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1. UVOD

U novije vrijeme sve je veca potreba za primjenom inovativnih tehnologija koje omoguéuju
proizvodnju zdravstveno ispravnih proizvoda, a da se pritom ne narusava njihova nutritivna
vrijednost. Zato je sve ¢eS¢a primjena netoplinskih tehnika koje umanjuju negativan toplinski
u¢inak na nutritivni sastav namirnica. Zbog velike otpornosti nekih mikroorganizama kao sto
su Cryptosporidium i Giardia traze se nove metode koje zahtijevaju minimalno koristenje
kemikalija te su ekoloski prihvatljive. Pri koristenju dezinfekcijskih sredstava dolazi do stvaranja
potencijalno toksi¢nih nusprodukata koji su kao takvi nepozeljni u kontaktu s hranom. Ti
nedostaci doveli su do napretka u razvoju novih antimikrobnih tehnologija poput UV tretmana
(Sharifi-Yazdi i Darghahi, 2006). Ultraljubi¢asto (UV) zralenje je vrsta elektromagnetskog
zraCenja Cije se podrucje valnih duljina krece izmedu 10 i 400 nm. U istraZivanjima je najvecu
ucinkovitost i efektivnost u inaktivaciji mikroorganizama pokazao UV-C spektar svjetla, a
posebno pri valnoj duljini 260 do 265 nm (Gayan i sur., 2014). KoriStenjem pulsiraju¢eg UV
svjetla na zapakirane namirnice moguce je dobiti decimalnu redukciju mikroorganizma u iznosu
do 100% (Wekhof i sur., 2001).

Visoka ucinkovitost sterilizacije posljedica je ciljanog i momentalnog pregrijavanja koji unistava
mikroorganizme (Wekhof i sur., 2001), a produljenjem vremena tretmana kojim djelujemo na
mikroorganizme povec¢avamo efikasnost tretmana (Krishnamurthy i sur., 2004). Dezinfekcijski
mehanizam pulsirajuceg svjetla kao i sposobnost inaktivacije stani¢nih mikroorganizama i
virusa UV svjetlom je dobro poznata (Fine i Gervais, 2004). Do sada je ova tehnologija bila
ogranicena i koriStena u farmaciji, odrzavanju Cistoce i kvalitete vode te u medicini, a u novije
vrijeme je pokazala velik potencijal za sterilizaciju pakirane hrane ili pakiranih medicinskih
otopina (Wekhof, 2000).

Cilj ovog rada bio je ispitivanje inaktivacijskog ucinka tretmana pulsirajuéeg UV svjetla na Cistu
kulturu mikroorganizma Saccharomyces cerevisiae upakiranog u dvije vrste ambalaze
PP/Ac/PVDC i PPmet/PE. S obzirom na vrstu ambalaze i njezina svojstva pratili smo izgled,
fizicka oStecenja i temperaturu ambalaze te promjene u broju mikroorganizma i kemijskom

sastavu ambalaze prije i nakon tretmana UV svjetlom.



2. TEORIISKI DIO

2.1. UV svjetlo

Ultraljubi¢asto zracenje (ultraljubiasta svjetlost; UV prema engl. ultraviolet) je
elektromagnetsko zracenje cCije se valne duljine kre¢u izmedu 10 i 400 nm. Najpoznatiji izvor
takvog elektromagnetskog zracenja je Sunce, dok se takva vrsta zraenja takoder moze stvoriti
na Zemlji umjetnim putem najcesc¢e pomocu elektricnog luka (Krishnamurthy i sur., 2004).
Prema valnoj duljini UV svjetlost mozemo podijeliti na 3 podrucja koja imaju znacajan utjecaj
na ljude i njihovu okolinu, to su UV-A, UV-B i UV-C podrucje. UV-A podrudje ili dugovalno
podrucje karakterizirano valnim duljinama od 320 do 400 nm, UV-B ili srednjevalno podrucje
karakterizirano valnim duljinama od 280 do 320 nm, dok je UV-C ili kratkovalno podrucje
karakterizirano valnim duljinama u rasponu od 200 do 280 nm (Gayan i sur., 2014). U¢inak UV
svietla na geneti¢ki materijal mikroorganizma se smatra glavnim razlogom za mikrobnu
inaktivaciju iako se UV svjetlom mogu ostetiti i drugi dijelovi stanice poput proteina. UV-C
podrucje se smatra najletalnijim za mikroorganizme, osobito pri valnoj duljini izmedu 260 i 265
nm, jer pri toj valnoj duljini zracenje korelira s maksimalnom mogucnosti apsorpcije DNA
mikroorganizma (Kowalski, 2009). Istrazivanja su pokazala da purinske i pirimidinske baze u
nukleinskim kiselinama najviSe vezu UV zracenje u svoju strukturu pri ¢emu se unistavaju

kovalentne veze i dolazi do smrti stanice (Anderson i sur., 2000; Gayan i sur., 2014).

Pulsiraju¢e UV svjetlo je novija metoda koja nam omogucéava da u kratkom vremenskom
periodu inaktiviramo mikroorganizme predajuci im energiju koja se apsorbira na visoko-
konjugirane veze u proteinima i aminokiselinama pri ¢emu se narusava stani¢ni metabolizam
(Takeshita i sur., 2003). Djelovanje pulsirajuéeg UV svjetla zasniva se na kratkotrajnim
pulsevima svjetla jakog intenziteta Sirokog spektra te se to podrucje kreée od ultravioletnog

do blizeg infracrvenog podrucja (Lelas, 2006).

