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1. UvoD

Zadatak prehrambenog tehnologa je dobiti senzorski kvalitetan i mikrobioloski siguran
proizvod. Povecanjem proizvodnih kapaciteta, danas je neophodan strogi nadzor svih operacija
proizvodnje u prehrambenoj industriji s ciljem dobivanja zdravstveno ispravnog i kvalitetnog
prehrambenog proizvoda. 1z tog razloga prehrambena industrija se fokusira na optimiranje
procesa konzerviranja hrane. Tradicionalnim metodama konzerviranja zbog primjene
ekstremnih temperatura narusavaju se Cesto senzorska svojstva proizvoda i dolazi do gubitka
nutritivno vrijednih spojeva. Industrija stalno trazi nove metode koje ¢e biti ucinkovite,
zadovoljavati zahtjeve potrosaca te omoguditi ekoloski i ekonomski prihvatljivu proizvodnju.
Jedna od novih nekonvencionalnih tehnologija je hladna plazma. To je alternativna netermalna
metoda konzerviranja kojom se postize isti ili ¢ak bolji konzervirajuéi ucinak od metoda koji se
zasnivaju najcesée na termickoj obradi proizvoda. Njene prednosti nad termalnim procesima
su i niska odnosno sobna temperatura procesa, kratko vrijeme obrade te manji utjecaj na
senzorska svojstva hrane. Hladna plazma ve¢ neko vrijeme ima primjenu u sterilizaciji
instrumenata i materijala u polju medicine, dok je u novije vrijeme nasla primjenu i u
prehrambenoj industriji, najéeSce za inaktivaciju mikroorganizama u vocu, povréu, mesnim i
mlijeCnim proizvodima (Song i sur., 2009). Tretman hladnom plazmom je jedna od
obecavaju¢ih metoda za ocCuvanje hrane radi ucinkovite inaktivacije razli¢itih tipova
mikroorganizama.

U danasnje vrijeme sve je vedi znanstveno istrazivacki interes na koji nacin bioaktivne
komponente razlicitih biljaka utjecu na inaktivaciju patogenih mikroorganizama u kombinaciji
sa novim netermalnim tehnologijama kao Sto je hladna plazma.

Kurkuma je zacin koji se dobiva iz podzemnog stabla istoimene biljke koji zutu boju duguje
polifenolu kurkuminu, aktivhom sastojku iz skupine kurkuminoida. Osim kao bojilo za razne
vrste prehrambenih proizvoda, kurkumin je istrazen i u svrhu preventivnog ucinka na zdravlje
ljudi. Znanstvena istrazivanja pokazala su kako kurkumin ima antibakterijska, antivirusna i
antifungalna svojstva te usprkos problemu bioraspolozivosti moguca je njegova primjena za
inaktivaciju mikroorganizama.

Escherichia coli kao gram-negativna bakterija jedna je od najistrazivanijih mikroorganizama.
Redovni je stanovnik ljudskog probavnog sustava, ali takoder i jedna od najucestalijih
uzrocnika infekcija. Zbog toga je vazno poznavanje biokemijskih karakteristika, uvjeta rasta te
ponasanja navedene bakterije kako bi se odabrali optimalni procesni parametri za njenu

inaktivaciju.



U ovom radu proucavan je utjecaj Cetiri razli¢ita ferocenska analoga kurkumina na inaktivaciju
bakterije Escherichia coli MG1655-K12 te kombinirajuéi ucinak hladne plazme pri vremenu

tretiranja od 3 i 6 min i kurkuminu sli¢nih spojeva na inaktivaciju iste.

2. TEORIJSKI DIO

2.1 Definicija plazme

U fizici plazma je ioniziran, kvazineutralan plin te jedno od Cetiri osnovna stanja tvari uz
tekucine, krutine i plinove (Langmuir, 1928). U prirodi je plazma najzastupljenije stanje u
kojem se nalazi ¢ak 99 % vidljive materije. Sama rijeC plazma znaci oblikovanje, a pojam
plazma prvi put je upotrijebio Irving Langmuir 1928. kao naziv za djelomicni ili potpuno
ionizirani plin. Sastoji se od elektrona, iona, neutralnih atoma i molekula. S mikroskopskog
stajaliSta plazma je elektricki neutralna. Medutim ipak sadrZi slobodne nosioce naboja i provodi
elektricitet (Tendero i sur., 2006). Nema odredeni oblik niti volumen, bas kao i plin. Plazma
moZe biti generirana primjenom elektricnog i magnetskog polja, mikro i radio valovima i

toplinskom energijom.

2.1.1. Podjela i nastanak plazme

Kako tvari dobivaju energiju (npr. grijanjem) tako mijenjaju svoje agregatno stanje (Slika 1).
Iz ¢vrstog (najnize energije) do tekuéeg i naposljetku do plinovitog. Tocke taliSta i vreliSta za
razliCite tvari Siroko variraju. Ipak, za sve tvari vrijedi da u svakom prijelaznom stanju
interakcije i djelovanja izmedu molekula postaju sve slabija. Zagrijavanjem molekule postaju
slobodnije, dolazi do razdvajanja na atome i medusobnih sudara te prijelaza u plinovito stanje.
Daljnjim poviSenjem energije, medumolekularne i meduatomske strukture nestaju
oslobadajuci slobodne elektrone i ione. Te elektricki nabijene Cestice svojim gibanjem stvaraju

elektricna i magnetska polja. Nastalo stanje je potpuno ionizirana tvar koja se naziva plazma.
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Slika 1. Prikaz 4 agregatna stanja (Anonymous, 2016)

U odnosu na nacin na koji su aktivirane, plazma moze generirati vrlo visoke ili niske
temperature te je tako i podijeljena na netermalnu i termalnu plazmu. Taj Sirok temperaturni
raspon omogucuje njenu primjenu u raznim tehnologijama: povrSinsko tretiranje,
prociS¢avanije plinova, kemijska sinteza itd. (Tendero i sur., 2006) Termalne plazme su visoko
ionizirane te zadovoljavaju uvjete lokalne termodinamicke ravnoteze. Temperature elektrona,
neutrona i iona su im jednake zbog njihove Ceste kolizije u visoko temperaturnoj i i visoko
tlacnoj plazmi. Primjer takve plazme je Sunce i magnetsko polje. Kod netermalne ili hladne
plazme temperatura elektrona je puno veca od temperature iona i neutrona pa se takva plazma
naziva joS i neravnotezna plazma (Schluter i sur., 2013) Netermalna plazma moZe biti
visokotemperaturna i niskotemperaturna odnosno hladna plazma. Primjena ne-termalne
ravnotezne plazme se prosirila te pokriva okoliSno i svemirsko inzenjerstvo, aeronautiku,
biomedicinu, analiticku kemiju i ostala podrucja. Ovisno o gustoéi plazma se dijeli na
visokotlacnu tj. visoke gustoce i niskotlatnu odnosno plazmu male gustoce. Visoki broj iona i
radikala visokotlaCne plazme povecava ionizacijsku mo¢ te koliziju Cestica. Stoga se ovaj tip
plazme koristi u graviranju u mikroelektronici i proizvodnji nanomaterijala. Niskotlatna plazma

