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Visoki hidrostatski tlak, ultrazvuk i pulsirajuce elektri¢no polje pripadaju novim metodama

procesiranja hrane &ija primjena, najée$ce u kombinaciji s toplinom ili medusobnoj kombinaciji,

omogucava postizanje odgovarajuc¢e mikrobioloske kvalitete uz minimalne gubitke prirodnih svojstava

namirnica. Primjena sve tri metode je intenzivno proucavana na mlijeku kao mediju te je objavljen

veliki broj radova sa obecavaju¢im rezultatima vezanim uz inaktivaciju mikroorganizama. Medutim,

mnostvo provedenih istraZivanja rezultiralo je spoznajama koje se odnose na promjene u mineralnom

sastavu mlijeka, denaturaciju proteina sirutke, promjene na ostalim sastojcima poput mlije¢ne masti

te promjene u mehanizmima grusanja mlijeka. Cilj ovoga rada je pruziti pregled o promjenama koje

visoki hidrostatski tlak, ultrazvuk i pulsirajuce elektri¢no polje izazivaju na pojedinim sastojcima mli-

jeka te kako iste mogu doprinijeti pobolj§anjima pojedinih procesa u mljekarskoj industriji.

Kljucne rijeci: visoki hidrostatski tlak, ultrazvuk, pulsirajuée elektri¢no polje, mlijeko, svojstva

Uvod

U danasnje vrijeme potrosaci su sve bolje osvi-
jesteni i educirani o vaznosti pravilne prehrane te
njezinoj ulozi u prevenciji poremecaja uzrokovanih
stresom i ubrzanim nacinom Zivota. Stoga medu
najvaznije kriterije pri odabiru namirnica spada-
ju zasigurno visoka nutritivna vrijednost i ocuvana
organoleptic¢ka svojstva, ali i ekoloski aspekt proi-
zvodnje, pri ¢emu konvencionalne metode konzer-
viranja hrane ne mogu u potpunosti zadovoljiti iste,
pa se u zadnjih nekoliko godina intenzivno razvija
koncept minimalnog procesiranja hrane. Ovaj kon-
cept podrazumijeva primjenu minimalno invazivnih
ili neinvazivnih metoda obrade hrane poput visokog
hidrostatskog tlaka, mikrovalova, ultrazvuka, pulsi-
rajuceg elektri¢nog polja i ultraljubitastog zralenja,
a u svrhu postizanja sigurnosti hrane i konzerviranja
namirnica uz maksimalno ocuvanje njihovih prirod-

nih svojstava. Osim toga, nove metode procesiranja
hrane odlikuju se manjom potro$njom energije, kra-
¢im trajanjem tehnologkog postupka te manje $tet-
nim utjecajem na okoli§. Pri tome su najintenzivnije
istrazivane primjena visokog hidrostatskog tlaka, ul-
trazvuka i pulsirajuceg elektri¢nog polja pojedinac-
no, kao i u kombinaciji jedna s drugom. Mnoge od
tih studija radene su na mlijeku koje je vrlo pogodan
medij za provodenje ispitivanja obzirom na vrstu i
dizajn opreme koja se trenutno koristi. Osim toga,
tijekom konvencionalne toplinske obrade mlijeka
dolazi do odredenih nepozeljnih promjena poput
inaktivacije odredenih nativnih enzima, denaturaci-
je proteina sirutke i pojave aroma po kuhanom mli-
jeku te gubitka termolabilnih vitamina poput vita-
mina C. Svrha ovog rada je pruzZiti pregled promjena
koje se dogadaju na pojedinim sastojcima mlijeka
uslijed primjene odredenih novih metoda procesi-
ranja hrane.
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Visoki hidrostatski tlak

Visoki hidrostatski tlak je metoda procesiranja
hrane s visokim potencijalom da se zadovolje svi
zahtjevi koje trenutno namecu trendovi razvoja u
prehrambenoj industriji. Naime, obrada visokim hi-
drostatskim tlakom s jedne strane pruza mogucnosti
proizvodnje namirnica sa maksimalno o¢uvanim pri-
rodnim svojstvima, a s druge strane tako obradene
namirnice odlikuju se produljenim rokom trajnosti
u odnosu na iste proizvedene konvencionalnim me-
todama obrade, pa je i dobit ve¢a (McClements i

sur., 2001).

Visoki hidrostatski tlak je metoda koja podra-
zumijeva obradu namirnice tlakovima izmedu 50 i
1000 MPa u trajanju od nekoliko sekunda do neko-
liko minuta. Svrha njegove primjene je djelomi¢na
ili potpuna zamjena toplinske obrade poput procesa
pasterizacije i sterilizacije. Industrijska oprema razvi-
jena u svrhu primjene visokog hidrostatskog tlaka u
obradi namirnica primjenjuje se za diskontinuirane
procese. Danas postoji preko 156 razli¢itih indu-
strijskih postrojenja maksimalnog kapaciteta otpri-
like 690 L u kojima je instalirana primjena visokog
hidrostatskog tlaka u svrhu proizvodnje oko ukupno
300.000 tona pasteriziranih proizvoda (Jelici¢ i
sur., 2010; Knorr i sur., 2011).

Visoki hidrostatski tlak jedna je od rijetkih no-
vih metoda procesiranja koja se ve¢ i komercijalno
primjenjuje u prehrambenoj industriji, pri cemu joj
zaleci sezu u Japan, a nakon toga intenzivno se poce-
la koristiti u SAD-u i Europi (Norton i Sun, 2008).
Primjeri prehrambenih proizvoda u &ijoj je preradi
koristen visoki tlak su sok od narance UltiFruit®,
proizvodaca Pernod Ricard Company iz Francuske,
pire avokada (Guacamole) proizvodata Avomex
Company iz Teksasa u SAD-u, te narezana kuhana

$unka $panjolskog proizvodaca Espuna (Yaldagard i
sur., 2008).

Primjena visokog hidrostatskog tlaka u mljekar-
skoj industriji istrazivana je najvise u svrhu inaktiva-
cije mikroorganizama i nativnih enzima, produljenja
trajnosti kozjeg sira, smanjenja trajanja faze zrenja
sireva, te za prevenciju prekomjernog zakiseljavanja
jogurta (Devlieghere i sur., 2004; Fandino-Lopez,
2006).

