom tretmana dolazi do stani¢nog istjecanja, Sto potvrduju rezultati
mjerenja (poglavlje 4.4.). Naime, tijekom oslobadanja stanicnih molekula unutar suspenzije
povecava se ukupni broj pozitivnih i negativnih iona, odnosno molekula, te je poveéanje

provodnosti upravo dokaz stani¢nog istjecanja tijekom ultrazvu¢nog tretmana.

U istrazivanjima Supene (Supeno, 2000) dokazano je da sonikacija u vodenim
otopinama tretiranim ultrazvukom visoke frekvencije stvara nitrite i vodikov peroksid kao
primarne produkte, a oksidacijom nitrita nastaju nitrati. Takoder, budu¢i da prilikom
sonikacije nastaju slobodni radikali (poglavlje 2.2.2.) u mediju nastaje veci broj nabijenih

Cestica koje doprinose povecanju provodljivosti.

4.2.1. Rezultati statisticke obrade za pH vrijednost

Tablica 4. Statisticka znacajnost varijabli za 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
INTERAKCIJE
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 (ISPRAVLJENO) 0,0105875 7

Prema tablici 4 i slikama 9 i 10, statisti¢ki zna¢ajan utjecan na pH vrijednost ostvarila

je interakcija amplitude ultrazvuka i temperature medija (AC). Ostale znacajke nisu imale

znacajan statisticki u¢inak, buduci da im p — vrijednosti nisu manje od 0,05.
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Slika 9. Pikaz rezultata ovisnosti pH o amplitudi
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Slika 10. Prikaz ovisnosti pH vrijednosti o amplitudi i njihove medusobne interakcije na

ucinak ultrazvucnog tretmana nakon 5 1 10 minuta tretiranja

4.3. Utjecaj ultrazvuka na stvaranje slobodnih radikala

Tablica 5. Stvaranje slobodnih radikala kod ultrazvu¢no netretiranih uzoraka bakterijske

suspenzije

UZORAK | ¢ (H205) (mgL ™) (0'/5710")
A0 25212,36/227
AOA 3,76/3,10/3,68
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Tablica 6. Stvaranje slobodnih radikala kod ultrazvu¢no tretiranih uzoraka bakterijske

suspenzije
¢ (H20,) (mgL™) prije ¢ (H202) (mgL™) nakon
UZORAK tretmana tretmana
Al 1,78 1,78
A2 2,69 2,36
A3 1,78 2,02
A4 3,51 3,18
A5 1,78 2,52
A6 3,51 3,51
A7 2,69 3,26
A8 1,78 1,86

Iz tablice 5, vidi se prikaz stvaranja slobodnih radikala u netretiranim uzorcima u
vremenskom periodu od 0, 5 i 10 minuta, a u tablici 5 u tretiranim uzorcima prije i nakon
ultrazvu¢nog tretmana. Koncentracija slobodnih radikala prikazana je kao koncentracija
vodikovog peroksida (mgL™), produkta kaskadnih reakcija koje nastaju djelovanjem
slobodnih radikala. Kod ultrazvu¢no netretiranih uzoraka (tablica 5), na temperaturi od 40 °C
(A0), nakon 10 minutnog toplinskog tretmana doSlo je do pada koncentracije slobodnih
radikala za 10 %, dok je kod 60 °C (AOA) koncentracija manja za 2 %.

Prilikom tretiranja ultrazvukom (tablica 6) na 40 °C, nakon 10 minuta tretiranja
koncentracija slobodnih radikala smanjila se za 9 % kod uzoraka s amplitudom od 75 %
(A6/A4). Kod iste temperature i amplitude od 100 %, koncentracija slobodnih radikala
porasla je nakon 10 minutnog tretiranja za 17 % (A7). Sli¢na je situacija i S tretiranim
uzorcima na 60 °C, gdje je kod amplitude od 75 % nakon tretmana koncentracija vodikovog
peroksida porasla 5 % (A8). Pri 100 %-tnoj amplitudi i temperaturi od 60 °C porast
koncentracije radikala iznosi ¢ak 30 % (A5). Prema tome, na povecanje stvaranja slobodnih
radikala znacajno utje¢e amplituda ultrazvuénog tretmana, dok na nizim temperaturama

nastaje manja koncentracija slobodnih radikala.