ima znatno manju razinu kolizije Cestica.
2.1.2. Generiranje plazme

PraZnjenje odnosno nastajanje plazme moze se dogoditi na razliite nacine od kojih su neki
istrazivani zbog najranijih interesa za elektricitet i njegov fenomen. Plazma se moZe proizvesti
ionizacijom plina. Izvori energije poput termalne, elektricnih i magnetskih polja te radio i
mikrovalne frekvencije mogu se koristiti za ionizaciju. Pove¢anjem energije i kineticke energije

dolazi do povecanog broja sudara izmedu elektrona i drugih atoma. Nastaju novi ioni, elektroni,



radikali i zraenja razliCitih valnih duljina (Thirumdas i sur., 2014). Najces¢i nacin generiranja
plazme je pomocu istosmjerne struje. Zbog velike razlike potencijala izmedu dvije elektrode
prikljuCene na izvor elektricne energije postize se elektricno praznjenje. Katoda emitira
elektrone koji u sudaru neutralnim éesticama plina uzrokuju njihovo raspadanje na pozitivho
nabijene elektrone i ione. Potom katoda privlai ione koji pritom otpustaju elektrone koji
ponovo izazivaju sudare s neutralnim Cesticama. U tom kruznom procesu stvaraju se novi ioni
i elektroni te dolazi do generiranja plazme. Plazma se moze generirati i radiofrekvencijama

primjenom izmjeni¢nog napona izmedu dvije elektrode.

Mikrovalno inducirane plazme su stvorene injektiranjem mikrovalne snage tj. elektromagnetske
radijacije u rasponu frekvencije od 300 MHz do 10 GHz. Takva plazma moze raditi pri Sirokom
rasponu uvijeta tj. tlaku od manje od 0,1 Pa do ¢ak nekoliko atmosfera (Bogaerts i sur., 2002).
Plazma se moZe generirati i u razliCitim plinovima. Operativni plinovi mogu biti zrak, argon ili

helij te ostali plemeniti plinovi zbog svoje kemijske inertnosti.

Hladnu plazmu moZemo podijeliti i prema izvoru generiranja kao Sto su: atmosferski plazmeni
mlaz (APPJ], engl. atmospheric pressure plasma jet), izboji s dielektricnom barijerom (DBD,
engl. dielectric barrier discharge), korona izboji (engl. corona discharge), i mikrovalni izboji
(engl. microwave discharge) (Mance, 2017).

2.1.3. Primjena hladne plazme

Tretman hladnom plazmom nasao je primjenu u razli¢itim industrijama. Koristi se u elektri¢noj
industriji i industriji polimera za povrsinsku modifikaciju i unaprjedenje funkcija odredenog
materijala. Takoder je nasla primjenu u industriji papira, naocala i tekstila te kao sredstvo za
Ciscenje i sterilizaciju povrSina. Zadnjih godina, njena primjena prosiruju se na tretiranje
biomedicinskih uredaja, hrane i bioloskih materijala (Pankaj i Keener, 2017).

Temperatura hladne plazme je znatno niza u odnosu na termalnu zato Sto u netermalnoj
odnosno hladnoj plazmi samo elektroni postizu visoku temperaturu (Niemira, 2012). U
prehrambenoj tehnologiji pojam hladne plazme znaci da takva plazma ne koristi visoke
temperature za svoje antimikrobno djelovanje ve¢ ima minimalan termalni ucinak na sami
proizvod. Tretman hladnom plazmom moZe inaktivirati spore i viruse. Prema Klampfl i sur.
2012) sterilizacija plazmom je pokazala obecavajuca svojstva u medicini te bi mogla postati
alternativa dosadasnjim metodama sterilizacije. Plazma predstavlja jedinstven tretman jer je

primjenjiva na niskim temperaturama te ne zahtjeva uporabu kemikalija (Dhayal i sur., 2006).



Ucinkovita je u primjeni povrsinske sterilizacije i dezinfekcije djelujuéi na vegetativne stanice i
spore. Nacini inaktivacije su razliciti, a najceSce se inaktivacija postize reaktivnim vrstama
kisika koje stvaraju oksidacijski stres stanici, uzrokuju peroksidaciju lipida, inaktivaciju enzima
i oStecenje DNA i RNA. Rezultatima u svom radu Wiseman i Halliwell (1996) opisuju mehanizam
djelovanja plazme pomocu stvaranja ROS-a (reaktivni kisikovi oblici) koji djeluju na okruzenje
DNA u samoj jezgri. Novonastale reaktivne Cestice u stanicama vezu vodu tvoredi sve vise
hidroksilnih i peroksidnih radikala koji su najsStetniji za stanicu. U reakcijama sa nukleinskim
bazama u lancima DNA dovode do njihove oksidacije Sto vodi do uniStenja membrana i drugih
komponenata stanice (Thirumdas i sur., 2014). Reaktivnost produkata plazme ovise o plinu
koji se koristi za dobivanje plazme. Koriste se dusik, kisik, zrak, plemeniti plinovi itd. Trenutno
se smatra da su najefikasniji kisikovi radikali (Volkov i sur., 2019). Pri koristenju slobodni
radikali direktnim kontaktom sa stanicama mikroorganizama stvaraju povrsSinske lezije na
stanicama, Sto ubrzo uzrokuje elektropermeabilizaciju — propusnost membrana izazvanih
elektriénim impulsima (Toepfl i sur., 2006). Procesom difuzije reaktivne vrste prolaze kroz
membranu i izravno sudjeluju u reakcijama s molekulama u stanicnom sadrzaju. Te reakcije
mogu ugroziti cijelu stanicu, vodeéi do njene smrti ili onemoguditi stanicu u daljnjem rastu
(Laroussi i sur., 2003).

Dokazano je kako hladna plazma ima razli¢it utjecaj na Gram-pozitivne i Gram-negativne
bakterije. Gram-pozitivne bakterije imaju stani¢nu stjenku od debljeg sloja peptidoglikana ili
mureina u koju je ugradena teikoi¢na kiselina. Slojevi su naslagani te Cine egzoskelet i
definiraju oblik stanice. Stani¢na stjenka gram-negativnih bakterija je kompleksnija te se
kemijski razlikuje od stjenke gram pozitivnih bakterija. Sadrzi manje mureina, ali je kemijski
otporna jer je sacinjena od lipopolisaharida, lipoproteina i fosfolipida (Lovit i Wright, 2014).
Prema radu Ziuzine i sur. (2014) prikazana je veéa osjetljivost gram negativnih bakterija (£.
coli i Salmonella) na atmosfersku hladnu plazmu. Neka druga istrazivanja pokazuju vecu
osjetljivost gram-pozitivnih bakterija na hladnu plazmu, te su potrebna daljnja istrazivanja da

bi se tocnije utvrdila povezanost inaktivacije plazmom i tipa bakterijske stanice.