Mikrobiocidni uc¢inak visokog tlaka zasniva se
na oStedenju stani¢nih stijenki i membrana, te unu-
tarstani¢cnom djelovanju poput inhibicije sinteze

proteina, uniStenja ribosoma, inaktiviranja stani¢nih
enzima ili promjena na razini genetskih mehanizama
(Huppertz i sur., 2006).

Tako je mlijeko bila prva namirnica na kojoj se
pocela istrazivati primjena visokog hidrostatskog tla-
ka, na trzi$tu jos uvijek ne postoje mlije¢ni proizvodi
u Cijoj je proizvodnji ta metoda primijenjena. Jedan
od glavnih razloga za to jest utjecaj visokog hidrostat-
skog tlaka na promjenu sastojaka i svojstava mlijeka
(Jeli¢i¢ isur., 2010).

Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na proteine
i mineralne tvari mlijeka

Jedna od glavnih promjena koje izaziva primjena
visokog hidrostatskog tlaka jesu promjene u veli¢ini
micela kazeina. Tretiranje mlijeka tlakovima izmedu
100 i 200 MPa ne izaziva promjene u strukturi i veli-
¢ini kazeinskih micela, medutim tretiranje tlakovima
od 250-310 MPa u trajanju iznad 15 minuta dovodi
do povecanja micela kazeina, $to je najvjerojatnije
posljedica udruZivanja pojedinih submicela i frakcija
kazeina nakon prethodnog razbijanja istih na manje
dijelove. Do razbijanja kazeinske micele vjerojatno
dolazi uslijed otapanja micelarnog kalcijevog fosfa-
ta, te zbog kidanja hidrofobnih veza i naruSavanja
elektrostati¢nih interakcija medu submicelama (Ke-
ssler, 2002; Huppertz i sur., 2006; Harte i sur.,
2007). S obzirom na taj pretpostavljeni mehanizam,
dolazi i do povecanja razine nemicelarnog kazeina u
mlijeku $to je pri temperaturama skladiStenja mli-
jeka (0-5 °C) ireverzibilna promjena, dok je duljim
Cuvanjem pri 20 °C reverzibilna.

Uslijed promjena koje nastaju na micelama ka-
zeina, dolazi i do promjene u mineralnom sastavu
mlijeka. Naime, disocijacijom micela oslobada se i
otapa kalcijev fosfat zbog ¢ega se povecava razina
iona kalcija i fosfata u mlije¢nom serumu $to rezul-
tira snizavanjem pH vrijednosti mlijeka. Ova pojava
je takoder ireverzibilna pri temperaturama do 5 °C,
dok je duljim ¢uvanjem pri 20 °C reverzibilna (Hu-
ppertz isur., 2006).

Tretmani visokim hidrostatskim tlakom uzro-
kuju i promjene na proteinima sirutke. Tako se pri-
mjerice oko 90 % fB3-laktoglobulina prisutnog u mli-
jeku denaturira djelovanjem tlaka jakosti 400 MPa.
3-laktoglobulin u denaturiranom obliku zatim se
preko slobodnih sulthidrilnih skupina veZe na mice-
le kazeina. S druge strane, a-laktalbumin se poka-
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zao puno otpornijim na djelovanje tlaka te je njegova
denaturacija zabiljeZena tek primjenom tlakova oko
600 MPa (Kresi¢, 2005; Jeli¢i¢ i sur., 2010; Mar-
janovic isur., 2011).

Rodiles-Lopez i sur. (2008) pratili su promje-
ne funkcionalnih svojstava a-laktalbumina primje-
nom kombinacije tlakova od 200, 400 i 600 MPa i
umjerenih temperatura (25, 40 i 55 °C) pri ¢emu
su takoder mijenjali pH modelne otopine u raspo-
nu od 3,0 do 9,0. Pokazalo se kako je tretman pri
600 MPa i temperaturi 55 °C u trajanju 10 minuta te
kod pH 7 pozitivno utjecao na topljivost, stabilnost
pjene i emulzirajuca svojstva o-laktalbumina. Osim
toga, primijeceno je kako su emulzirajuca svojstva
i sposobnost stvaranja pjene znatno pobolj$ana pri-
mjenom visokih vrijednosti tlaka kod svih pH vrijed-
nosti, §to je suprotno ucinku kojeg visoki tlak ima
na f3-laktoglobulin. Pretpostavlja se da sva navedena
poboljsanja funkcionalnih svojstava a-laktalbumina
proizlaze iz povecanja topljivosti do koje dolazi dje-
lovanjem visokog hidrostatskog tlaka.

Huppertz i sur. (2004b) zakljucili su kako su
B-laktoglobulin i a-laktalbumin u sirutki kao mediju
otporniji na denaturaciju induciranu djelovanjem vi-
sokog hidrostatskog tlaka nego ako se nalaze u mli-
jeku. Razlog tomu je vjerojatno odsutnost kazeinskih
micela i kolidnog kalcijevog fosfata u sirutki, koji u
mlijeku poti¢u denaturaciju navedenih frakcija pro-
teina sirutke.

Medutim, pokazalo se kako promjene na struk-
turi proteina sirutke izazvane djelovanjem visokog
tlaka, ukoliko se smatraju nepozeljnim, mogu biti
gotovo u potpunosti izbjegnute dodavanjem sredstva
za blokiranje sulfhidrilnih skupina u mlijeko kao $to
je primjerice N-etilimid (Fandino-Lopez, 2006;
Bouaouina i sur., 2006).