U jednom istrazivanju se mjerila koli¢inu proizvedenih slobodnih radikala pri

manotermosonifikaciji pod razli¢itim uvjetima temperature, tlaka i amplitude. Pokazalo se da
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povecéanju stvaranja slobodnih radikala linearno doprinosi poveéanje amplitude ultrazvuka.
Takoder, istrazivani su temperaturni uéinci (izmedu 30 °C i 140 °C) na jednakoj amplitudi.
Rezultati pokazuju kako povecanje temperature rezultira smanjenjem stvaranja hidroksilnih
radikala (Vercet i sur., 1998). Smatra se kako je tomu razlog smanjenje kavitacijskog u¢inka

zbog povecanja tlaka pare (Mclean i Mortimer, 1988).

4.3.1. Rezultati statisticke obrade za slobodne radikale (stvaranje vodikovog peroksida)

Tablica 7. Statisticka znacajnost varijabli za stvaranje vodikovog peoksida

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
INTERAKCIJE
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 3,22382 7
(ISPRAVLJENO)

Iz statisti¢kih rezultata (tablica 7 islika 11 i 12) vidljivo je kako niti jedna varijabla
nema statisticki zna€ajan utjecaj na stvaranje vodikovog peroksida, odnosno slobodnih

radikala, buduci da nijedna varijabla nema p — vrijednost ispod 0,05.
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Slika 11. Prikaz ovisnosti stvaranja vodikovog peroksida o amplitudi
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Slika 12. Prikaz ovisnosti stvaranja vodikovog peroksida o amplitudi i njihove medusobne

interakcije na ucinak ultrazvu¢nog tretmana nakon 5 i 10 minuta tretiranja

4.4. Utjecaj ultrazvuka na stani¢no istjecanje

Mijerenje apsorbancije na dvije valne duljine (260 i 280 nm) pokazuje koliko je
unutarstani¢nog sadrzaja isteklo prije i nakon ultrazvu¢nog tretmana, odnosno zagrijavanja

bez ultrazvu¢nog tretmana.
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Slika 13. Ovisnost apsorbancije (A 260 nm) o vremenu ultrazvu¢nog i toplinskog tretiranja

Prema dobivenim rezultatima, na vrijednosti apsorbancije od 260 nm (slika 13), na
kojoj apsorbiraju DNA molekule, kod netretiranih uzoraka pri 40 °C je nakon 10 minuta
izmjerena apsorbancija od 0,006; dok kod 60 °C nakon 10 minuta tretmana apsorbancija
iznosi 0,023. Kod tretiranih uzoraka najmanju vrijednost apsorbancije pokazuje uzorak na 40
°C 175 % amplitude, kao i 60 °C i 100 % amplitude, gdje nakon tretmana apsorbancija iznosi
0. Nakon 5 minuta tretmana na 40 °C i 100 % amplitude, apsorbancija je narasla do 0,027 §to
upucuje na istjecanje stanicnog sadrzaja tijekom tretmana, odnosno DNA materijala. Daljnim
tretiranjem, nakon 10 minuta, apsorbancija je neznatno narasla, $to upucuje na to da je doslo
do daljnjeg stani¢nog istjecanja. Najve¢u izmjerenu apsorbanciju ima uzorak nakon 10 minuta
tretiranja pri 60 ° C i 75%-tnoj amplitudi, koja je iznosila 0,031, dakle pri tim uvjetima doslo
je do najveeg stani¢nog istjecanja genetskog materijala bakterije. Zbog toga se moze

zakljuciti kako na njegovo istjecanje ima utjecaj temperatura i amplituda te vrijeme tretiranja,

NN

N\

5 10
t (min)