2.1.4. Primjena hladne plazme u prehrambenoj industriji

Primjena hladne plazme kao inovativne metode je sve ¢eS¢a u prehrambenoj industriji, pri
inaktivaciji mikroorganizama, endogenih enzima odgovornih za posmedivanje poput polifenol
oksidaze i peroksidaze (Thirumdas, 2014). Hladna plazma se Kkoristi za inaktivaciju

mikroorganizama u mesu, vocu i povrcu, siru itd. Ekoloski je prihvatljiva metoda za



konzerviranje pri ¢emu ostaju sacuvana kvaliteta i svjezina proizvoda. U radu Fernandeza i
Thompsona (2012) pokazana je uspjesna primjena hladne atmosferske plazme u inaktivaciji
Salmonella stanica. Takoder primjenu pokazuje i za povrSinsku sterilizaciju ambalaznih
materijala te za njihovu funkcionalnu modifikaciju kako bi imala Zeljena svojstva. Kroz zadnjih
nekoliko godina potvrden je utjecaj ne termalne plazme na inaktivaciju mikroorganizama na
povrsinama abiotskih materijala poput stakla i sintetskih membrana (Pankaj i sur., 2014). Neke
od vazniji primjena su u: tretmanu sirovih i suSenih proizvoda, kontroli biofilmova,
dekontaminaciji procesiranih povrsina, povrsinskoj dekontaminaciji jaja i tretmanu otpadnih
voda (Misra i sur., 2011).

Hladna plazma se dugo istrazuje kao metoda za inaktivaciju mikroorganizama s povrsine voc¢a
i povréa. Ucinkovitost metode je proucena na povrcéu (krastavci, rajcica) inokuliranom s £. coli
gdje je nakon tretmana od 1 min doslo do znacajne redukcije (Baier i sur., 2014). Povrce i
voce poput krumpira i jagoda treba viSe vremena za potpuno uniStenje bakterija zbog
postojanja neravnih povrSina. Plazmom je moguée tretirati i meso pri ¢emu se postize
smanjenje psihotropnih bakterija za 3 log i ukupnih mikroorganizama za 2 log (Ulbin-Figlewicz
i sur., 2013). Medutim tretman plazmom ima samo povrsinski uc¢inak na tretiranu hranu.
Rezultati nekoliko autora sugeriraju da ucinkovitost plazme ovisi o tretiranoj povrsini. Tako je
inaktivacija Listeria monocytogenes prilicno izrazenija u rezanom siru u odnosu na rezanu
Sunku, (8 log redukcije pri 150 W i 120s kod sira, a kod Sunke 0,25 do 1,73 pri istim uvjetima.
Utjecaj plazme na sastojke hrane nije jos dovoljno istrazen. Uocen je njen utjecaj na strukture
proteina i smanjenje enzimske aktivnosti (Knorr i sur.,2011). Kako ne postoji standardizirana
metoda za tretiranje plazmom njen utjecaj na hranu i ostale materijale ovisi 0 mnogim
faktorima: veli¢ina i oblik reaktora, procesni uvjeti, radni plin, volumen itd. (Vukusi¢, 2016).
Kod tekucih uzoraka svojstva otapala mogu pridonijeti inaktivaciji. Hladna plazma se moze
primijeniti i na enzime. Ponekad djelovanje enzima ima negativan ucinak poput enzimskog
posmedivanja koje se odvija u vocu i povrcu te uzrokuje njihovo kvarenje Sto je Cest slucaj u
poljoprivredi. Da se smanje gubici jedna od metoda za sprjecavanje enzimskog posmedivanja
je i hladna plazma. Oksidacijske reakcije uzrokovane slobodnim radikalima i atomskim kisikom
dovode do inaktivacije enzima.

Tretman hladnom plazmom nasao je primjenu u degradaciji toksina i razgradnji pesticida.
NajCesci toksini koji mogu biti u hrani su pesticidi i mikotoksini te je vecina istrazivanja
usmjerena na njihovu degradaciju. Zbog njihovog kancerogenog i mutagenog djelovanja te
neucinkovitosti potpune inaktivacije konvencionalnim toplinskim tretmanima u novije vrijeme
istrazuju se ostale metode inaktivacije. Tretman hladnom plazmom pokazao se ucinkovitim za

razgradnju pesticida zbog stvaranja razlicitih reaktivnih vrsta poput iona, molekula i slobodnih



radikala. No potrebna je daljnja optimizacija parametara procesa kako bi efikasnost tretmana

plazmom bila uocenija kod degradacije toksina te kako bi se prosirila njena primjena.

2.2. Escherichia coli

Bakterije su izrazito raznolika grupa mikroorganizama te ih je moguce naci u bilo kojem dijelu
ekosustava gdje je prisutna tekuéa voda. Poznato je oko 5000 priznatih vrsta bakterija, koje
na temelju morfoloskih i fizioloskih osobina i biokemijskih karakteristika mozemo podijeliti u
nekoliko porodica. Jedna od vaznijih porodica je i porodica Enterobacteriaceae ili crijevne
bakterije koje se nalaze u probavnom sustavu ljudi i Zivotinja. Medu vaznim rodovima
enterobakterija nalaze se Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella i dr. Escherichia coli je
povijesno bila fokus opseznih biokemijskih, genetskih i fizioloskih ispitivanja. Svejedno podaci
0 njenom genomu josS su uvijek predmet istrazivanja (Gerdes i sur., 2003).

Escherichia coli je gram-negativna bakterija, redoviti stanovnik probavnog trakta sisavaca te
dio obitelji Enterobacteriaceae i roda Escherichia. Fakultativni je anaerob tj. ne Koristi kisik,
ali u njegovoj prisutnosti bolje raste. Stanice E£. coli su Stapicaste i pokretne te nemaju
mogucnost tvorbe spora. Optimalna temperatura za rast joj je 37 °C, a dobro raste u mediju
s gotovo neutralnim pH vrijednostima i aktivitetom vode 0,95. Za neke sojeve poput
Escherichie coli 0157: H7 optimum pH vrijednosti je 4,5 (Durakovi¢ i sur., 2002). E. coli
posjeduje veliku fermentativnu i oksidacijsku sposobnost. Produkti metabolizma su joj laktati,
etanol, ugljikov dioksid, acetat i sukcinat. Termickim tretmanima namirnice iznad 70 °C kroz
15 minuta inaktiviraju se sve stanice E. coli. Osjetljiva je na klor i njegove spojeve kao i na
ozon (Wickramanayake i Weavers, 2001). Izvan domacina moze preZivjeti od 1,5 do 16 mjeseci
na suhim povrsSinama (Kramer i sur., 2006), a razdoblje od trenutka zaraze do pojave prvih
simptoma bolesti (vrijeme inkubacije) je od 6 do 48 sati (Chao i Chen, 2006).

Escherichia coli dio je normalne crijevne flore ovjeka, neophodna za probavu i sintezu tvari
za normalno funkcioniranje organizma kao sto je vitamin K. Iako se najceS¢e ne smatra
patogenim mikroorganizmom, odredeni sojevi su izrazito opasni po ovjeka. Mogu uzrokovati
urinarne infekcije, trovanja hranom, a neki sojevi proizvode enterotoksine koji uzrokuju
dijareju (Durakovi¢, 1996). Prisustvo enterobakterija pa tako i £. co/i u namirnicama indikator
je fekalnog zagadenja te nedovoljne higijene tijekom proizvodnje i Cuvanja hrane.

Brojni laboratoriji su pokrenuli istrazivanja o ekspresiji vrste Escherichia coli MG1655. Cijeli

njen genom je poznat te su na njemu vrSeni brojni eksperimenti. Na primjer navedeni soj E.



coli je sekvencioniran usprkos tomu Sto soj ima defekte rasta jer par mutacija koje sadrzava
su smatrane bezopasnim. U radu Suopene i sur. (2003) potvrdeno je da drugi sojevi £. coli Ciji
je DNA baziran na soju tipa MG1655 se mogu koristiti za izucavanje i mapiranje DNA

fragmenata i proteina te se tako omogucuje proucavanje vecine sojeva E. col.