2.1.1. Nastanak pulsa

Pulsirajuce svjetlo se dobiva akumuliranjem elektricne energije koja dolazi iz gradske mreze.
Izvor gradske mreze mora zadovoljavati potrebe uredaja u iznosu su od 200 do 240 VAC,
monofazna, 50/60 Hz i 30A nominalno. Akumuliranje elektricne energije se dogada u dijelu
uredaja koji se naziva kondenzator (slika 1.) (Krishnamurthy i sur., 2004). Energija se
akumulira u kratkim djelicima sekunde te se zatim otpusta u mnogo kracem vremenu sto se

odraZava na povecanje snage. Svjetlo nastaje u kratkim pulsevima visokog intenziteta koji su
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oko 20 000 puta jaci od sunceve svijetlosti, a traju nekoliko stotina mikrosekundi (Lelas, 2006).
Koli¢ina energije svjetlosti koja pada na namirnicu izrazavamo u J/cm2. U istrazivanju koje su
proveli Wekhof i suradnici (2001) pokazalo se kako djelovanjem pulsirajuc¢eg UV svjetla tocnije
UV-C svjetla na mikroorganizme A. Nigeri B. Subtilis potrebna energija za njihovu inaktivaciju

varira izmedu 0,5i 1,5 J/cm?.

AC prekidaé izvor svietlosti
napajanje ~ kondenzatora
| —1 komora za obrada
DC ———kondenzator p/ﬁ!ﬁ; «— L
Korektor hapajanje .-u--_-;:‘ svietlo&éu
. hrana koja se
tretira

Slika 1. Shematski prikaz uredaja za obradu pulsiraju¢im svjetlom

Letalni ucinak svjetlosnih pulseva ovisi o valnoj duzini. Za obradu prehrambenih proizvoda
najéesée se koriste Citavi spektri ili samo odredeno valno podrucje, a svjetlosni pulsevi
induciraju fotokemijske i fototermicke reakcije (Chen i sur., 2015; Hierro i sur., 2009). Svjetlo
bogato UV zrakama izaziva fotokemijske promjene, dok ono vidljivog i infracrvenog podrucja
uzrokuje toplinske promjene (Wambura i Verghese, 2011). Velika koli¢ina energije dolazi
velikom brzinom na povrSinu namirnice djelujuci na tanki povrsinski sloj povisujuci temperaturu

koja uniStava stanice mikroorganizama (Lelas, 2006).

2.2. MIKROORGANIZAM Saccharomyces cerevisiae

Kvasac Saccharomyces cerevisiae jednostanicni je eukariot koji pripada carstvu Fungi i razredu
Ascomycetes. Nevidljiv je golim okom te je karakteristicnog okruglastog ili ovalnog oblika.
Kvasac se najbrze razmnozava pri temperaturama od 20-35°C, dok su za potrebe industrije ti
uvjeti specificniji i krecu se izmedu 28-33°C (Waters i sur., 2009). Tijekom uzgoja kvasca vrlo
bitnu ulogu ima i pH otopine u kojoj se uzgaja te je za uzgoj kvasca najpogodnija pH vrijednost
oko izoelektri¢ne tocke 6,0-7,0 (Grba, 2010).

Njegova sposobnost visoke fermentacijske aktivnosti i dobrog podnosSenja razli¢itih ekstremnih

uvjeta okoline koji su prisutni u industrijskim pogonima, dovela je do selekcije nekoliko sojeva
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kvasca s odredenim specifikacijama (Herskowitz, 1988). Modifikacije sojeva kvasaca su
napredovale do razine gdje mikroorganizam moze koristiti i druge vrste Secera kao Sto su
pentoze primjerice ksilozu. Iako je konzumacija ksiloze manja od glukoze pokazuje mogucnost
veceg iskoristenja razlicitin vrsta Secera s ciliem dobivanja alkohola etanola (Almeida i sur.,
2011). Razlikujemo vise vrsta kvasaca i s obzirom na vrstu kvasci se mogu koristiti u razli¢itim
dijelovima prehrambene industrije kao Sto su pekarska industrija, industrija pive i vina te
Zestokih alkoholnih pica (Grba, 2010).

Kvasac Saccharomyces cerevisiae je eukariotska stanica koja se sastoji od niza unutrasnjih
membrana i struktura koje nazivamo organeli i citoskelet (Duina i sur., 2014). Citoskelet se
sastoji od mikrotubula i ima vrlo vaznu ulogu u odrzavanju oblika stranice te povecanja
¢vrstoce i otpornosti stanice prema unutarstani¢cnom tlaku koji iznosi oko 10 bara (Ecker i sur.,
2006). Izgradnja stani¢ne stijenke je reguliran proces koji ovisi 0 napredovanju stani¢nog
ciklusa stanice (Klis i sur., 2006). Proteini u stani¢noj stijenki reguliraju rad stijenke ovisno o
okolisnim uvjetima. U nepovoljnim uvjetima ili prilikom osSteéenja stijenke enzimi u stani¢noj

stijenki zapocinju sintezu hitina koji ima ulogu u zastiti i obnovi stijenke (Teparic i sur., 2010).

UV svjetlo djeluje fotokemijski na proteine kao i na DNA te najveca apsorpcija UV zracenja od
strane proteina krece se u rasponu od 240 nm do 280 nm (Kowalski, 2009). Jezgra eukariotskih
stanica okruzena je dvostrukom membranom sa porama koje omogucuju prolazak materijala.
Pored membrane nalazi se sloZeni cjevasti sustav koji se naziva endoplazmatski retikulum cija
je uloga prijenos i dozrijevanje proteina. Endoplazmatski retikulum sastoji se od hrapavog ili
grubog dijela koji sadrzi ribosome u svojoj strukturi te ima ulogu u sintezi proteina, dok glatki
ne sadrzi ribosome i ima ulogu u sintezi lipida. Tvornicu energije u eukariotskim stanicama
¢ine mitohondriji. Mitohondriji su organele koje se nalaze u gotovo svim eukariotskim
stanicama i obavijeni su dvostrukom membranom. U mitohondriju se odvija jedan od
najvaznijih ciklusa u radu stanice, a to je ciklus limunske kiseline ili Krebsov ciklus kao i sinteza
adenozin trifosfata elektronskim transportom i oksidativnom fosforilacijom (Pagano, 1990).
Djelovanjem pulsirajuéeg UV svjetla na stanicu kvasca dolazi do osStedivanja genetskog
materijala stanice te do koaguliranja i raspadanja proteina. NajviSe utjecaja na raspad i
ostecenje genetskog materijala imaju pirimidini (timin i citozin) koji su jako fotoreaktivni
dusicni prstenovi za razliku od purina (adenin i gvanin). UV svjetlo djeluje na molekule timina
u DNA te dovodi do stvaranja timin dimera koji dovodi do inaktivacije stanice i nemogucnosti
razmnozavanja (Kowalski, 2009.). U prosjeku 80% pirimidina i 45% purina stvaraju UV

fotoprodukte Sto pokazuje fotosensibilnost pirimidina (Becker i Wang, 1989).