Sto potvrduju i statisticki rezultati (tablica 8, p <0,05).
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Slika 14. Ovisnost apsorbancije (A 280 nm) o vremenu ultrazvu¢nog i toplinskog tretiranja

Na slici 14 prikazana je ovisnost apsorbanije pri 280 nm (na kojoj apsorbiraju stani¢ni
proteini) o vremenu tretiranja, odnosno zagrijavanja. Na netretiranom uzorku, zagrijanom na
40 °C, u pocetku je izmjerena visa apsorbancija 0,044, koja je poslije 5 minuta zagrijavanja
pala, zatim se nakon 10 minuta vratila na istu vrijednost. Kod uzorka zagrijanog na 60 °C,
apsorbancija je rasla s vremenom, te je nakon 10 minuta iznosila 0,075, §to je ujedno i najvisa
izmjerena asporbancija svih uzoraka. Tretirani uzorci pokazuju pad apsorbancije u odnosu na
pocetne vrijednosti. ViSe pocetne vrijednosti pokazuju velik utjecaj temperature na razaranje
stani¢ne membrane, zbog Cega dolazi do istjecanja stani¢nih proteina. Na 60 °C vidljiva je
najvisa apsorbancija (i u tretiranim 1 netretiranim uzorcima). Smanjenje apsorbancije nakon 5
i 10 minuta u tretiranim uzorcima, moZze se objasniti time Sto prilikom kavitacije pri
ultrazvucnom tretmanu dolazi do mijenjanja strukture stani¢nih proteina i njihove razgradnje,

kao i stvaranja slobodnih radikala (poglavlje 2.2.2.).

4.4.1. Rezultati statisticke obrade za stanicno istjecanje (A 260 nm i A 280 nm)

Statisticki rezultati pokazuju kako na istjecanje unutarstani¢nog sadrzaja statisticki

znacajno utjecu amlituda i1 temperatura kao 1 njihova interakcija (AC) (tablica 8, slike 15 1 16).
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Medutim, takoder je vidljivo kako interakcija amplitude i vremena tretmana (AB) statisticki

znacajno utjece na ucinak tretmana, kao i interakcija vremena tretmana i temperature (BC).

Tablica 8. Statisticka znacajnost varijabli za isctjecanje stani¢nog sadrzaja A 260 nm

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

GLAVNI UCINCI
A:amplituda 0,000008 1 | 0,000008 | ***xsskddkkkrrx | () 0000
B:vrijeme tretmana 0,0 1 0,0 0,00 1,0000
C:temperatura 0,000008 1 0,000008 | F*Axxdkrkkkrk 0,0000
INTERAKCIJE

AB 0,0003645 1 | 0,0003645 | ***xxsddddkirrx | (0000

AC 0,0004805 1 | 0,0004805 | ***xxsddkkixxx | (0000

BC 0,0003645 1 | 0,0003645 | **#xskkakdnsk 0,0000

OSTATAK 0,0 1 0,0
UKUPNO 0,0012255 7
(ISPRAVLJENO)
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Slika 15. Prikaz ovisnosti istjecanja stani¢nog sadrzaja pri 260 nm o amplitudi
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Slika 16. Prikaz ovisnosti istjecanja stani¢nog sadrZaja pri 260 nm o amplitudi i njihove

medusobne interakcije na u¢inak ultrazvu¢nog tretmana nakon 5 1 10 minuta tretiranja

Tablica 9. Statisticka znacajnost varijabli za isctjecanje stani¢nog sadrzaja A 280 nm

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

GLAVNI UCINCI
A:amplituda 0,0001125 1 0,0001125 0,88 0,5205
B:vrijeme tretmana 0,000338 1 0,000338 2,64 0,3512
C:temperatura 0,0006125 1 0,0006125 4,79 0,2730
INTERAKCIJE
AB 0,000032 1 0,000032 0,25 0,7048
AC 0,0000405 1 0,0000405 0,32 0,6738
BC 0,00125 1 0,00125 9,77 0,1972
OSTATAK 0,000128 1 0,000128
UKUPNO 0,0025135 7