= b

5 S =

8o a: lag faza
= Tefe b: log faza

c: stacionarna faza
d: log faza odumiranja

Slika 2. Prikaz faza rasta bakterija ( Anonymous 2, 2017)

Bakterijski Zivotni ciklus je podijeljen u 4 faze prikazane graficki na slici 2. iznad. Na svaku od
navedenih faza utjeCe niz faktora kao Sto su: temperatura, pH, aktivitet vode, prisutnost

plinova, osmotski tlak, prisutnost drugih mikroorganizama.

1. lag faza — prvu fazu karakterizira prilagodba bakterija na medij; dolazi do rasta stanica
i sinteze proteina i enzima; ocituje se blago smanjenje njihovog broja zbog nastalog
stresa, ali broj stanica uglavnom ostaje nepromjenjiv.

2. log faza — dolazi do eksponencijalnog rasta broja stanica, stanice se binarno dijele,
troSe hranjive tvari, a stvaraju otpadne tvari. Odvija se ubrzan, geometrijski rast broja
stanica dok ga dostupnost nutrijenata ne ogranici.

3. stacionarna faza — oznacava usporavanje faze rasta odnosno ravnotezu faze rasta i

ugibanja stanica. Dolazi do akumulacije otpadnih tvari, a faktori okruZenja stanice



poput temperature, aktiviteta vode, pH i dostupnosti nutrijenata ogranicavaju rast
broja bakterija. Duzina ove faze moZze biti do preko 30 dana ovisno o okruzenju stanice.
4. faza odumiranja — karakterizira ju eksponencijalno smanjenje broja stanica. Mrtve
stanice lizirane su autolitickim enzimima, a hranjive tvari i sadrzaj stanice se oslobada
u medij (Parker i sur., 2016). Uzrok smanjenu koli¢ine bakterija su: nedostatak

nutrijenata, nepovoljni energetski uvjeti i nagomilavanje metaboli¢kih nusprodukata.

2.3. Kurkumin

Kurkuma, lat. Curcuma longa je korjenasta biljka iz porodice dumbirovki (Zingiberaceae).
Porijeklom je iz toplih i vlaznih tropskih podrucja jugoistoCne Azije. Stabljika je uspravna visine
do 1 m, a listovi elipticnog oblika sa suzenjem pri vrhu. Cijela je biljka iskoristiva premda se
najviSe koristi rizom kojim se biljka vegetativho razmnoZzava. Rizom je cilindriCan s priraslim
segmentima, aromati¢an, iznutra je intenzivne zutonarancaste boje. Smatra se mocnim
prirodnim lijekom koji pomaZe u ocuvanju zdravlja i stoljeCima se koristi kao prirodni
konzervans u proizvodnji hrane (Peter, 2006).

Kurkumin izoliran iz biljke kurkuma, je zlatnozute boje Cesto koristen u Indiji ne samo za
zdravstvenu zastitu nego i za oCuvanje hrane te kao boja u tekstilnoj industriji. Kurkumin koji
daje Zutu boju kurkumi je prvi put izoliran prije dvjestotinjak godina, a njegova struktura kao
diferuloilmetana odredena je 1910. Kurkumin je hidrofobni polifenol izveden iz podzemnog
stabla (rizoma) biljke kurkuma, koji ima Sirok spektar bioloskih i farmakoloskih djelovanja.
Moze se dobiti ekstrakcijom iz zacina, ali se uglavnom proizvodi kemijskom sintezom. Kemijski
gledano kurkumin je bis-a,f nezasiceni B- diketon (1,7-diaril-hepta-1,6-dien-3,5-dion) koji
pokazuje keto — enolnu tautomeriju prikazanu na slici 3. U kiselom i neutralnom mediju je u
keto dominantnom obliku, a u luznatom mediju u stabilnom enolonom obliku. Topljiv je u
dimetil sulfoksidu (DMSO), acetonu i uljima. Kurkumin na trziStu sadrZi priblizno 77 %
diferuloilmetana, 17 % demetoksikurkumina i 6 % bisdemetoksikurkumina. Tradicionalno,
kurkuma je koristena za pomoc u lije¢enju mnogih bolesti, posebno kao protuupalni agens te
je kurkumin identificiran kao najvazniji aktivni sastojak kurkume (Anand i sur., 2007a).
Iscrpnim znanstvenim istrazivanjima utvrdena su njegova antioksidativna, protuupalna,

antimikrobna i antikancerogena svojstva.
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Slika 3. Kemijska struktura kurkumina u keto i enolnoj formi (Lee i sur., 2013).

Enol form

2.3.1. Primjena kurkumina i njegovih derivata

Kurkumin je prirodno bojilo koje se kao prehrambeni aditiv oznacava brojem E100 (Peter,
2006). Daje jarku zutu boju i pri vrlo malim dozama koje se obi¢no kre¢u u rasponu 5-200
ppm. Sladoled okusa vanilije sadrzava mjeSavinu kurkumina (200ppm) i norbiksina (12ppm)
te su stoga na trziStu dostupne mjesavine kurkumina da proizvod bude odgovarajuce boje.
Kurkumin se upotrebljava i kao zamjena za Safran iako postoji velika razlika u aromi.
Kurkumin izdvojen iz ucestalog zacina kurkume je stolje¢ima koristen kao lijek za mnoge
bolesti. Opsezna znanstvena istrazivanja u zadnjem desetljecu pokazala su moguénost
kurkumina da regulira stani¢ne procese i tako posjeduje preventivnu i terapijsku vrijednost u
lije€enju razliCitih bolesti. Kurkumin ima raznolik raspon ciljnih molekula na koje djeluje poput
transkripcijskih faktora, faktora rasta i njihovih receptora, citokina, enzima i gena koji reguliraju
apoptozu stanice.

Prema radu Jin i sur. (2014) kurkumin se pokazao prili¢no siguran i pri ve¢im dozama pri
njegovoj primjeni na zivotinjama poput Stakora. Primjenom kurkumina znatno se smanjila
sekundarna Steta u ve¢ ozlijedenoj lednoj mozdini Stakora te je sprijeCena pojava edema i
apoptoze. Slicno tomu efikasnost kurkumina u tretiranju razliCitih bolesti je takoder
dokumentirana. Njegova farmakoloSka sigurnost i efikasnost Cini ga snaznim spojem u
tretiranju i prevenciji Sirokog spektra ljudskih bolesti. U svom radu Tyagi i sur. (2015)
proucavali su utjecaj kurkumina na Cetiri bakterije koje kod ljudi uzrokuju bolesti
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalls, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa).
Istrazivanje je pokazalo kako kurkumin bakterijama ostecuje njihov zastitni vanjski omotac,

¢ine¢i ga propusnim. Time Stetne tvari iz okoliSa lakSe prodiru u stanicu te one postaju
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oslablienje i umiru. Kali i sur. (2016) istrazivanjem na biofilmovima pokazuju kako je
odgovarajudi antibiotik s kurkuminom imao jaca antibakterijska svojstva od samog antibiotika.
Zakljucili su da kurkumin djeluje sinergijski te se preporucuje kao potporna terapija uz terapiju
antibioticima.