Padierenos i sur. (2009) ispitivali su utjecaj
visokog hidrostatskog tlaka na neka funkcionalna
svojstva koncentrata proteina sirutke koji se doda-
je u proizvodnji tuc¢enog vrhnja sa smanjenim udje-
lom mlije¢ne masti. SvjeZa sirutka je koncentrirana
primjenom membranskog procesa ultrafiltracije do
udjela suhe tvari 8,23 %, te potom pasterizirana na-
kon cega je slijedio tretman visokim tlakom jacine
300 MPa u trajanju 15 min. Tako dobivenom koncen-
tratu ispitivani su viskoznost, sposobnost pjenjenja
i maksimalno pjenjenje te je od strane 57 panelista
provedeno senzorsko ocjenjivanje. Optimalno vrije-

me tulenja za ispitivane recepture je bilo 3 minute.
Osim toga, vrhnje koje je sadrzavalo koncentrat pro-
teina sirutke tretiran visokim hidrostatskim tlakom
pokazalo je vecu stabilnost i bolja senzorska svojstva.
Stoga je ova skupina autora zakljucila kako tretman
visokim tlakom moze povecati primjenu koncentrata
proteina sirutke u proizvodnji tu¢enog vrhnja sa sma-
njenim udjelom masti.

Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na mlijecnu mast

U raznim istrazivanjima pokazalo se kako pri-
mjena visokog hidrostatskog tlaka ne izaziva znacaj-
ne promjene u velitini globula mlije¢ne masti (Hu-
ppertz i sur., 2006), iako su Garcia-Amezquita
i sur. (2009) tretmanom mlijeka tlakovima od 400
i 500 MPa u trajanju 0-20 min. postigli povec¢anja
promjera masnih globula vjerojatno uslijed njihovog
medusobnog povezivanja. Isto tako, moze do¢i do
vezanja denturiranih proteina sirutke na membrane
masnih globula pa se i na taj nacin povecava njiho-
va veli¢ina. Nadalje, primjenom tlakova od 100-250
MPa mlije¢na mast postaje kremastija u odnosu na
netretirano mlijeko ili mlijeko tretirano tlakovima
od 400-600 MPa. Ta se pojava povezuje s promjena-
ma nastalim na imunoglobulinu M (IgM) i lipopro-
teinima koji sudjeluju u mehanizmima udruZivanja
mlije¢nih globula u vece nakupine, §to moze utjecati
na skradivanje vremena potrebnog za zrenje kiselog
vrhnja (Huppertz i sur., 2006; Kessler, 2002).

Osim toga, visoki hidrostatski tlak moZe uzro-
kovati promjene u mehanizmu kristalizacije mlije¢-
ne masti pa tako u vrhnju obradenom visokim hi-
drostatskim tlakom dolazi do kristalizacije masti pri
vi§im temperaturama nego u vrhnju obradenom pri
atmosferskom tlaku. Razlog tomu vjerojatno je povi-
Senje temperature faznog prijelaza iz &vrstog u teku-
Ce stanje koje se deSava pod utjecajem visokog tlaka
(Huppertz i sur., 2006).

Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na ostale
sastojke i svojstva mlijeka

Pokazalo se da su enzimi mlijeka ve¢inom ot-
porni na djelovanje tlaka umjerenih jakosti (do 400
MPa) pa i tu ¢injenicu treba istaknuti (Huppertz i
sur., 2006). Medutim, Moatsou i sur. (2008) po-
stigli su vrlo dobru inaktivaciju proteolitickih enzi-
ma plazmina i katehpsina D primjenom tlakova 200,
450 i 600 MPa u kombinaciji s temperaturama od
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20, 40 1 55 °C. Pri tom se najotpornijim na djelova-
nje tlaka pokazao katehpsin D i njegova inaktivacija
je postignuta tek primjenom visih vrijednosti tlakova
(450 i 600 MPa) pri 55 °C. S druge strane, plazmin
je bio znacajno inaktiviran ve¢ pri sobnim tempera-
turama. Prema zaklju¢cima autora (Moatsous i sur.,
2008) postignuta inaktivacija te prijelaz plazminoge-
nih aktivatora iz kazeina u mlije¢ni serum vjerojatno
e pozitivno utjecati na prinos sira, pozeljne proteoli-
ticke procese tijekom zrenja sira i o¢uvanje kvalitete
UHT-steriliziranog mlijeka.

Obzirom da visoki hidrostatski tlak utjece na
razli¢ite sastojke mlijeka, te promjene uzrokuju dalj-
nje promjene kao $to su promjene u trajanju enzi-
matskog grusanja, stupnju geliranja, &vrstodi nasta-
log gela, te sposobnosti nastalog gela da zadrZi vodu
(Fandino-Lopez, 2006., Huppertz i sur., 2006.,
Anema, 2010). Tako u proizvodnji sira moze dodi
do ubrzanog ili usporenog nastanka grusa ovisno o
intenzitetu pojedinih promjena na proteinima. Poka-
zalo se da tretmani vrijednostima tlaka od 100 do
300 MPa uzrokuju smanjenje vremena potrebnog za
gruSanje mlijeka pomocu odgovarajuc¢ih enzimatskih
pripravaka, dok tlakovi iznad 400 MPa ne utje¢u na
trajanje gruSanja. Isto tako, trajanje enzimatskog gru-
Sanja se skracuje ukoliko se mlijeku prije tretmana
tlakovima vrijednosti od 250 MPa dodaju N-etili-
mid ili kalijev jodat (tvar koja oksidira sulfhidrilne
skupine) odnosno ukoliko se uklone proteini sirutke
(Huppertz i sur., 2006). Podesavanje pH vrijednosti
mlijeka prije tretmana visokim tlakom takoder moze
uzrokovati promjene u trajanju enzimatskog grusa-
nja §to se povezuje sa utjecajem pH na denaturaciju
proteina sirutke (Arias i sur., 2000). Cvrstoca tako
nastalog sirnog grusa veca je ukoliko je mlijeko tre-
tirano tlakovima od 100 do 600 MPa, pri ¢emu se
maksimalno povedanje &vrstoée postize djelovanjem

tlakova od 250 do 400 MPa.

Opcenito su prihva¢ena dva mehanizma zbog
kojih dolazi do promjena u enzimatskom sirenju mli-
jeka i to:
¢ denaturacija f3-laktoglobulina i njegovo vezanje na

micele kazeina mogu utjecati na enzimatsku hidro-
lizu x-kazeina $to moZe sprijediti povezivanje sub-
micela u sekundarnoj fazi grusanja;

razgradnja kazeinskih micela uslijed djelovanja vi-
sokog tlaka moZe povecati povr$inu na kojoj dola-
zi do medusobnih interakcija ¢ime se poboljsava
udruZivanje parakazeinskih micela.