2.3. AMBALAZNI MATERIJAL

Ambalaza je laicki reeno bilo kakav materijal koji okruzuje neku namirnicu, stiti je od kvarenja,
produzuje rok trajanja same namirnice, Cuva kvalitetu proizvoda i inertan je (Turtoi & Nicolau,
2007). Najvedi razvoj ambalaze dogodio se u vrijeme industrijske revolucije kada su otkriveni
razliiti novi materijali kao Sto su aluminij i aluminijske posudice, posudice od valovitog kartona,
celofan, polistiren i dr. (Vujkovi¢ i sur., 2007). Takvi novi materijali povecali su kvalitetu
oCuvanja proizvoda i zadrzavanje nutritivnih svojstava namirnice. U danasnje se vrijeme zbog
ekonomskih i tehnickih razloga namirnice najéesce pakiraju u nepovratnu ambalazu (Vujkovi¢
i sur., 2007).

2.3.1. Ambalazni materijal PP/Ac/PVDC

PP/Ac/PVDC je kopolimerna ambalaza koja se sastoji od polipropilena, acetilnog sloja i
poliviniliden-klorida. Polipropilen ili PP je plastomer linearnih makromolekula. Dobiva se
koordiniranom polimerizacijom propilena uz prisutnost odgovarajué¢eg katalizatora. Tijekom
same polimerizacije dolazi do rasta ugljikovodi¢nog lanca ugradnjom monomernih jedinica
izmedu rastuéeg lanca i katalizatora. Za polimerizaciju se najCeS¢e koriste Ziegler-Natta
katalizatori i u samoj proizvodnji postoje razliCiti postupci dobivanja polimera sa promjenjivim
tehnickim izvedbama kao Sto su promijenjivi katalizatori, u sredini u kojoj se odvija
polimerizacija, nacinu kontrole molekulske mase i nacinu uklanjanja ataktickog polimera.
Polimerizacija se moze odvijati u samoj suspenziji, u plinovitoj fazi, u masi i u otapalu. Svi ti
postupci se mogu primijeniti i u kopolimerizaciji gdje se najceSée koristi polimerizacija u
suspenziji koja se odvija na temperaturama izmedu 45°C i 85°C i tlaku do 2 Mpa. Polipropilen
je najlaksi medu plasti¢nim polimerima gustoce 0.905 g/cm3. Zbog velike kristalnosti posjeduje
veliku rasteznu CvrstoCu i krutost. Ima izrazito visoku tocku taliSta pa se takav materijal moze
pasterizirati i sterilizirati zadrZavajuci visokoj rasteznoj Cvrstodi. Polipropilen posjeduje
izvanredna elektricna svojstva, kemijski je inertan, otporan na vlagu i mikronapukline, nije
stabilan na toplinu, elektromagnetska zracenja i kisik te se mora stabilizirati dodatkom
antioksidanasa i apsorbera UV zraka (Vujkovic¢ i sur., 2007). Osim dodataka ostalih polimera
kao Sto su polivinilden-klorid ili etilvinil-alkohola s ciliem povecanje kvalitete materijala i
smanjenjem propusnosti na kisik i vodenu paru moze se i koristiti protein zein iz kukuruza
(Dogan Atik i sur., 2008). U radu Spanjolskih znanstvenika pokazalo se da djelovanjem
pulsirajuceg UV svjetla na povrsine PE ambalaZe dolazi do znacajno velike ili potpune redukcije
mikroorganizama Sto odgovara navedenim karakteristikama ambalaze da je propusna za

elektromagnetsko zracenje (Pedrés-Garrido i sur.,2018). Poliviniliden-klorid ili PVDC je polimer
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nastao homopolimerizacijom i kopolimerizacijom te Cesto ulazi u sastav s drugim polimerima.
U krutom stanju lanci makromolekula su gusto slozeni u polimeru i zbog toga sam PVDC ima
izrazito visok stupanj kristalnosti 75%. Zbog visokog stupanja kristalizacije materijal ima vrlo
malu propusnost na plinove i vodenu paru. Zbog takvih svojstava izrazito se isti¢e od ostalih
polimera i najéeSce se koristi kao kopolimer. Kopolimeri PVDC imaju bolja svojstva nego
homopolimeri jer im je temperatura taliSta niza i olakSava se prerada takvog materijala.
Proizvodnja PVDC se odvija prema mehanizmu slobodnih radikala u emulziji ili suspenziji.
Posude za proizvodnju moraju biti izradene od nehrdajuceg celika jer PVDC je izrazito
korozivan i agresivan pri povisenim temperaturama zbog velikog udjela klora. Postupak je
diskontinuiran i provodi se na temperaturama od 30°C ili kontinuiran i ne prelazi 80°C. Zbog
izrazeno dobrih barijernih svojstava na plinove i vodenu paru te otpornosti na djelovanje masti
i ulja i izraZenu fleksibilnost, takav se materijal najCeSce koristi za pakiranje prehrambenih
proizvoda. Zadnja komponenta ambalazZe Cine celulozni derivati. Medu najceséim derivatima
ubrajamo acetilpropil celulozu i acetilbutil celulozu skraéeno Ac, dok u ovu skupinu takoder
spada i etil-celuloza ili EC. Ac derivati se najc¢esce koriste u proizvodnji polimernih materijala,
filmova i lakova (Vujkovic¢ i sur., 2007). Celuozni derivati jako ovise od vlastitom vodenom
sastavu te o vlaznosti okoline u kojoj se nalaze (Slavutsky i Bertuzzi, 2014). Veliki utjecaj
tretmana u inaktivaciji mikroorganizma ima debljina sloja ambalaze. Povecanjem sloja

ambalaZe smanjuje se ucinkovitost tretmana (Ha i sur., 2016).