Usprkos tomu kurkumin jos nije odobren kao terapijski lijek ponajvise zbog problema njegove
biodostupnosti. Razlozi smanjene biodostupnosti bilo koje tvari u tijelu najéeSce su niska
aktivnost te tvari u tijelu, njena slaba apsorpcija i velika brzina metabolizma. Radovi u zadnjih
trideset godina o apsorpciji, distribuciji, metabolizmu i izlucivanju kurkumina otkrivaju da brz
metabolizam i slaba apsorpcija kurkumina ozbiljno umanjuju njegovu biodostupnost. Smanjena
biodostupnost se ocituje i u niskim razinama u serumu, ograni¢enoj distribuciji tkivom te

kratkom poluzivotu eliminacije (Anand i sur., 2007b).

Razvojem analoga kurkumina, ferocenskih analoga s razlicitim aktivnim skupinama cilj je
utvrditi postoje li slicni ucinci koji se pripisuju i originalnom spoju kurkumina. Jedan od spojeva
koji se koristio za sintezu analoga kurkumina u ovom radu je ferocenski spoj, tocnije
ferocenilaceton, ranije poznat u literaturi (Fuentealba i sur., 2007). Ferocen karakterizira
»Sendvic struktura® sa atomom Zeljeza u sredini povezanog sa svih deset atoma ugljika. Zbog
svojih karakteristiCnih svojstava (stabilnost na zraku, topljivost u organskim otapalima,
netoksi¢nost, reverzibilne redoks karakteristike), ferocen je jedan od najvaznijih
organometalnih spojeva koji je nasao primjenu u raznim podrucjima. Ferocen i njegovi derivati
pokazuju antimalarijsku i antitumorsku aktivnost te se koristenje ferocena smatra alternativnim
pristupom smanjenja citotoksic¢nosti organskih farmakofora (Singg i sur., 2019; Snegur i sur.,
2014; Astruc 2017; Patra & Gasser, 2017). Ferocenski asimetricni kurkuminoid-pirazoli
sintetizirani su u Laboratoriju za organsku kemiju; Prehrambeno-biotehnololoSkog fakulteta,
SveucilisSta u Zagrebu. Struktura pripravljenih spojeva potvrdena je IR- i NMR-
spektroskopijom.

U naSem su istraZivanju koriStena 4 ferocenska analoga:

e ferocenski analog kurkumina: (E)-5-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-ferocenilpent-4-en-
1,3-dion (501)

e ferocenski kurkuminoid pirazol: (E)- 3(5)- [,3- (4- hidroksi-3- metoskifenil)- etenil]-
5(3)- ferocenil- 1H- pirazol (502)

e ferocenski kurkuminoid pirazol: (E)- 3(5)- [B- (4- hidroksi- 3- metoksifenil)- etenil]-
5(3)- ferocenil 1H- pirazol-1-il-(fenil)metanon (503)
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e ferocenski kurkuminoid pirazol: (E)- 3(5)- [B- (4- hidroksi- 3- metoksifenil)- etenil]-
5(3)- ferocenil- 1H- pirazol-1- il- (fenil) metanon (504).

Cilj rada bio je ispitati njihovo antimikrobno djelovanje u kombinaciji s tretmanom hladnom

plazmom.

3. MATERIJAL I METODE RADA

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Kemikalije za uzgoj stanica

o Agar, Biolife, Italija

e Hranjivi bujon, Biolife, Italija

¢ Kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO4), p.a., Kemika, Hrvatska

o Kalijev klorid (KCl) p.a., Kemika, Hrvatska

e Analozi kurkuminu:

ferocenski analog kurkumina: (E)-5-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-ferocenilpent-4-
en-1,3-dion (501)

ferocenski kurkuminoid pirazol: (E)- 3(5)- [,3- (4- hidroksi-3- metoskifenil)- etenil]-
5(3)- ferocenil- 1H- pirazol (502)

ferocenski kurkuminoid pirazol: (E)- 3(5)- [B- (4- hidroksi- 3- metoksifenil)- etenil]-
5(3)- ferocenil 1H- pirazol-1-il-(fenil)metanon (503)

ferocenski kurkuminoid pirazol: (E)- 3(5)- [B- (4- hidroksi- 3- metoksifenil)- etenil]-
5(3)- ferocenil- 1H- pirazol-1- il- (fenil) metanon (504)

¢ Natrijev hidrogenfosfat (Na,HPO4) p.a., Kemika, Hrvatska

¢ Natrijev klorid (NaCl) p.a., Kemika, Hrvatska
¢ 0,01 M otopina NaNO3

3.1.2. Laboratorijska oprema

Autoklav, INKO lab d.o.o., Hrvatska

Centrifuga Centric 150, 7ehtnica, Slovenija

Infracrveni termometar PCE-777, PCE Instruments, Velika Britanija
Laminar s UV lampom (30 W), Klimaoprema, Hrvatska
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e Mjerac protoka, Messer, Hrvatska

e Mjerac frekvencija, Eaton electric, Kanada

e Motor za plazma uredaj, 7echtop, SAD

e pH metar i konduktometar HI2020, Hanna Instruments, Rumunjska
e Stolna mijesalica SA8, Stuart, SAD

e Plazma jet, Institut za fiziku, Hrvatska

e 30 kV visokonaponski pulsni generator, Speliman, Velika Britanija

e Tehnica vaga, Sartorius, Velika Britanija

e Termostat, Instrumentaria, Hrvatska

3.1.3. Radni mikroorganizam

U ovom radu kao radni mikroorganizam koriStena je gram negativna bakterijska kultura
Escherichia coli MG1655-K12. Bakterijska kultura uzeta je iz zbirke mikroorganizama
Laboratorija za biologiju i genetiku mikroorganizama, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta,
SveudiliSta u Zagrebu te je Cuvana u zbirci mikroorganizama Laboratorija za procesno-

prehrambeno inzenjerstvo.

3.1.4. Hranjiva podloga za uzgoj bakterijskih stanica

Za uzgoj bakterijskih stanica koristen je neselektivni hranjivi bujon.

Priprema: Nakon otapanja 8 g praha u 1000 mL destilirane vode, podloga je sterilizirana 15
min pri temperaturi 121 °C i tlaku 1,01x10° Pa. Konacni pH otopine je iznosio 7+0,2.

Za pripravu Cvrste hranjive podloge u 8 g praha na 1000 mL destilirane vode dodano je 20 g
agar. Otopina je sterilizirana 15 min pri temperaturi 121 °C i tlaku 1,01x10° Pa te joj je konacni
pH iznosio takoder 7+0,2.

3.1.5. Fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffer Saline, PBS)

Otopina fosfatnog pufera pripremljena je otapanjem 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,62 g Na;HPO4x2H.0,
0,24 g KH2PO4 u 1 L destilirane vode. Vrijednost pH korigirana je sa 6 mol L HCI na 7,00.
Otopina je sterilizirana 15 min pri temperaturi 121 °C i tlaku 1,01x10° Pa.
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3.2. METODE RADA

3.2.1. éuvanje i odrzavanje bakterijskih kultura

Kultura bakterije £. coli cuvana je u 50% glicerolu u Eppendorf epruvetama na -20 °C, te je

precjepljivana svakih mjesec dana.