(ISPRAVLIENO)
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Iz statistickih rezultata (tablica 9, slike 17 i1 18) vidljivo je kako niti jedna odabrana
varijabla, kao ni njihove medusobne interakcije, nema statisticki znacajan utjecaj na istjecanja

stani¢nog sadrzaja mjerenog na 260 nm, na valnoj duljini gdje apsorbiraju stanicni proteini.
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Slika 17. Prikaz rezultata ovisnosti stani¢nog istjecanja pri 280 nm o amplitudi
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Slika 18. Prikaz ovisnosti istjecanja stani¢nog sadrzaja pri 280 nm o amplitudi i njihove

medusobne interakcije na ucinak ultrazvu¢nog tretmana nakon 5 i 10 minuta tretiranja
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4.5. Utjecaj ultrazvuka na stvaranje biofilma

Tablica 10. Prikaz rezultata apsorbancije za biofilm

AMPLITUDA | VRIJEME
UZORAK (%) (MIN) T°C A 590
AO / 0 40 1,316
/ 5 40 0,538
/ 10 40 0,251
AOA / 0 60 0,406
/ 5 60 0,2575
/ 10 60 0,107
A6 75 0 40 1,0305
75 5 40 0,6925
Ad 75 10 40 1,7845
A3 75 0 60 1,186
75 5 60 2,37
A8 75 10 60 1,501
A2 100 0 40 1,6135
100 5 40 1,233
AT 100 10 40 0,7075
Al 100 0 60 0,587
100 5 60 0,0455
A5 100 10 60 0,12

Iz dobivenih rezultata apsorbancija za uzorke koji nisu tretirani ultrazvukom (tablica
10) postoji odstupanje od ocekivanog pada apsorbancije ovisno o vremenu. Naime, uzorci
zagrijani na 40 °C, pokazuju veéi pad apsorbancije, odnosno vec¢u redukciju u stvaranju
biofilma nakon 5 i 10 minuta, nego oni zagrijani na 60 °C (slika 19). Medutim, pocetna
apsorbancija na 40 °C bila je puno veéa nego na 60 °C (tablica 10). To pokazuje kako su
bakterijske stanice na toj temperaturi ve¢ razorene pa ni nemaju viSe mogucnosti Stvarati

biofilm. Na 40 °C ve¢i je pad postotka stvaranja biofilma nakon 5 i 10 minuta (slika 19) nego
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na 60 °C, buduci da je pocetni postotak bio puno veci jer je veéina bakterijskih stanica pri toj

temperaturi aktivna i ziva.
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Slika 19. Ovisnost stvaranja biofilma o vremenu zagrijavanja uzoraka koji nisu tretirani

ultrazvukom pri40°Ci60°C
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Slika 20. Ovisnost stvaranja biofilma o vremenu ultrazvuénog tretiranja uzoraka pri 40 ° C i

60 ° C i amplitudama od 75 % i 100 %

Rezultati uzoraka Kkoji su tretirani (slika 20), pokazuju kako je najznacajnija redukcija
stvaranja biofilma pri 100 % amplitude i temperature 60 °C te iznosi 79,56 % nakon 10

minuta tretiranja, dok nakon 5 minuta tretiranja iznosi Cak 92,25 %. Najmanji iznos
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apsorbancije (tablica 10) upravo odgovora tom uzorku na 60 ° C i amplitudi 100 % nakon 5

minuta ultrazvu¢nog tretiranja (slika 20), te se moze zakljuciti kako je taj tretman optimalan.