U konacnici promjene u gruSanju mlijeka ovise
o razmjerima u kojima dolazi do pojave svakog od na-
vedenih mehanizama (Huppertz i sur., 2006). De-
naturacija R-laktoglobulina uzrokovana djelovanjem
visokog tlaka i njegovo vezivanje na micele kazeina
rezultira povecanjem udjela f3-laktoglobulina u grusu
odnosno u siru proizvedenom iz mlijeka obradenog
visokim tlakom. Time dolazi do povecanja prinosa
sira, $to se postize primjenom tlakova jakosti 300
MPa. S druge strane, povecanje udjela 3-laktoglobu-
lina u grusu sira moze rezultirati smanjenom sinere-
zom odnosno smanjenim izdvajanjem sirutke $to se
u pravilu smatra nepoZeljnom pojavom, jer se time
povecava udio vode u grusu odnosno siru (Hupper-
tz i sur., 2004a). Obrada mlijeka za sirenje tlakom
jakosti 400 MPa u trajanju 10-15 minuta pokazala se
optimalnim reZimom, obzirom da omoguéuje pove-
¢anje prinosa sira za oko 10 % bez vedeg negativnog
utjecaja na udio vode u gru$u i bez znacajnog gubitka
proteina izdvajanjem sirutke. S druge strane, ovaj re-
Zim povoljno je utjecao na skraéivanje vremena enzi-
matske koagulacije mlijeka te na rast i razmnoZzavanje
sirarskih starter kultura (Huppertz i sur., 2004c).

Nadalje, Messens i sur. (1998) ispitivali su pri-
mjenu visokog hidrostatskog tlaka jacine 100 do 400
MPa u svrhu ubrzavanja soljenja sira tipa Gouda. Tre-
tmani su trajali od 30 minuta do 4 sata, a pokazalo
se da je brzina apsorpcije soli rasla proporcionalno
povisenju tlaka. Medutim, tretman tlakom od 300
MPa u trajanju 50 minuta uzrokovao je razbijanje
mreZe para-kazeinskih micela te otpustanje znacajni-
jih koli¢ina peptida i proteina, poglavito B-kazeina, u
sirutku.

Visoki hidrostatski tlak pokazao se vrlo dobrom
potencijalnom metodom obrade u proizvodnji sire-
va obzirom da omogucava kontrolu mikrobioloske
kvalitete, ali i skracuje trajanje zrenja utjecajem na
aktivnost odredenih enzima (Trujillo i sur., 2000).

Obrada mlijeka visokim hidrostatskim tlakom
rezultira odredenim pozitvnim ucincima i u proi-
zvodnji jogurta kao $to su primjerice povecanje brzi-
ne i intenziteta kiseljenja mlijeka, mlijeko koagulira
pri vi§im pH vrijednostima, nastaje gel vece &vrstoce
te se sinereza javlja u manjoj mjeri, jer je u samom
jogurtu povecan udio proteina sirutke (Fandino-
Lopez, 2006., Huppertz i sur., 2006).

Dakle, visoki hidrostatski tlak pokazao se ne
samo obecavaju¢om metodom $to se ti¢e ulinka
konzerviranja, ve¢ i u smislu pobolj$anja pojedinih
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procesa u mljekarskoj industriji. Medutim, potrebno
je jos dalje istraZivati njegov utjecaj na neke sastojke
poput laktoze, o ¢emu trenutno ne postoji puno po-

dataka.

Ultrazvuk

Ultrazvuk se odnosi na zvu¢ne valove frekven-
cije iznad 20 kHz koji nastaju uslijed mehanickih vi-
bracija, a karakteriziraju ga amplituda (A), frekven-
cija (f), valna duljina (X) i koeficijent atenuacije (a).
Prilikom prolaska tih valova kroz teku¢inu dolazi do
naizmjeni¢ne kompresije i ekspanzije medija zbog
promjene tlakova (Butz i Tauscher, 2002; Bron-
dum isur., 1998; McClements i sur., 1995).

Pri tom se ovisno o namjeni razlikuju ultrazvuk
niskog i visokog intenziteta. Ultrazvuk niskog inten-
ziteta odnosi se na intenzitete manje od 1 W/cm?
i frekvencije vise od 100 kHz, a primjenjuje se za
razli¢ite analiticke metode te primjerice za kontrolu
pakiranja prehrambenih proizvoda. Ultrazvuk viso-
kog intenziteta odnosi se na intenzitete vise od 1 W/
cm? i frekvencije izmedu 18 i 100 kHz, a primjenjuje
se u svrhu inaktivacije i redukcije broja mikroorgani-
zama (Knorr i sur., 2004).

Ukoliko je amplituda ultrazvu¢nog vala dovolj-
no velika, javlja se kavitacija - fenomen odgovoran
za mikrobiocidni u¢inak ultrazvuka. Ovaj fenomen
moZe se objasniti nizom iducih procesa: uslijed ope-
tovanih izmjena tlakova nastaju mijehuri¢i plina cija
veli¢ina raste tijekom svakog ciklusa, sve dok ne po-
stignu kriti¢nu veli¢inu unutar koje energija ultrazvu-
ka nije dovoljna da bi se zadrzala plinovita faza u mje-
huri¢u te oni implodiraju. Svaka implozija mjehuric¢a
se ponasa kao lokalizirana “vruca tocka” pri Cemu se
razvijaju vrlo visoke temperature (iznad 5000 °K) i
tlakovi (oko 50 MPa) (Sala i sur., 1995; Patist i
Bates, 2008; Cameron i sur., 2009).

Takav snazan raspad i pojave koje nosi sa sobom
smatraju se odgovornim za uniStavanje stani¢nih
stijenki i izazivanje smrti stanica mikroorganizama.
Mikrobiocidni u¢inak ultrazvucne kavitacije ukljucu-
je razbijanje nakupina mikroorganizama, izazivanje
napuknuda stani¢nih stijenki, modificiranje unutar-
stani¢nih mehanizama te povecavanje osjetljivosti
na djelovanje topline (Fellows, 2000, Cameron i
sur., 2009). Osim toga, iznimno visoke temperatu-
re i tlakovi nastali implozijom mjehuri¢a mogu iza-
zvati raspad vodene pare na OH™ radikale i H* ione

(Suslick, 1989) koji su vrlo vjerojatno odgovorni za
inaktivaciju bakterijskih stanica oksidacijom (Shin i
sur., 1994), ali i za promjene na sastojcima mlijeka.