3.2.2. Priprema uzorka E. coli

Kultura je nacijepljena u sterilne plasti¢ne epruvete u sterilnim uvjetima u laminaru na nacin
da je 20 pL Ciste kulture iz 50% glicerola pipetirano u 10 mL neselektivnhog hranjivog bujona.
Nacijepljeni uzorci inkubirali su se 18 h pri 37 °C. Nakon toga provedeno je centrifugiranje pri
4000 okretaja u minuti (0 mint) kroz 10 minuta, nakon c¢ega se odlio supernatant te se u
uzorak pipetiralo 10 mL sterilne otopine PBS-a. Uzorak se vorteksirao te ponovno centrifugirao.
Navedeni postupak se ponovio 3 puta gdje se pri zadnjem centrifugiranju i odlijevanju

supernatanta odpipetiralo 10 mL sterilne destilirane vode.

3.2.3. Priprema uzorka za tretiranje hladnom plazmom

Pripremljen uzorak Ciste kuluture £. coli (10 mL) pomijeSan je sa 90 mL 0,01 M otopine
natrijevog nitrata elektricne provodljivosti 100 uS cm™. U navedeni uzorak dodano je 100 pL

zadane otopine kurkumina koncentracije 30 pmol mL™* te je takav tretiran hladnom plazmom.

3.2.4. Tretman kurkuminom

U pripremljeni uzorak pipetirane su otopine kurkumina koncentracije 30 pmol mL? te je
prac¢ena zona inhibicije i kinetika rasta.
Zona inhibicije: Na petrijevu zdjelicu nacijepio se 100 pL mikroorganizma E. colite se sterilno

rasprsSio po podlozi. Filtar papir veli¢ine 1x1 cm? uronio se u zadanu otopinu kurkumina

(pripremljenu u acetonu), posusio se kako bi ishlapio aceton te se postavio na prethodno
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nacijepljenu petrijevu zdjelicu. Filtar papir postavljen je u triplikatu. Petrijeva zdjelica se
inkubirala pri zadanim uvjetima te se ocitala zona inhibicije nakon 24 sata.

Kinetika rasta: U 4,9 mL neselektivhog bujona nacijepio se 0,1 mL pripremljene otopine
kurkumina koncentracije 30 umol mL* i 0,1 mL E£. coli. Pratila se kinetika rasta nacjepljivanjem

na podloge nakon 1, 3 i 24 sata.

3.2.5. Generiranje hladne plazme

U eksperimentu su koristena dva tipa hladne plazme: visokonaponsko elektri¢no praznjenje —
HVED plazma i plazma JET.

HVED plazma - definirani parametri su frekvencija (90Hz) i vrijeme tretiranja (3 i 6 min).
Prije tretiranja hladnom plazmom mjerena je pH vrijednost, a temperatura i broj poraslih
stanica mjerena je prije i poslije tretmana. Za generiranje plazme koristen je 30 kV pulsni
visokonaponski generator izlazne snage 1200 W i izlazne struje 40 mA. Generator je spojen
na kondenzator kapaciteta 0,75 nF, te serijski spojene otpornike ukupnog otpora 9,5 MQ.
Frekvencija od 90 Hz namjestena je preko mjeraca frekvencija i rotirajuce sklopke. Reaktor je
bio volumena 500 mL, s gumenim cepom s otvorima za elektrode. Konfiguracija elektroda u
reaktoru bila je postavliena u obliku tocka-plo¢a konfiguracije, odnosno s iglicnom
visokonaponskom elektrodom te elektrodom uzemljenja od nehrdajuceg celika.

Plazma je generirana uz hibridnom tipu reaktora (slici 4.) gdje se visokonaponska elektroda od
nehrdajuceg Celika (medicinska igla Microlance TM 3,81 cm) nalazi u tekucoj fazi kroz koju je
upuhivan plemeniti plin argon Cistoce 99,99% protoka 5 L h'. Elektroda uzemljenja nalazila se
u plinskoj fazi iznad razine tekudine. Takav tip reaktora omogucio je bolje mijeSanje uzorka te

generiranje plazme u mjehuri¢ima u tekucini i u plinskoj fazi.
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Slika 4. Prikaz hibridnog reaktora HVED plazme (vlastita fotografija)

Plazma jet - drugi dio eksperimenta proveden je pomodu plazma jet konfiguracije koju
moZemo vidjeti na slici 5. Kao izvor plazme koristen je atmosferski mlaz sa tri elektrode, end-
field mlazni tip, a operatvni plin bio je argon Cistoce 99,99%. Uredaj je sastavljen od teflonskog
kucista na koji su pricvrs¢ene 3 staklene kapilarne cjevcice duzine 7,5 cm, unutarnjeg promjera
0,1 cm i vanjskog promjera 0,15 cm. Unutar cjevcica su smjeStene bakrene elektrode promjera
100 pum te su pricvrséene na izvor visokog napona preko vakuum ¢vrste spojnice. Izvor napona
od 6 W daje 2,5 kV pri frekvenciji od 25 kHz-a. Realna struja iznosi 3 mA, a realna snaga
plazme iznosi 4 W. Na cjevCice je takoder spojen izvor argona Ciji se protok regulira

rotametrom. Namjesteni protok bio je 1 L h'!

Uzorci za oba tipa plazme izuzeli su se prije pocetka tretiranja te nakon tretmana od 3 i 6

minuta.
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Slika 5. Shematski prikaz konfiguracije plazme jet

3.2.6. Odredivanje temperature i provodljivosti

Mjerenje provodljivosti provodilo se na digitalnom pH metru i konduktometru (HI2020, Hanna
Instruments, Rumunjska) pri ¢emu su se elektrode uranjale u uzorak te se nakon stabilizacije
oCitala izmjerena vrijednost. Mjerena je vrijednost provodljivosti uzorka prije dodatka otopine
kurkumina i tretmana hladnom plazmom te je iznosila 100 puS cm™ za tretmane HVED plazmom
i plazmom jet. Temperatura je mjerena pomocu laserske sonde (Infracrveni termometar PCE-
777, PCE Instruments, Velika Britanija) kojom je odredena pocetna temperatura te

temperatura nakon 3 i 6 minuta svih uzoraka tokom oba tretmana plazmom.

3.2.7. Odredivanje broja stanica prije i nakon tretmana

Ukupan broj stanica odreden je prije i nakon oba tretmana (kurkuminom i hladnom plazmom)
kako bi se odredila redukcija u broju stanica. Broj Zivih stanica bazira se na porastu
pojedinacnih kolonija iz svake zive stanice, u ovom slucaju porast kulture £. coli. Bakterijske
stanice nacijepljene su na neselektivni hranjivi agar. Pripremljena su decimalna razrjedenja na
nacin da je za prvo decimalno razrjedenje otpipetiran volumen od 10 pL pocetnog uzorka u 90
Ml sterilne otopine PBS-a. Postupak decimalnih razrjedenja je ponavljan do sedmog
razrjedenja. Uzorci su nacijepljeni u triplikatu na nacin da se otpipetiralo 10 yL uzorka na
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hranjivu podlogu bez razmazivanja. Tako nacijepljene ploce inkubirale su se pri 37 °C kroz 24
h. Za svako razrjedenje odredila se srednja vrijednost, a ukupni broj izrazava se kao logaritam

broja stanica u mililitru suspenzije (logio broj stanica mL*).