2.3.2. Ambalazni materijal PPmet/PE

Ovaj ambalazni materijal sadrzi metalizirani polipropilen. Originalni polipropilen je jedan od
najlaksih polimera i zbog velike kristalnosti ima svojstvo velike rastezne cvrstoée i krutosti
materijala. Postupkom metalizacije takvog polimera dobivamo drugacija svojstva samog
materijala. Metalizacija je postupak u kojem se na povrsinu polimernog filma nanose metali u
tankom sloju s ciljem poboljSanja barijernih svojstava same ambalaze (Vujkovi¢ i sur., 2007).
Zbog metalizacije smanjuje se propusnost ultravioletnog i vidljivog elektromagnetskog spektra
za vise od 90%, a dobiveni materijal je jednake propusnosti na plinove i vodenu paru
(Boudenne i sur., 2005). Za izradu takve ambalaze najcesSce se koristi postupak vakuumske
metalizacije odnosno podtlacno metaliziranje gdje se pod snizenim tlakom film prelazi preko
bubnja za hladenje gdje se kondeziraju pare aluminija ili nekog drugog metala koje sublimiraju
iz same kupke. Takav film se namotava uredajem i nakon zavrSenog ciklusa otvara se

vakuumska komora i vadi namotaj metaliziranog filma. U sastavu ove ambalaze nalazimo i



polietilen ili PE. Polietilen je jedna od najjednostavnijih makromolekula ugljikovodicnog lanca i
spada u skupinu najvaznijih i najpoznatijih polimera u danasnje vrijeme. U industriji se
proizvodi polimerizacijom etilena i sastoji se od mnogo istih jedinica koje su medusobno
povezane u veliku lancastu strukturu. Sama svojstva polietilena ovise o njegovoj strukturi,
uvjetima polimerizacije i dodacima. PE ne mora nuzno biti linearna molekula, ve¢ se neki
vodikovi atomi u lancu mogu zamijeniti s kra¢im ili duljim ugljikovodi¢nim lancima. Takvo
grananje molekula moze uzrokovati smanjenje stupnja kristalnosti same molekule, Sto dovodi
do stvaranja molekula razlicitih fizickih svojstava (Lagaron i sur., 2004).

Pokazalo se da ambalaza u tretmanu pulsiraju¢im UV svjetlom ima veliki utjecaj na smanjenje
efektivnosti i ucinkovitosti istog te ovisno o sastavu ambalaze ima vedi ili manji utjecaj
(Haughton i sur., 2011).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizam

U ovom radu koristen je kvasac Saccharomyces cerevisiae ATCC 204508, dobiven iz
Laboratorija za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica, Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

3.1.2. Uredaji

Pri izradi eksperimentalnog dijela ovog rada koristeni su sljedeci uredaii:

e Uredaj za pulsirajue UV svjetlo (Xenon Model Z-1000 Pulsed Light System,
Wilmington,MA 01887 USA)

e infracrveni mjera¢ temperature InfraRed Thermometer, PCE-777, PCE Instruments,
USA

e DSC uredaj ( Netzsch DSC 214 Polyma, Njemacka)

e centrifuga (Tehtnica Centric 150, Slovenija)

¢ inkubator (Benchmark, My TEMP Mini Digital incubators, Kina)

e lemilica za pripremu ambalaze (Audion Elektro, Type 421 SK-2, Nizozemska)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema mikroorganizma Saccharomyces cerevisiae

Volumen od 10 pL mikroorganizma se nacjepljuje u 10 mL prethodno sterilizirane tekuce
podloge Malt ekstrakta te se kvasac smjesta 24 sata na 32°C u inkubator (Benchmark, My
TEMP Mini Digital incubators, Kina). Nakon inkubacije uzorak se dvostruko prociSéava i
centrifugira 10 minuta na 1000 okretaja. ProciS¢avanje se provodi nakon svake centrifuge na
nacin da se gornji tekudi dio odlijeva i dodaje 10 mL sterilne destilirane vode. Nakon zadnje
centrifuge uzorak se homogenizira te se uzima 10 uL uzorka koji se koristi za pripremu
razrjedenja u rasponu od 10! do 10 koja se nacjepljuju na krutu hranjivu podlogu Malt

ekstrakt agar i koriste za dokazivanje prisutnosti mikroorganizama prije i nakon tretmana.



Ostatak homogeniziranog uzorka se odlijeva u ambalazu i zatvara u sterilnim uvjetima te se

tretira pulsirajucim UV svjetlom.

3.2.2. Odredivanje temperature

Digitalnim infracrvenim termometrom odredivana je temperatura svih zapakiranih uzoraka
prije i poslije tretmana. Mjerenje se provodi direktnim pozicioniranjem uredaja iznad uzorka

te ocitanjem temperature na zaslonu uredaja.

3.2.3. DSC analiza uzorka

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija je tehnika kod koje se prikazuje ovisnost toplinskih
efekata i temperature. Toplinska svojstva polimernog materijala su prije i nakon tretmana
ispitana na Diferencijalnom motridbenom kalorimetru DSC 214 Polyma u atmosferi dusika
protoka 60 ml mint. DSC analiza provedena je prema metodi opisanom u radu Kljusuri¢ J. G.
(2003). Polimerni materijal je usitnjen i stavljen u aluminijske posudice te je posudica
zatvorena aluminijskim poklopcem. Prosje¢na masa uzorka u posudicama je bila do 10 mg.
Nakon smjestaja u uredaj uzorci su zagrijavani u intervalu od 40 °C do 200 °C te zatim do 340
°C uz brzinu zagrijavanja od 10 °C min. Postignuta temperatura 340 °C zadrzavana se 10

minuta, te se potom uzorci hlade do pocetne temperature brzinom hladenja -10 °C min™.