Pri tome treba uzeti u obzir kako utinkovitost
ultrazvu¢ne kavitacije ovisi o nizu ¢imbenika poput
vrste testnog mikroorganizma, mediju u kojem se isti
nalazi, veli¢ini stanica te ulaznoj snazi ultrazvucnog
vala (Cameron i sur., 2009).

U mljekarskoj industriji dosad je istrazivana pri-
mjena ultrazvuka visokog intenziteta u svrhu inakti-
vacije nepozeljnih mikroorganizama i enzima, za ho-
mogenizaciju mlijeka, za pobolj$anje fermentacije, za
operacije poput rezanja sira za uklanjanje plinova, te
za povelavanje antioksidacijskog potencijala (Her-
ceg isur.,, 2009; Cameron i sur., 2009).

Utjecaj ultrazvuka na proteine mlijeka

Veliki broj istrazivanja bavi se utjecajem ultra-
zvuka na promjene u sastavu mlijeka pri ¢emu se
puno pozornosti posveéuje promjenama koje se do-
gadaju na proteinima kao jednom od najznacajnijih
sastojaka mlijeka namijenjenog za daljnju preradu u
proizvode poput sira i jogurta. Villamiel i De Jong
(2000) su ispitivali utjecaj kombinacije ultrazvuka i
triju razli¢itih temperatura (61, 70 i 75,5 °C) na ka-
zein, proteine sirutke, mlije¢nu mast i neke enzime
mlijeka. Niti jedan od ispitivanih rezima nije uzroko-
vao promjene na strukturi kazeina, dok su proteini
sirutke bili puno osjetljiviji i podlegli su procesu de-
naturacije. Rezek-Jambrak i sur. (2008) ispitivali
su utjecaj ultrazvuka na neka funkcionalna svojstva
modelnih otopina proteina sirutke. Pri tom se poka-
zalo kako ultrazvuk visokog intenziteta (20 kHZ) po-
zitivno djeluje na svojstva poput topljivosti i sposob-
nosti stvaranja pjene, dok je ultrazvuk frekvencije 40
kHz pokazao pozitivan u¢inak na ista svojstva samo u
slu¢aju kracih tretmana u trajanju 15 minuta. Ultra-
zvuk niskog intenziteta (500 kHz) nije pokazao nika-
kav utjecaj na sposobnost ispitivanih otopina protei-
na sirutke da stvaraju pjenu. Kresic¢ i sur. (2008) su
ispitivali utjecaj nekoliko novih metoda procesiranja
hrane na reoloska i termofizikalna svojstva modelnih
otopina proteina sirutke. Takoder se pokazalo kako
tretman ultrazvukom visokog intenziteta (20 KHz)
u trajanju 15 minuta znacajno povecava topljivost
proteina sirutke, te im sniZava toc¢ku ledista. Daljnja
istrazivanja takoder su potvrdila kako obrada otopi-
na o-laktalbumina ultrazvukom frekvencije 20 kHz
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znacajno povecava elektri¢nu vodljivost i topljivost
te smanjuje tocku ledista istih (Rezek-Jambrak i
sur., 2010).

Nadalje, Cameron i sur. (2009) ispitivali su
utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na mikrobio-
losku kvalitetu i sastojke mlijeka. Pri tom su zaklju-
¢ili kako ultrazvuk ne pokazuje negativan ucinak na
proteine mlijeka, mlije¢nu mast i laktozu pa bi se
mogao koristiti kao predtretman mlijeka namijenje-
nog za sirenje te omoguditi veéi prinos sira. Medu-
tim, pokazalo se kako ultrazvuk ne inaktivira enzime
poput laktoperoksidaze i alkalne fosfataze pa bi ga
trebalo primjenjivati u kombinaciji sa blazim toplin-
skim reZimima obrade.

Utjecaj ultrazvuka na mlije¢nu mast

Jedan od zapravo najznacajnijih ucinaka koji se
postize primjenom ultrazvuka je efekt homogeniza-
cije (Knorr i sur., 2004; Patist i Bates, 2008), $to
bi pri optimiranju procesa u mljekarskoj industriji
bilo od velike koristi, budu¢i da se jednom tehno-
loskom operacijom mogu zamijeniti dosadasnje dvije
- homogenizacija i toplinska obrada. Time se znatno
smanjuje trajanje procesa pasterizacije, homogeniza-
cije i emulgiranja, kao i sniZzavanje temperatura pri
kojima se ti procesi provode, a da se pri tom postize
isti u¢inak kao i primjenom tradicionalnih metoda
(Mason isur., 1996; Rezek-Jambrak i sur., 2009).
U svrhu homogenizacije mlijeka primjenjuje se ul-
trazvuk visokog intenziteta (oko 100 W), jer se na
taj nacin postize zadovoljavaju¢e smanjenje masnih
globula (promjer do 1 um) (Rezek-Jambrak i sur.,
2009). Villamiel i De Jong (2000) uodili su kako
se puno bolji rezultati homogenizacije odnosno ade-
kvatnije smanjenje veli¢ine globula mlije¢ne masti
i njihova raspodjela unutar mlijeka postizu ukoliko
temperatura tijekom obrade ultrazvukom naraste na
otprilike 70 do 75,5 °C. Wu i sur. (2001) takoder
su ispitivali primjenu ultrazvuka u svrhu homogeni-
zacije mlijeka i pri tom postigli vrlo dobre rezultate.
Mlijeko su homogenizirali na konvencionalan nacin
primjenom tlaka od 1800 psi (124 bara) pri tempe-
raturi od 60 °C te primjenom ultrazvuka snage 90 W,
225 W odnosno 450 W u trajanju 1, 6 i 10 minuta pri
sobnoj temperaturi. Dobiveni rezultati ukazuju kako
je primjenom ultrazvuka jakosti 225 W u trajanju 10
minuta te jakosti 450 W u sva tri testirana tretmana
(1, 6 i 10 min) dobiven jednak ili bolji efekt homo-
genizacije u odnosu na konvecionalan postupak.