4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1 Tretman kurkuminom — pracenje kinetike rasta E.coli

U ovom radu cilj eksperimentalnog dijela bio je odrediti utjecaj hladne plazme i analoga
kurkumina na inaktivaciju gram-negativne bakterije Escherichia coli MG1655 — K12. Prvi dio
eksperimenta je tretman uzorka bakterije s Cetiri razliCita ferocenska analoga kurkumina
koncentracije 30 pmol mL™*. Drugi dio eksperimenta ukljucuje utjecaj Cetiri razliita ferocenska
analoga kurkumina koncentracije 30 pmol mL* i hladne plazme na inaktivaciju bakterije
Escherichia coli MG1655 — K12.

Tablice 1-4. Rezultati pracenja kinetike rasta bakterije £. coli nakon tretmana sa analozima
kurkumina (501;502;503;504.)

Tablica 1. Utjecaj ferocenskog alaloga kurkumina (501) na inajtivaciju bakterije £. coli
tijekom 1, 3i 24 h.

Logio CFU broj
Uzorak 501 Broj stanica
stanica mL*!
E. coli (poCetni broj 4,8x107

7,68
bez kurkumina)
E. colinakon 1h 9,3x107 7,97
E. colinakon 3h nebrojivo /
E. colinakon 24h 3,5x10° 9,54
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Tablica 2. Utjecaj ferocenskog kurkuminoid pirazola (502) na inaktivaciju bakterije £. coli

Logio CFU broj

Uzorak 502 Broj stanica )
stanica mL™!
E. coli (pocetni broj
1x10° 6,00

bez kurkumina)

E. colinakon 1h 1x10° 5

E. colinakon 3h 3,167x107 7,5
E. colinakon 24 h 1x107 7,00

Tablica 3. Utjecaj ferocenskog kurkuminoid pirazola (503) na inaktivaciju bakterije E. coli

Logio CFU broj

Uzorak 503 Broj stanica
stanica mL!

E. coli (poc.broj
5,785x107 7,76

bez kurkumina
E. colinakon 1h 2,82x10° 6,45
E. colinakon 3h 1,067x107 7,03
E. colinakon 24 h 1,05x108 8,02

Tablica 4. Utjecaj ferocenskog kurkuminoid pirazola (504) na inaktivaciju bakterije £. coli

Logio CFU broj

Uzorak 504 Broj stanica
stanica mL*

E. coli (poc.broj
6,13x10° 5,79

bez kurkumina
E. colinakon 1h 1,51x10° 6,18
E. colinakon 3h 7,53x10° 6,88
E. colinakon 24 h 1,27x10° 9,10




Tijekom tretmana sva Cetiri uzorka su nacijepljena na hranjive podloge i inkubirana kako bi se
detektirao moguci porast kolonija bakterija. Inkubacija je provedena pri 37°C buduéi da tada
Escherichia coli odnosno njen enzimski sustav ima optimalnu aktivnost (Durakovi¢, 1996).
Inkubiranim uzorcima nakon 1, 3 i 24 h izraunata je srednja vrijednost broja poraslih kolonija.
1z prilozenih tablica (Tablica 1-4) u svim uzorcima je primije¢en porast broja poraslih kolonija
E. coli nakon inkubacije od 24 h. Uzorci 501 i 504 imaju najveéi porast pri ¢emu uzorak 4 ima
3,31 logio broj stanica mL* veci broj kolonija od pocetnog uzorka koji nije tretiran otopinom
kurkumina. U svim uzorcima nakon vremena inkubacije od 3 h broj poraslih kolonija je u
prosjeku iznosio 7,14 logio broj stanica mLSto je priblizno u odnosu na njihov prosjecan
pocetni broj od 6,81 logio broj stanica mLt. Medutim u uzorcima 502 i 503 vidljiv je pad broja
kolonija na podlogama koje su inkubirane jedan sat. Blago smanjenje nakon prvog sata
posljedica je toga da se stanice £. coli prilagodavaju na nove uvjete u lag fazi rasta.

4.1.1. Tretman kurkuminom — odredivanje zone inhibicije na

podlogama

Drugi dio tretmana kurkuminom je ocitavanje zone inhibicije nacijepljene podloge nakon 24
sata inkubacije. U svakom uzorku je koriStena Cista kultura £. colirasprSena po podlozi i u njoj

postavljen filter papiri¢ natopljen pripremljenim otopinama ferocenskih analoga kurkumina.

501. (E)-5-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-ferocenilpent-4-en-1,3-dion
502. (E)- 3(5)- [3- (4- hidroksi-3- metoskifenil)- etenil]- 5(3)- ferocenil- 1H- pirazol
503. (E)- 3(5)- B- (4- hidroksi- 3- metoksifenil)- etenil]- 5(3)- ferocenil 1H- pirazol-1-il-

(fenil)metanon
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504. (E)-3(5)- [B- (4- hidroksi- 3- metoksifenil)- etenil]- 5(3)- ferocenil- 1H- pirazol-1- il- (fenil)

metanon

Slika 6. £. coli + otopina kurkumina br.501 Slika 7. £. coli + otopina kurkumina
br.502

Slika 8. £. coli + otopina kurkumina br.503 Slika 9. £. coli + otopina kurkumina
br.504

Rezultati odredivanja zona inhibicije £. coli prikazani su na slikama7-10. Zona inhibicije
povrsine 1 cm? primijecena je kod uzoraka 501 i 503 na sva tri mjesta prethodno postavljenog
filter papira. Uzorak 504 zonu inhibicije ima vidljivu samo na jednom mjestu (donji desni dio
slike 9). Zona inhibicije nije vidljiva na uzorku 502. Na osnovu rezultata moZe se pretpostaviti
da uzorak 501 odnosno ferocenski analog kurkumina pokazuje inhibitorni ucinak. Od tri

ferocenska kurkuminoid pirazola uzorak 503 jedini inhibira porast kolonija £. col.
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4.2. Tretman hladnom plazmom

U drugom dijelu eksperimenta proveden je tretman uzorka Escherichia coli MG1655 — K12 sa
hladnom plazmom. Uzorak smo tretirali sa plazmom jet i HVED plazmom. Praceno je djelovanje
hladne plazme u kombinaciji sa prethodno navedenim spojevima slicnim kurkuminu pri
vremenu tretiranja 3 i 6 minuta. Proces se odvijao u atmosferskim uvjetima u reaktoru od 500
mL, sa argonom kao radnim plinom. Prije oba tretmana (HVED i jet plazma) u reaktor je
dodana jedna od Cetriju otopina kurkumina. Za svaku otopinu ferocenskg analoga kurkumina
uzet je uzorak prije tretmana hladnom plazmom te nakon vremena od 3 i 6 minuta. Rezultati
mjerene temperature prikazani su tabli¢no, dok su rezultati broja stanica prikazani graficki na
slikama 11 12.