3.2.4. Odredivanje izgleda ambalaze

Odredivanje izgleda ambalaze se provodi tijekom eksperimenta pra¢enjem izgleda ambalaze
prije i poslije tretmana pulsirajuéim UV svjetlom. Tijekom tretmana dolazi do zagrijavanja
ambalaze te se mogu javiti velika oStecenja i uzrokovati uniStavanje uzorka.
Parametri izgleda su sljededi:

e bez ostecenja - ambalaza kojoj se izgled nije promijenio, nema diskoloracije

e sa oStecenjem - ambalaza kojoj se izgled jako promijenio, velika oSte¢enja ambalaze

te promjene u boji ambalaze

Slika 3. prikazuje primjer oStecene ambalaze PP/Ac/PVDC nakon tretmana pulsiraju¢im UV
svjetom kod uzorka PPAc3-15.

Slika 4. prikazuje primjer ostecene ambalaze PPmet/PE nakon tretmana pulsirajuéim UV
svjetlom kod uzorka PPmet7-60.



Slika 3. Primjer oSte¢ene PPmet/PE ambalaze nakon tretmana udaljenost=4,65 cm i

vrijeme=15 sec (vlastita slika)

Slika 4. Primjer oSte¢ene PP/Ac/PVDC ambalaze nakon tretmana udaljenost= 9,75 cm i

vrijeme=60 sec (vlastita slika)

3.2.5. Provodenje eksperimenta

Pripremljeni uzorak kulture mikroorganizma Saccharomyces cerevisiae volumena 10 mL u
sterilnim je uvjetima napunjen u polimernu ambalazu dimenzija 4x8 cm u obliku paketiéa.
Formirana ambalaza s uzorkom se stavlja u uredaj za pulsirajuce UV svjetlo te se tretira prema
dva varijabilna parametra. Definirani parametri eksperimentalnog rada prikazani su u tablici 1.
Jacina tretmana pulsirajuéim UV svjetlom proporcionalna je manjoj udaljenosti od izvora
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zraCenja te produljenjem vremena tretmana. Pri manjim udaljenostima potrebno je koristi
tretmane kraceg vremenskog trajanja inace ¢e doéi do velikih oStecenja ambalaze i termalnog

raspada uzorka.

Tablica 1. Prikaz definiranih parametara eksperimentalnog rada za uzorak od 10 mL (v

oznacava odradene uzorke)

Udaljenosti od izvora Vrijeme [sec]

[cm] 5 sec 15 sec 30 sec 60 sec
1,9 cm v v
4,65 cm v v v
7,23 cm v v v
9,75 cm v v v v
13,65 cm v v v v
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu predmet istrazivanja bila je inaktivacija mikroorganizma tretmanom pulsirajuéim
UV svjetlom. Kvasac Saccharomyces cerevisiae je odabran zbog jednostavnosti uzgoja,
nepatogenosti i pogodnosti za provedbu modelnih istrazivanja. UobiCajeno se inaktivacija
mikroorganizama provodi primjenom poviSene temperature ili primjenom kemijskih agenasa,
ali se u novije vrijeme istrazuje primjena pulsirajuéeg UV svjetla zbog njegovog dezinfekcijskog
mehanizma pri kojem ne dolazi do znacajnog poviSenja temperature uzorka te time ne dolazi
do narusavanja nutritivnih svojstava prehrambenog proizvoda.

Cilj ovog rada bio je odrediti najpogodniji tretman za inaktivaciju upakiranog mikroorganizama
pulsiraju¢im UV svjetlom kao i dokazati uspjesSnost inaktivacije upakiranog mikroorganizma
Saccharomyces cerevisiae nakon tretmana u prozirnoj PP/Ac/PVDC i neprozirnoj PPmet/PE

ambalazi.

4.1. Utjecaj tretmana pulsirajuéim UV svjetlom na promjenu broja

mikroorganizama i izgled ambalaze

U provedenim istrazivanjima koristili smo kvasac otopljen u vodenoj otopini, zapakiran u dvije
razliCite ambalaze. Ambalaza je tretirana elektromagnetskim zracenjem u UV spektru
pulsirajuéim nacinom rada uredaja te se takvoj tretiranoj ambalazi mijerila temperatura,
prisutnost mikroorganizma i izgled ambalaze kako bi se odredili optimalni uvjeti tretmana.

Nakon provedenih istrazivanja rezultati analiza prikazani su u tablicama 2. do 5.
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Tablica 2. Prikaz rezultata izgleda ambalaze, udaljenosti uzorka od izvora, vrijeme i
temperatura prije (PT) i nakon (NT) tretmana u ambalazi PP/Ac/PVDC

Izgled UdaljenostVrijeme Temperatura[°C] Temperatura[°C]

Uzorak .
ambalaze [em] [sec] PT NT
PPAc1-5 bez ostecenja 1,9 5 22,8 30,8
PPAc1-15 bez ostecenja 1,9 15 22,3 32,4
PPAc3-5 bez oste¢enja 4,65 5 22,5 30
PPAc3-15 bez oste¢enja 4,65 15 22,7 37,1
sa
PPAC3-30 _ 4,65 30 22,4 82,4
ostecenjima
PPAC5-5 bez oste¢enja 7,23 5 22,5 28,4
PPAc5-15 bez oste¢enja 7,23 15 22,7 38,6
PPAc5-30 bez oste¢enja 7,23 30 22,4 48,2
PPAcC7-5 bez oste¢enja 9,75 5 22,5 25
PPAc7-15 bez oste¢enja 9,75 15 22,7 43,6
PPAc7-30 bez oste¢enja 9,75 30 22,4 52,6
sa
PPAc7-60 9,75 60 22,5 66,2
ostecenjima
PPAc10-5 bez oste¢enja 13,65 5 22,7 33,6
PPAC10- L
15 bez osteCenja 13,65 15 22,4 35,6
PPAC10- o
bez osteCenja 13,65 30 22,5 59,1
30
PPAc10- sa
o 13,65 60 22,4 62,2
60 ostecenjima
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Tablica 3. Prikaz rezultata broja mikroorganizma prije (PT) i nakon (NT) tretmana u ambalazi