Medutim, u nekoliko istrazivanja pokazalo se
kako primjena ultrazvuka moze imati negativan uci-
nak na senzorska svojstva mlijeka, $to se dovodi u
vezu prvenstveno s promjenama na strukturi mlijec-
ne masti. Riener i sur. (2009a) pomocu plinske kro-
matografije i masene spektrometrije uspjeli su iden-
tificirati nekoliko hlapljivih spojeva, prvenstveno
aldehida i aromatskih ugljikovodika, nastalih u mli-
jeku prilikom ultrazvuc¢nog tretmana. Pretpostavlja
se da ti aldehidi nastaju kao posljedica ultrazvukom
prouzroCene oksidacije lipida prisutnih u mlijeku,
dok aromatski ugljikovodici vjerojatno nastaju cije-
panjem boc¢nih lanaca aminokiselina poput fenilala-
nina. Tvari arome koje potje¢u od tih spojeva jesu
miris i okus na gumu te metalni miris, &iji se intenzi-
tet znatno smanjuje ukoliko se ultrazvu¢ni tretmani

provode pri 100 W.

Stoga je kod koridtenja ultrazvuka visokog in-
tenziteta u svrhu homogenizacije potrebno pazljivo
odabrati procesne parametre poput promjera sonde
ultrazvu¢nog postava, frekvencije i snage tretiranja.
Takoder je bitno odrzavati niske procesne tempera-
ture kako bi se onemogudile nepozeljne reakcije iz-
medu kojih je oksidacija masti i stvaranje slobodnih
radikala, a koji uzrokuju nepozeljne senzorske pro-
mjene mlijeka poput pojave neZeljenih primjesa mi-
risa i okusa po metalu, $to uzorke ¢ini nepozeljnima

(Rezek-Jambrak i sur., 2009).

Utjecaj ultrazvuka na proces fermentacije mlijeka

Mnogi znanstvenici istrazivali su utjecaj primje-
ne ultrazvuka na proces fermentacije u mljekarskoj
industriji, a postignuti rezultati su vrlo obecavajudi.
Sener i sur. (2006) ispitivali su utjecaj primjene
ultrazvuka kao alternativne metode za poboljsanje
procesa hidrolize laktoze. U tu svrhu su mlijeko ino-
kulirali enzimom B-galaktozidazom dobivenim iz soja
Kluyveromyces marxianus te su ispitivali stupanj hi-
drolize laktoze pri razli¢itim koncentracijama enzima
i ultrazvu¢nim snagama. Najbolje rezultate dobili su
primjenom ultrazvuka ulazne snage 20 W i koncen-
traciji enzima od 1 mL/L pri ¢emu je postignut stu-
panj hidrolize od 90 %, a preostala aktivnost enzima
iznosila je 75 %.

Wang i sur. (1996) postigli su puno bolji stupanj
hidrolize laktoze pomo¢u Lactobacilullus delbruickii
subsp. bulgaricus ukoliko su na mlijeko neposredno
nakon inokulacije djelovali ultrazvukom u odnosu na
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netretirano mlijeko. Nguyen i sur. (2009) primje-
nom ultrazvuka snage 100 W u trajanju 7, 15 i 30
minuta uspjeli su znatno smanjiti vrijeme potrebno
za postizanje pH vrijednosti 4,7 pri fermentaciji mli-
jeka kulturama Bifidobacterium infantis, Bifidobac-
terium breve ATCC 15700 i Bifidobacterium anima-
lis ssp. lactis BB-12. Pretpostavljeni je mehanizam
da ultrazvuk uzrokuje bolje otpustanje intracelularne
B-galaktozidaze iz stanica bakterijske kulture, koja
pokazuje veéu sposobnost razgradnje laktoze van sta-
nica nego unutar njih.

Riener i sur. (2009b) usporedivali su fizikalno-
kemijska svojstva i mikrostrukturu jogurta proizve-
denog iz mlijeka obradenog termosonifikacijom u
odnosu na konvencionalno proizvedeni jogurt. Dobi-
veni rezultati pokazali su kako se mlijeko obradeno
termosonifikacijom zgrugalo pri visim pH vrijedno-
stima tj. fermentacija je skracena, a proizvedeni jo-
gurt odlikovao se boljom viskozno§¢u i ve¢om spo-
sobno$¢u zadrzavanja vode u odnosu na tradicionalno
proizvedeni jogurt. Takoder je pomocu elektronskog
mikroskopa uo¢eno kako jogurt proizveden iz termo-
sonificiranog mlijeka ima potpuno drukciju struktu-
ru gela koja nalikuje strukturi p&elinjeg voska.

Sli¢ne rezultate dobili sui Wu i sur. (2001) koji
su ispitivali utjecaj ultrazvuka na homogenizaciju
mlijeka i trajanje fermentacije u proizvodnji jogurta
te na neka fizikalna svojstva jogurta. Jogurt je proi-
zveden na dva razli¢ita nac¢ina. Prvi nacin ukljucivao
je uobi¢ajenu toplinsku obradu pri 95 °C i brzo hlade-
nje na 15 °C, nakon ¢ega je mlijeko homogenizirano
primjenom ultrazvuka jacine 90 W, 225 W odnosno
450 W u trajanju 6 minuta. Nakon homogenizacije
dodana je jogurtna kultura te je pracen proces fer-
mentacije mjerenjem pH vrijednosti u odredenim
vremenskim intervalima. Drugi nacin proizvodnje jo-
gurta ukljucivao je jednake procesne parametre s tim
da je mlijeko nakon toplinske obrade ohladeno i ino-
kulirano te potom tretirano ultrazvukom u trajanju
8 minuta. Kao kontrolni uzorak proizveden je jogurt
na konvencionalan nacin. Dobiveni rezultati ukazu-
ju kako primjena ultrazvuka ulazne snage 225 W i
450 W u trajanju 8 minuta nakon inokulacije mlijeka
jogurtnom kulturom skracuje postupak fermentacije
i do 30 minuta u odnosu na kontrolni uzorak. Oba
nalina tretmana ultrazvukom pozitivno su djelovala
na fizikalna svojstva jogurta odnosno doprinijela su
povecanju viskoznosti i sposobnosti zadrzavanja te-
kudine te smanjila sinerezu.