Medutim, uzorci tretirani 75 %-tnom amplitudom (slika 20), pokazuju drugalije
rezultate. Naime, uzorak zagrijan na 40 °C, nakon 5 minuta pokazuje smanjenje nastanka
biofilma za samo 32,8 %, no nakon 10 minuta tretiranja dolazi do porasta stvaranja biofilma u
odnosu na pocetnu vrijednost i to za ¢ak 73,17 %. Kod iste amplitude te temperature od 60 °C,
nakon 5 minuta tretiranja dolazi do najveceg rasta u stvaranju biofilma, i to za ¢ak 99,83 % u
odnosu na pocetnu vrijednost. Nakon 10 minuta tretiranja taj se postotak smanjio, no i dalje
iznosi vise od pocetnog (slika 20). Ovakvi rezultati mogu se objasniti ¢injenicom kako se
mikroorganizmi pri nepovoljnim uvjetima razli¢ito ponasaju, zbog ¢ega je njihov broj stanica
znacajno vec¢i u odnosu na pocetni. To je obrabeni mehanizam, stvaranje biofilma, sesilne
zajednice mikroorganizama, koji im omogucava vecu otpornost na promijenjene vanjske

uvjete.

U radu Bigelowa 1 sur. (2009), znanstvenici su dokazali da je ultrazvu¢ni tretman
uniStio biofilmove sojeva bakterije Esherichia coli ATCC 23724 u kombinaciji s najvisim
tlakovima od 6,2 i 7,6 MPa. Dakle, kombinacijom viSe tehnologija s ultrazvukom se postize

veca stopa redukcije stvaranja biofilma.

4.5.1. Rezultati statisticke obrade za biofilm

Prema dobivenim rezultatima, u tablici 11 i na slikama 21 i 22 mozZe se vidjeti kako

odabrane varijable A, B 1 C nemaju statisti¢ki znacaj na stvaranje biofilma.
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Slika 21. Prikaz ovisnosti stvaranja biofilma o amplitudi
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Tablica 11. Statisti¢ka zna¢ajnost varijabli za stvaranje biofilma

Slika 22. Prikaz ovisnosti stvaranja biofilma o amplitudi i njihove medusobne interakcije na

Izvor Zbroj kvadrata| Df Srednja F- P-
vrijednost omjer |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
INTERAKCIJE
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 4,63745 7
(ISPRAVLJIENO)
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4.6. Revitalizacija stanica nakon ultrazvu¢nog tretmana
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Slika 23. Ovisnost log;oCFU mL ™0 vremenu ultrazvugnog tretiranja

Na slici 23 prikazani su rezultati revitalizacije stanica. Revitalizacija stanica odredena
je kao logaritam broja stanica koje su narasle nakon inkubacije tijekom 24 h. Ukoliko su
stanice tijekom tretmana u$le u stanje mirovanja (poglavlje 2.7.) odnosno, nije doSlo do
apoptoze, one se nakon odredenog vremena mogu revitalizirati. Uzorci temperature 40 °C i
amplitude 75 %, nakon 5 minuta tretmana imali su 6,43 log;oCFU mL™, dok je nakon 10
minuta tretmana ta vrijednost smanjena na 5,79 log;ocCFU mL™. Postotak revitalizacije u tim
slucajevima je ¢ak 82,22 % nakon 5 minuta, te 87,22 % nakon 10 minuta tretmana. Prema
tome, u ovim uzorcima bakterijske su stanice uvelike uspjele prezivjeti ovakav rezim
ultrazvu¢nog tretmana. Kod uzoraka na 40 °C i 100 % amplitude, ukupan broj revitaliziranih
stanica iznosio je 6,92 log;oCFU mL™ nakon 5 minuta, te 6,57 logio,CFU mL™ nakon 10
minuta tretmana. Ovaj uzorak imao je 100 %-tnu revitalizaciju, dakle bakterijske stanice su

usle u stanje mirovanja prilikom tretmana, te su se potpuno uspjele revitalizirati.

Pri 60 °C i 75 % amplitude, nakon 5 minuta tretmana broj revitaliziranih stanica
iznosio je 5,03 logeCFU mL™, dok je nakon 10 minuta tretmana vrijednost bila jednaka 0.