PP/Ac/PVDC

Uzorak logCFU mL™? logCFU mL™?
(PT) (NT)

PPAc1-5 6,91 0
PPAc1-15 7,16 0
PPAc3-5 5,46 0
PPAc3-15 5,75 0
PPAc3-30 7,22 0
PPAcC5-5 5,04 0
PPAC5-15 6,11 0
PPAc5-30 6,63 0
PPAc7-5 7,67 0
PPAc7-15 7,14 0
PPAc7-30 7,35 0
PPAc7-60 6,82 0
PPAc10-5 7,63 0
PPAc10-15 7,77 0
PPAc10-30 7,45 0
PPAc10-60 6,82 0
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Tablica 4. Prikaz rezultata izgleda ambalaZe, udaljenosti uzorka od izvora, vrijeme i

temperatura prije (PT) i nakon (NT) tretmana u ambalazi PPmet/PE

Uzorak Izgled Udaljenost Vrijeme Temperatura[°C]Temperatura[°C]
ambalaze [em] [sec] PT NT
PPmet1-5 sa oStecenjima 1,9 5 20,4 24,1
PPmet1-15 sa ostecenjima 1,9 15 20,4 28,1
PPmet3-5 bez ostecenja 4,65 5 20,6 24,5
PPmet3-15 sa ostecenjima 4,65 15 20,6 24,7
PPmet5-5 bez ostecenja 7,23 5 20,6 22,9
PPmet5-15 bez ostecenja 7,23 15 20,6 37,5
PPmet5-30 sa ostecenjima 7,23 30 20,5 33,4
PPmet7-5 bez ostecenja 9,65 5 22,3 26,2
PPmet7-15 bez ostecenja 9,65 15 22,3 33,2
PPmet10-5 bez ostecenja 13,65 5 22,4 30,1
PPmet10-15 bez ostecenja 13,65 15 22,5 36,8
PPmet10-30 bez ostecenja 13,65 30 22,4 28,8
PPmet10-60 sa osteCenjima, 13,65 60 22,5 68
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Tablica 5. Prikaz rezultata broja mikroorganizma prije (PT) i nakon (NT) tretmana u ambalazi

PPmet/PE
Uzorak logCFU logCFU
mLt (PT) mL(NT)

PPmetl1-5 8,86 8,67
PPmet1-15 8,93 8,73
PPmet3-5 8,23 8,48
PPmet3-15 8,57 8,71
PPmet5-5 8,60 8,72
PPmet5-15 7,06 7,26
PPmet5-30 7,25 7,51
PPmet7-5 7,56 6,88
PPmet7-15 7,17 7,07
PPmet10-5 7,51 7,17
PPmet10-15 8,06 7,43
PPmet10-30 9,35 7,18
PPmet10-60 8,26 7,69

1z rezultata provedenog eksperimenta vidljivo je kako djelovanje pulsirajuceg UV svjetla dovodi
do zagrijavanja uzorka neovisno o udaljenosti od izvora svjetla. Kod uzorka PPAc3-30
postignuto je najvece zagrijavanje u iznosu od 60°C u odnosu na pocetnu temperaturu te
ovakav tretman dovodi do oStec¢enja ambalaze Sto je vidljivo iz Tablice 2. Najvece zagrijavanje
u drugoj ambalazi postignuto je kod uzorka PPmet10-60 i to za 45,5°C Sto je vidljivo iz Tablice
4. Krishnamurthy i suradnici (2004-) su u svom istrazivanju pokazali da djelovanjem
pulsiraju¢eg UV svjetla u kraéim vremenskim tretmanima dovodi do blagog zagrijavanja koje
proporcionalno raste s produljenjem vremenskog trajanja tretmana, Sto je u skladu s
dobivenim rezultatima. Izgled ambalaze kod velikog zagrijavanja najcesc¢e je popracen
ostecenjima zbog velike osjetljivosti na temperature. U svom istrazivanju provedenom na
slicnim ambalaznim materijalima Keklik i suradnici (2010:) navode kako nemetalizirani
materijali poput PP/Ac/PVDC podnose viSe temperature, Sto je u skladu s dobivenim rezultata
iz kojih se moze zakljuciti kako je PP/Ac/PVDC ambalaza unato€ osStecenjima otpornija na
povisene temperature nego PPmet/PE ambalaza.
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Iz dobivenih rezultata nakon provedenih tretmana vidljivo je kako inaktivacija mikroorganizma
znacajno ovisi 0 ambalaZi u kojoj se uzorak nalazi. Ambalaza PP/Ac/PVDC je propusna za
ultraljubicasto i vidljivo elektromagnetsko zraCenje te je iz Tablice 3. je kako je u prosjeku
pocetni broj mikroorganizama 6-7 logCFU mL* dok na kraju tretmana dobivamo uzorak bez
prisutnih mikroorganizama.

Iz rezultata prikazanih Tablicom 5. vidljivo je kako PPmet/PE ambalaZa nije propusna za
elektromagnetsko zracenje te pri tretmanu UV pulsirajuéim svjetlom u toj ambalaZzi ne dolazi
do inaktivacije mikroorganizama. Broj kvasca je nakon tretmana u metaliziranoj ambalazi
priblizno jednak pocetnom broju te moze doci do blagih odstupanja kao Sto je vidljivo u Tablici
5. Pad broja mikroorganizama u nekim od tretmana za ovu vrstu ambalaze uzrokovan je
stvaranjem rupa u ambalazi zbog velike osjetljivosti na temperature i direktnim djelovanjem
elektromagnetskog zraCenja na uzorak. Zbog metalizacije ambalaze dolazi do redukcije
propusnosti elektromagnetskog zracenja za vise od 90% Sto dovodi do smanjenja efikasnosti
tretmana. Takoder, pokazalo se da decimalna redukcija mikroorganizama ovisi 0 sastavu

ambalaze te parametrima tretmana (Keklik i sur., 2010).