Pulsirajuce elektri¢no polje (PEP)

Pulsirajuée elektri¢no polje spada medu metode
najviSeg potencijala u iznalaZenju alternativa toplin-
skoj obradi mlijeka i mlije¢nih preradevina, ukoliko
se izuzme postupak mikrofiltracije u kombinaciji s
umjereno visokom toplinskom obradom. Procesira-
nje hrane pulsiraju¢im elektri¢nim poljem (PEP) po-
drazumijeva primjenu vrlo brzih elektri¢nih impulsa
trajanja do 100 us pod visokim naponom (obi¢no 20
do 50 kV/cm). Pri tome se namirnica nalazi smje-
Stena u komori izmedu dvije elektrode, najcesce pri
sobnoj temperaturi. Tijekom samog procesa dolazi
do stvaranja odredene topline uzrokovane strujnim
impulsima, ali kako je porast temperature minimalan
ne moze se govoriti o toplinskoj obradi hrane (Ben-
dicho isur, 2002b; Devlieghere i sur., 2004; Le-
las, 2006; Floury i sur., 2006). Mehanizam inak-
tivacije mikroorganizama pulsiraju¢im elektri¢nim
poljem nije u potpunosti poznat, ali najvjerojatnije
dolazi do promjena u propusnosti stani¢nih mem-
brana §to rezultira stani¢nom smréu (Shamsi i sur.,

2008).

Mlijeko i tekué¢i mlijecni proizvodi pripadaju u
medije na kojima se najvise istrazivala primjena pul-
sirajuceg elektri¢nog polja, obzirom da je oprema za
procesiranje dizajnirana tako da pogoduje najvise te-
ku¢im namirnicama koje nece izazivati probleme u
radu pumpe (Devlieghere i sur., 2004; Bendicho
isur., 2002b). Nedostatak je same metode ponajvise
u Cinjenici kako je industrijska oprema za procesira-
nje vrlo rijetka, dosta skupa i ima ogranic¢ene kapaci-

tete ¢iji maksimum iznosi svega 1800 L/h (Devlie-
ghere i sur., 2004).

Primjena PEP metode u mljekarskoj industriji
se istrazuje kako bi se zamijenila prvenstveno obrada
visokim temperaturama sterilizacije koja moze rezul-
tirati nekim nepozeljnim pojavama poput promjene
boje, pojave okusa po kuhanom, karameliziranom
mlijeku, te gubitka nutritivne vrijednosti zbog dena-
turacije proteina, inaktivacije nekih endogenih enzi-
maisl. (Craven isur., 2008; Jeli¢i¢ i sur., 2010).

Utjecaj pulsirajuceg elektricnog polja na
neke sastojke i svojstva mlijeka

Bendicho i sur. (2002a) istrazivali su utjecaj
PEP metode na mikronutrijente mlijeka odnosno na
udio pojedinih vitamina topljivih u vodi (riboflavin,
tiamin i askorbinska kiselina) i vitamina topljivih u
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mastima (kolekalciferol i tokoferol) u odnosu na
utinke koje uvrijeZeni rezimi pasterizacije imaju na
iste sastojke. Mlijeko je pri tom tretirano elektri¢-
nim poljem jakosti 18,3 do 27,1 kV/cm propusta-
njem pulseva u trajanju 400 us. Nisu primijecene ni-
kakve nepoZeljne promjene senzorskih svojstava niti
smanjenje udjela vec¢ine vitamina prisutnih u mlijeku
te je jedino zabiljeZen vedi pad udjela askorbinske ki-
seline primjenom elektri¢nog polja jakosti 22,6 kV/
cm u trajanju 400 us u odnosu na LTLT ili HTST
pasterizaciju.

Garcia-Amezquita i sur. (2009) tretirali su
mlijeko elektri¢nim poljima intenziteta 36 kV/cm
i 42 kV/cm propustanjem 64 us pulsa te su pratili
promjene koje ti rezimi uzrokuju na mlije¢noj ma-
sti. Pri tom niti jedan reZim nije uzrokovao znacajne
promjene u veli¢ini globula mlije¢ne masti, no doslo
je do medusobnog povezivanja manjih globula $to je
uzrokovalo prividan porast udjela globula veceg pro-
mjera. Medutim, u novije vrijeme neka su istraZiva-
nja rezultirala spoznajama kako pulsirajuce elektri¢-
no polje ima utjecaj na proteine mlijeka.

Tako su Yu i sur. (2009) kroz mlijeko propustali
120 pulseva elektri¢nog polja intenziteta oko 30 kV/
cm u kombinaciji s temperaturama ispod 50 °C te su
pratili utjecaj tog rezima na proces enzimatskog sire-
nja mlijeka. Pri tom su uspjeli znatno skratiti vrijeme
potrebno za nastanak koagulaciju mlijeka, a proizve-
deni gru§ se odlikovao boljom &vrsto¢om u odnosu
na gru$ dobiven od pasteriziranog mlijeka. Time se
kombinacija umjerenih temperatura i PEP metode
pokazala kao jedna dobra alternativa za obradu mli-
jeka namijenjenog procesu proizvodnje sira.

Fluory i sur. (2006) ispitivali su utjecaj pulsi-
rajueg elektri¢nog polja jakosti 45-55 kV/cm na mi-
krobiologku kvalitetu i neke sastojke mlijeka. Pri tom
su kroz mlijeko propustali impulse u trajanju 2,1-3,5
us uz temperaturu medija od 50 °C. Rezultati istraZi-
vanja pokazali su kako tretmani PEP metodom znat-
no snizili viskoznost mlijeka u odnosu na kontrolni
uzorak (sirovo mlijeko) $to je vjerojatno posljedica
promijena koje su se dogodile na kazeinskim micela-
ma ili, pak, posljedica promjena u mineralnom sasta-
vu mlijeka, obzirom da oba ¢imbenika uvelike utjecu
na molekularne interakcije i agregaciju istih. Osim
toga, sposobnost grusanja mlijeka znatno se poboljsa-
la nakon tretmana pulsiraju¢im elektri¢nim poljem.