Nakon 5 minuta, postotak revitalizacije stanica je bio 59,65%, no daljnim tretiranjem pri tom
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rezimu, nakon 10 minuta postotak revitalizacije je 0. Dakle, pri ovim uvjetima nakon 10
minutnog tretmana, doslo je do apoptoze stanica, zbog Cega nije bilo revitalizacije. Zadnja
dva uzorka, na 60 °C i 100 % amplitude, nisu pokazala nikakav rast stanica nakon 5, a niti
nakon 10 minuta. U oba sluc¢aja postotak revitalizacije je 0. Stoga se moze zakljuciti kako je

ovakav rezim tretiranja najpogodniji za potpunu inaktivaciju bakterijskih stanica.

4.6.1. Rezultati statisticke obrade za revitalizaciju stanica

Tablica 12. Statisticka znacajnost varijabli za revitalizaciju stanica

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

GLAVNI UCINCI
A:amplituda 1,68501 1 1,68501 0,58 0,5863
B:vrijeme tretmana 4,38534 1 4,38534 1,50 0,4356
C:temperatura 52,9944 1 52,9944 18,17 0,1467
INTERAKCIJE
AB 3,41628 1 3,41628 1,17 0,4749
AC 5,0996 1 5,0996 1,75 0,4122
BC 2,138 1 2,138 0,73 0,5493
OSTATAK 2,91724 1 2,91724
UKUPNO 72,6359 7
(ISPRAVLJIENO)

Statisti¢ka obrada eksperimentalno dobivenih podataka za revitalizaciju stanica
(tablica 12 i slike 24 i 25) pokazuje kako nema statisticki znacajnog utjecaja odabranih

ulaznih varijabli, niti njihovih interakcija na revitalizaciju bakterijskih stanica.
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Slika 24. Prikaz ovisnosti revitalizacije stanica o amplitudi
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Slika 25. Prikaz ovisnosti revitalizacije stanica o amplitudi i njihove medusobne interakcije

na ucinak ultrazvu¢nog tretmana nakon 5 1 10 minuta tretiranja
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

e Zagrijavanjem na viSim temperaturama (60 °C) ostvarena je potpuna redukcija
bakterijskih stanica ve¢ nakon 5 minuta tretmana od 4,9 log;oCFU mL™.

e Poveéanjem vremena ultrazvuénog tretiranja povecava se 1 stupanj redukcije
bakterijskih stanica.

e Pri 40 °C i ultrazvu¢noj amplitudi od 100 %, postignuta je potpuna inaktivacija veé
nakon 5 minuta ultrazvu¢nog tretmana, te najvisi stupanj redukcije (4,31 logioCFU
mL™).

e Povecanjem amplitude smanjuje se vrijeme ultrazvucnog tretiranja potrebnog za
inaktivaciju bakterijskih stanica i temperatura tretmana.

e Pri viSim temperaturama bakterijske suspenzije tijekom ultrazvucnog tretmana, pH
vrijednost pada, a provodljivost raste, zbog nastanka radikala te njihovih produkata, tj.
veceg broja nabijenih Cestica u mediju.

e Na povecanje stvaranja slobodnih radikala utjeCe amplituda ultrazvu¢nog tretmana.
Najveci porast koncentracije slobodnih radikala je za 30 %, pri 60 °C i 100 %-tnoj
amplitudi, nakon 10 minuta tretmana.

e Najvecu izmjerenu apsorbanciju pri 260 nm ima ultrazvucni tretman pri 60 °C i 75 %-
tnoj amplitudi gdje apsorbiraju DNA molekule; dok istjecanje stani¢nih proteina prati
pad apsorbancije na 280 nm, $to upucuje na mijenjanje njihove strukture tijekom
ultrazvucnog tretmana te njihove razgradnje.

e Kod ultrazvuénog tretmana (60 °C, 100 %) nakon 5 minuta postignuta je najznacajnija
redukcija stvaranja biofilma koja iznosti 92,25 %.

e Kod ultrazvu¢nih tretmana na 40 °C, 75 % i 100% amplitude stanice su se uspjele
potpuno revitalizirati. Medutim, primjenom vise temperature (60 °C) nakon 10 minuta

tretmana i pri 75 %-tnoj amplitudi, doslo je do apoptoze stanica te postotak

revitalizacije iznosi 0 %.
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