Tablica 5. Izmjerene vrijednosti temperature nakon tretmana jet plazmom

501
vrijeme/min 0 3 6
temp./ °C 19,6 19,6 19,6
502
vrijeme/min 0 3 6
temp./ °C 19,3 21,7 21,9
503
vrijeme/min 0 3 6
temp./ °C 19,4 19,6 21,0
504
vrijeme/min 0 3 6
temp./ °C 19,1 20,8 21,5
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Slika 10. Utjecaj plazme jet i Cetiri razlicita ferocenska analoga kurkumina na inaktivaciju

(logio broj stanica mL™) stanica £. coliu ovisnosti o vremenu tretiranja (min)

Iz rezultata na slici 11 je vidljivo da je jet plazma u kombinaciji sa otopinama ferocenskih
analoga kurkumina minimalno reducirala kolonije £. coli. Otopina kurkumina 501 tijekom
tretmana od 3 i 6 minuta pokazala je najmanji pad broja poraslih kolonija od samo 0,18 logio
broj stanica mL. U ostalim uzorcima (502, 503 i 504) primije¢ena je redukcija broja kolonija
priblizno za 1 log logio broj stanica mL*. Uzorak 504 je pokazao najveci inhibitorni ucinak te
je nakon tretmana od 6 minuta doslo do 1,39 log logio broj stanica mL™* redukcije od odnosu

na isti uzorak ne tretiran hladnom plazmom.

Prema radu Homma i sur. (2013) krace udaljenosti poput par milimetara od igle koja rasprsuje
plazmu pokazale su se ucinkovitije u baktericidnom efektu prema E. coli. Temperatura u
reaktoru se povecavala sa trajanjem tretmana te je nakon Sest minuta tretmana bila 1,6 do
2,6 °C viSa u odnosu na temperaturu prije tretmana plazmom. U uzorku501 zabiljezen je
najmaniji porast temperature od 1 °C. Takva promjena temperature je ocekivana za plazmu

jet.
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Tablica 6. Rezultati nakon tretmana HVED plazmom

501
vrijeme/min 0 3 6
temp/ °C 19,6 27,7 34,1
502
vrijeme/min 0 3 6
temp./ °C 19,6 26,8 31,4
503
vrijeme/min 0 3 6
temp./ °C 19,6 27,5 32,6
504
vrijeme/min 0 3 6
temp./ °C 19,6 28,5 35,0
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Slika 11. Utjecaj visokonaponskog elektricnog praznjenja i Cetiri razliCita ferocenska analoga
kurkumina na inaktivaciju (logio broj stanica mL) stanica £ coli u ovisnosti o vremenu

tretiranja (min)

Nakon tretmana HVED plazmom sva Cetiri uzorka su nacijepliena na hranjive podloge i
inkubirana pri 37 °C u uvjetima rasta kako bi se detektirao moguci porast kolonija bakterija i
analizirala ucinkovitost primijenjene tehnologije. Na slici 12. prikazan je broj log-ova redukcije
poraslih kolonija bakterije u ovisnosti vremena tretiranja uzorka (prije tretiranja, nakon 3 i 6
min tretmana). Iz grafa se moze uoCiti da je u sva Cetiri uzorka broj logova redukcije poraslih
bakterija proporcionalan duljini tretiranja uzorka. Nakon 3 minute tretmana redukcija kolonija
E. coli redom se povecava od 1,02 logio broj stanica mL' kod uzorka 504 do redukcije od
2,34 logio broj stanica mL*! kod uzorka 501. Isti princip povecanja redukcije od 504 prema
501 uocen je nakon tretmana od 6 min. Tako da 501 nakon cijelog tretmana pokazuje najvecu
redukciju od 3,7 log logio broj stanica mL™.

Pocetna temperatura u reaktoru kod svih uzoraka od 19,6 °C je nakon tretmana iznosila iznad
30 °C. Konacne temperature nakon primjene HVED plazme znatno su viSe nego one nakon
tretmana jet plazmom. Konkretno uzorku 501 razlika temperatura nakon i prije tretmana iznosi

14,5 °C, dok za isti uzorak tretiran jet plazmom AT iznosi 0 °C. Prosjean AT svih uzoraka
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tretiranih HVED plazmom iznosi 13,67 °C, a za tretman jet plazmom iznosi 1,65 °C. Razlog
vece promjene temperature je u izvedbi samog reaktora pri ¢emu je za HVED plazmu koristen
pulsni visokonaponski generator. Tijekom stvaranja plazme elektricno polje prenosi energiju
na elektrone, a oni svoju energiju prenose na neutralne cestice putem sudara. Elasti¢ni sudari
ne dovode do promjene unutarnje energije, ali imaju ulogu u elektri¢noj vodljivosti plazme kao
i u apsorpciji elektromagnetskog zracenja (Braithwaite, 2000). Kod neelasti¢nih sudara dolazi
do prijelaza kineticke energije sudarajucih Cestica u unutrasnju energiju te kineticka energija
elektrona dovodi do promjene unutrasnjih stupnjeva slobode. Pretpostavlja se da su izrazeniji
porasti temperature pri tretmanu HVED plazmom rezultat neelasti¢nih sudara. Najvisa
temperatura nakon 6 minuta tretmana primijecena je u uzorku 504 i iznosila je 35,0 °C.
Prisutnost radikala kao stresnih parametara je glavni razlog redukcije broja kolonija £. coli.
Cho i sur. (2003) su u svojoj studiji pokazali izravnu korelaciju izmedu OH iona i brzine
inaktivacije Escherichie colj, sto pokazuje da je OH radikal primarna oksidiraju¢a vrsta
odogovorna za inaktivaciju £. coli. OH radikali formiraju se u hidratacijskom sloju oko DNA
molekule te izazivaju do 90 % ostecenja DNA (Thirumdas i sur., 2014).

Analozi kurkumina sa ferocenilskom skupinom pokazuju vecu aktivnost u suzbijanju radikala i
zastiti DNA od radikalima inducirane oksidacije. Pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost nego
tradicionalni analozi koji u svojoj strukturi sadrze hidroksilne grupe (Amalraj i sur., 2017).
Takoder kurkumin u istrazivanjima pokazuje izrazito sinergisticko djelovanje (Jin i sur., 2014;
Leeisur., 2013; Anand i sur., 2007). Usporedbom slike 11 i slike 12 primijeeno je da tretman
kurkumina u sinergiji sa hladnom plazmom pokazuje vecu ucinkovitost u redukciji broja stanica

E. coll.

26



5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. Tretman kurkuminom nije se pokazao ucinkovitim u redukciji broja kolonija £. coli.

2. Zone inhibicije nakon tretmana kurkuminom primijeCene su samo kod otopina
kurkumina br. 501 i 503. U ostala dva uzorka inhibicije nije bilo.

3. Tretman hladnom plazmom u kombinaciji sa kurkuminom je u odnosu na tretman
kurkuminom pokazao puno vecu ucinkovitost u redukciji Escherichie coli MG1655 —
K12.

4. Vrijeme tretiranja uzorka je ocekivano vazan ¢imbenik u tretmanu hladnom plazmom
te je s duljim trajanjem tretmana redukcija bila veca.

5. HVED plazma pokazala je vecu ucinkovitost pri inaktivaciji stanica £. coli naspram
tretmana sa plazmom jet. Tretmanom stanica E£. coli sa ferocenskim analogom
kurkumina (501) u kombinaciji sa HVED plazmom postignuta je najveca redukcija od
3,7 logio broj stanica mL™,

6. ViSe temperature svih uzoraka (13,67 °C u prosjeku za HVED u odnosu 1,65°C za jet
plazmu) ocitane nakon tretmana hladnom plazmom objasnjavaju se kao posljedica
neelasti¢nih sudara elektrona i neutralnih Cestica tijekom stvaranja plazme

7. Sinergistickim djelovanjem kurkumina i hladne plazme ostvaren je vedi inhibitorni

ucinak na bakteriju £. colinego tretmanima samo kurkuminom.
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