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju uspjesnost djelovanja pulsiraju¢eg UV svjetla u inaktivaciji
mikroorganizama. Sli¢ni rezultati dobiveni su u istraZivanju provedenom u Skotskoj gdje su se
koristile razli¢ite vrste mikroorganizama ukljuCujuéi i kvasac Saccharomyces cerevisiae.
Tretman se provodio bez prisutnosti ambalaze i mjerio se broj pulseva koji uredaj predaje
mikroorganizmu odnosno energija potrebna za redukciju mikroorganizma. Pri 550nm i 100
pulseva (1 puls po 1 sekundi) dobivena je decimalna redukcija od 5ili 6 logCFU mL! u odnosu
na pocetni broj (Rowan i sur., 1999).

Usporedivanjem parametara iz istraZivanja koji su proveli Rowan i suradnici (1999) i ovog
eksperimentalnog rada u kojem je koristeno priblizno 100 pulseva u tretmanu i pri ve¢oj valnoj
duljini od 550 nm mozZemo potvrditi znacaj u koriStenju pulsiraju¢eg UV svjetla u inaktivaciji
razliCitih vrsta mikroorganizama.

Uzimajuéi u obzir ambalazu koja se koristi do inaktivacije mikroorganizma moze doci i na
povrsini ambalaze. Uzimanjem briseva sa povrSine ambalaze nakon tretmana gdje rezultati
pokazuju da nema rasta mikroorganizam dolazimo do zakljucka da je tretman uspjeSan i na
povrsini ambalaze.

Sli¢an eksperiment provodili su Chen i suradnici (2015) gdje su koristili razliCite vrste ambalaze
kao Sto su nehrdajuéi Celik, PVDC, papirnati-polietilen, metaliziranu ambalazu i sli¢no, te su
tretirali inokuliranu povrsinu takvih ambalaza sa pulsiraju¢im UV svjetlom. Vrlo veliki znacaj za

uspjesnost inaktivacije imaju reflektivnost povrsine i kemijski sastav ambalaze. Zakljudili su da
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prisutnoS¢éu odnosno odsutnosScu benzenskih prstena u ambalazi kao UV funkcijske grupe u
kemijskom sastavu ambalaze dolazi do smanjene odnosno povecane propusnosti ambalaze na
UV svjetlo (Chen i sur., 2015). U istrazivanju je broj pulseva iznosio izmedu 1 i 30 te takvi
parametri takoder dovode do redukcije razliite vrste mikroorganizma za vrijednosti 3,5-4,5
logCFU mL*! za ambalaze koje sadrze benzenske prstenove odnosno 7 logCFU mL? za
ambalazu koja ne sadrzi benzenske prstenove i omogucuje prolazak elektromagnetskog

zracenja.
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4.2. DSC analiza ambalaze

Diferencijalna motridbena kalorimetrija (DSC) je toplinska metoda kojom se mijeri razlika
toplinskog toka izmedu uzorka i referentnog materijala tijekom izlaganja materijala
kontroliranom temperaturnom programu i atmosferi. DSC mijeri apsorbiranu odnosno
otpustenu topline iz materijala kao funkciju temperature ili vremena (izotermno), tj. omogucuje
odredivanje vaznih toplinskih karakteristika kao Sto su taliste i vreliste, te druge temperature
prijelaza, temperaturu staklastog prijelaza i temperaturu kristalizacije. Takoder omogucava i
neka kvantitativna mjerenja kao Sto su odredivanje specificnog toplinskog kapaciteta, topline
vaporizacije, polimerizacije ili kristalizacije (Lukas i LeMaire, 2009 ; Stark i Jaunich, 2011).
Nakon provedenih tretmana UV pulsiraju¢im svjetlom, provedena je DSC analiza ambalaZznih
materijala te su dobiveni rezultati prikazani u Tablici 6 i Tablici 7.

Tablica 6. Prikaz rezultata DSC analize za pikove (signal) taljenja i hladenja i entalpije taljenja
i hladenja za netretirani uzorak te uzorke Ciji parametri tretmana su navedeni u tablici za
ambalazu PP/Ac/PVDC.

Uzorak T:[°C] T, [°C] AH:[Ig] AH:, [1g7]
Netretirani 167,6 108,4 85,5 -77,66
PPAc1-5 168,1 108 61,86 -52,86
PPAc3-60 167,3 108,3 75,39 -63,17
PPAc5-5 168,2 108,4 67,09 -60,98
PPAc5-30 167,5 108,6 77,52 -70,19
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Tablica 7. Prikaz rezultata DSC analize za pikove (signal) taljenja i hladenja i entalpije taljenja
i hladenja za netretirani uzorak te uzorke Ciji parametri tretmana su navedeni u tablici za

ambalazu PPmet/PE.