Zhao i Yang (2010) ispitivali su utjecaj pulsi-
rajuceg elektri¢nog polja na agregaciju ovalbumina
i albumina krvnog seruma (BSA) pojedinatno, te
na mjeSavinu tih dvaju proteina. Pokazalo se kako
elektri¢na polja jakosti iznad 25 kV/cm uzrokuju
agregaciju ovalbumina uslijed povezivanja slobodnih
sulfhidrilnih skupina u disulfidne mostove te uslijed
medusobnih interakcija nastalih disulfidnih mostova.
Medutim, u sluaju albumina krvnog seruma (BSA)
nije doslo do agregacije primjenom elektri¢nih polja
jakosti od 20 do 35 kV/cm $to bi se moglo pripisati
manjem broju slobodnih sulfhidrilnih skupina po-
trebnih za njihovu agregaciju. Takoder je na isti nacin
tretirana i mjeSavina tih dvaju proteina, a pokazalo se
kako do njihovih medusobnih interakcija dolazi tek
primjenom elektri¢nog polja jakosti iznad 25 kV/cm.
Time su dobiveni znanstveni dokazi kako se pulsi-
rajuce elektri¢no polje moZe primijenjivati u svrhu
modifikacije proteinskog profila namirnica s ciljem
poboljSanja nutritivne vrijednosti i funkcionalnih
svojstava istih.

Xiang isur. (2011) ispitivali su utjecaj tretmana
pulsirajué¢im elektri¢nim poljem na strukturu i povr-
Sinsku hidrofobnost izolata proteina sirutke. Pri tom
su 3 %-tni i 5 %-tni izolati tretirani propustanjem 10,
201 30 impulsa u elektritnom polju jakosti 12, 16 i
21 kV/cm, a dobiveni rezultati ukazuju kako je pri
tim uvjetima doslo do promjena u strukturi proteina
sirutke te se povedala povrsinska hidrofobnost istih.
Stoga ova skupina autora smatra kako bi metoda pul-
sirajuceg elektri¢nog polja mogla biti primijenjena u
obradi teku¢ih namirnica koje sadrze izolate proteina
sirutke u svrhu njihove modifikacije kako bi se dobio
proizvod odredenih Zeljenih svojstava.

Nadalje, Yu i sur. (2010) tretirali su mlijeko
elektri¢nim poljem jakosti 30 kV/cm propustajudi
120 impulsa u trajanju po 2 us te su iz njega pro-
izvodili sirni grus. Osim toga, kao kontrolni uzorci
proizvedeni su grusevi iz svjezeg, toplinski neobrade-
nog, i pasteriziranog mlijeka. Potom je pracen proces
proteolize svih sireva inkubiranjem salamure (mje-
Savina grusa i 0,17 % otopine natrijevog klorida) na
30 °C tijekom 5 dana, a peptidi topljivi u vodi su
zatim odredeni pomo¢u HPLC metode. Dobiveni
rezultati su pokazali kako je stupanj proteolize izra-
zen kao koncentracija peptida i slobodnih aminoki-
selina u sirevima proizvedenim iz mlijeka obradenog
PEP metodom intermedijar stupnja proteolize sireva
proizvedenih iz pasteriziranog i toplinski neobrade-
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nog mlijeka. Time se pulsirajuce elektri¢no polje
pokazalo metodom procesiranja velikog potencijala
za primjenu u proizvodnji visokokvalitetnih sireva sa
maksimalno o¢uvanom nutritivnom vrijednosti.

Umjesto zakljutka

Trenutno postoji puno manje znanstvenih spo-
znaja o utjecaju pulsirajuc¢eg elektri¢nog polja na
pojedine sastojke mlijeka nego u slucaju istrazivanja
primjene visokog hidrostatskog tlaka i ultrazvuka.
S jedne strane to &ini ovu metodu najviSe obeca-
vajuc¢om kada se radi o zamjeni toplinske obrade u
mljekarskoj industriji, no s druge strane svakako je
potrebno posvetiti viSe paznje istrazivanju utjecaja
pulsirajuéeg elektri¢nog polja na pojedine sastojke
mlijeka, kao i na svojstva poput sposobnosti grusa-
nja te senzorskih karakteristika. Osim toga, brojna
istrazivanja provedena na svakoj od tri opisane meto-
de rezultirala su brojnim korisnim spoznajama koje
mogu posluziti u kreiranju novih tehnoloskih opera-
cija u mljekarskoj industriji. Time je otvoren put u
razvoj novih nacina proizvodnje ve¢ postojecih tradi-
cionalnih mlije¢nih proizvoda, prvenstveno sireva, sa
maksimalno o¢uvanim nutritivnim i funkcionalnim
svojstvima, a uz osiguravanje odgovarajuce mikrobi-
ologke kvalitete i skrac¢ivanje trajanja procesa poput
koagulacije mlijeka i zrenja sireva.

Effect of high hydrostatic pressure,
ultrasound and pulsed electric
fields on milk composition
and characteristics

Summary

High hydrostatic pressure, ultrasonication and
pulsed eletrcic fields (PEF) belong to novel food
processing methods which are mostly implemented
in combination with moderate temperatures and/
or in combination with each other in order to pro-
vide adequate microbiological quality with minimal
losses of nutritional value. All of three mentioned
methods have been intensively investigated for the
purpose of inactivation and reduction of foodborne
microorganisms present in milk and dairy products.
However, a large number of scientific researches
have been dedicated to investigation of impact of
these methods on changes in constituents like milk

fat, milk proteins and lactose as well as changes in
mechanisms like renneting properties and coagula-
tion of milk. The aim of this research was to give
an overview of changes in milk constituents induced
by high hydrostatic pressure, ultrasonification and
pulsed electric field treatments as well as to sug-
gest how these changes could improve conventional
processes in the dairy industry.

Key words: high hydrostatic pressure, ultra-
sound, pulsed electric fields, milk, characteristics
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