Uzorak T: [°C] Th[°C]  AH:[Jg1] AH: [Jg1]
Netretirani 130,8 114,7 108,9 -108,8
PPmetl1-5 129,9 1144 108,7 -112,5
PPmet3-15 130,9 114,1 97,4 -97,19
PPmet5-30 130,1 113,7 100,6 -101
PPmet5-60 130,8 114,0 113,2 -113,2

DSC metoda je izrazito osjetljiva metoda kojom se mogu odrediti vrlo male strukturne
promjene u razli¢itim vrstama materijala (Lorenzo i sur., 2011). Takoder zbog izrazito visoke
osjetljivosti metode moguce je identificirati i kvantificirati nepoznate komponente u uzorku. To
nam omogucuju karakteristicne krivulje uzoraka odnosno karakteristine tocke taljenja i
kristalizacije uzoraka u fazi taljenja i hladenja (Majewsky i sur., 2016) Usporedujuci sve
tretirane uzorke u odnosu na referentni netretirani uzorak moze se uociti kako su povrsine
ispod pika, izrazene vrijednostima entalpije, manje od vrijednosti entalpije netretiranog uzorka.
Najveda razlika u vrijednostima entalpija taljenja i hladenja netretiranog uzorka moze se
primijetiti kod uzorka PPAc1-5 te ona iznosi 23,64 Jg* kod entalpije taljenja i 24,8 Jg* kod
entalpije hladenja za ambalaZni materijal PP/Ac/PVDC. Za drugi ambalaZni materijal uoCavamo
najvece odstupanje od netretiranog uzorka PPmet3-15 te ona iznose 11,5 Jg* kod entalpije
taljenja i -11,61 Jg* kod entalpije hladenja. Vrijednosti entalpije iz rezultata nam opisuju
potrebnu energiju koju je potrebno prenijeti sustavu kako bi uzorak presao iz jedne fazu u
drugu, odnosno iz krutine u tekucinu i obratno. Vrijednosti temperatura taljenja i kristalizacije
nakon tretmana su priblizne vrijednostima netretiranog uzorka. Razliciti polimeri pri poviSenim
temperaturama mogu promijeniti svoju strukturu i podvrgnuti se izotermalnoj kristalizaciji. Na
promjenu pikova temperatura tijekom taljenja i hladenja moZe doéi do blagih odstupanja od
referentnih vrijednosti zbog prisutnosti sitnih Cestica razlicitih veli¢ina i oblika. Takoder na
pikove i temperature taljenja i hladenja mogu utjecati udjeli ostalih komponenti i aditiva
(Majewsky i sur., 2016)

Sli¢ni rezultati dobiveni su u istrazivanju koje su proveli Majewsky i suradnici (2016) medutim
ambalaza koju su koristili je jednostavan monofilm PP, PVC i PE dok su nasa istrazivanja
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provedena na sloZenim kopolimernim materijalima. Rezultati dobiveni u njihovom istrazivanju
pokazali su da PP i PE ambalaza kao monomeri imaju nize tocke taljenja nego od PVC ili PU
materijali koji su takoder monomeri. U nasem istrazivanju mozemo uoditi veliku razliku u
temperaturama taliSta i hladenja izmedu ambalaznih materijala gdje slozenija i slojevita
ambalaza PP/Ac/PVDC ima za otprilike 37°C vecu tocku taljenja nego ambalaza PPmet/PE. Kao
Sto je i prije navedeno, slojevitost i slozenost polimera i kopolimera znacajno utjece na
temperaturne tocke taljenja i hladenja te potrebnu energiju za prelazak iz jednog stanja u
drugo. Takoder u istrazivanju Paukkeri i Lehtinen (1993) pokazalo se da povec¢anjem udjela
molekulske mase u PP-kopolimerima utjeemo na povecanje temperaturne tocke taljenja i
hladenja. Na izgled krivulja u DSC analizi najveci utjecaj ima udio polipropilena u kopolimerima
te ako je iznad 80% dobivamo krivulje s jednim pikom. U PP/Ac/PVDC DSC analizi uo¢avamo
da krivulja sadrzi samo jedan pik, dok za PPmet/PE imamo 3 razliCita pika. Mozemo zakljuciti
da u ambalaZi PP/Ac/PVDC najviSe je zastupljen polipropilen u iznosu ve¢em od 80%, dok za
drugu ambalaZu to ne vrijedi (Paukkeri i Lehtinen, 1993).

Na Slikama 5. i 6. mozemo uociti razliku u broju pikova za ambalazu PP/Ac/PVDC i PPmet/PE.
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Slika 5. Termogram DSC analize ambalaznog materijala PP/Ac/PVDC za uzorak PPAc5-30
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Slika 6. Termogram DSC analize ambalaznog materijala PPmet/PE za uzorak PPmet5-30
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5. ZAKLJUCAK

1)

2)

3)

9)

Tretmanom pulsiraju¢im UV svjetlom na mikroorganizam Saccaromyces cerevisiae,
provedena je uspjesna inaktivacija kvasca u ambalazi PP/Ac/PVDC, dok u ambalazi
PPmet/PE nije doSlo do inaktivacije kvasca. Potvrdena su svojstva ambalaznih

materijala na propusnost elektromagnetskog zracenja

Uvjeti pri kojima dolazi do potpune inaktivacije kvasca pulsirajuéim UV svjetlom kod
ambalaze PP/Ac/PVDC su pri definiranom vremenskom periodu od 5-30 sekundi i svim
udaljenostima od izvora zracenja. OgraniCavajudi faktor je izgled ambalaze koji sadrzi
oStecenja kod tretmana duljih od 30 sekundi. Kod ambalaze PPmet/PE nije doslo do
inaktivacije mikroorganizma zbog nepropusnosti materijala na elektromagnetsko

zraCenje stoga bi takva ambalaZa bila pogodna za pakiranje fermentirane hrane.

Iako je tijekom tretmana pulsiraju¢im UV svjetlom primijeCeno kako pri manjoj
udaljenosti od izvora zraCenja i duljim tretmanima dolazi do najvecih zagrijavanja i
osSteCenja na ambalazi, DSC analizom ambalaznog materijala prije i nakon tretmana

vidljivo je kako je doSlo do minimalnih promjena u strukturi ambalaze nakon tretmana.

Na osnovu provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata iz razlicitih tretmana
pulsiraju¢im UV svjetlom na kvasac Saccaromyces cerevisiae moguce je zakljuciti kako

je pulsirajuce UV svjetlo tehnika pogodna za Siroku primjenu u prehrambenoj industriji.
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Izjava o izvornosti

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

Luka Ivanesic¢



