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Sazetak

U posljednja dva desetljeca istrazivanja na podrudju procesiranja hrane intenzivno su usmjerena
na ispitivanje i optimiranje primjene novih, netermalnih postupaka obrade hrane. Ovaj rad opisuje
nekoliko netradicionalnih postupaka poput visokog hidrostatskog tlaka, ultrazvuka, mikrofiltracije i
pulsirajuéeg elektri¢nog polja, ¢ija se primjena intenzivno istrazuje i u mljekarskoj industriji. Za svaku
je metodu dan poseban osvrt na princip inaktivacije mikroorganizama, dosad postignute rezultate
vezane uz mikrobiolosku redukciju te pozitivne, ali i negativne uc¢inke koje imaju na sastojke i svojstva
mlijeka. Medu metode koje su se pokazale najvise obec¢avajuéim za primjenu u mljekarskoj industriji,
spadaju u prvom redu mikrofiltracija te kombinacija visokog hidrostatskog tlaka, odnosno pulsirajuc¢eg
elektri¢nog polja i umjerenih temperatura, obzirom da do sada nisu dokazani negativni u¢inci njihove
primjene na senzorska svojstva mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Primjena tih metoda takoder pozitivno
utje¢e na homogenizaciju mlije¢ne masti, brzinu i mehanizam sirenja mlijeka, trajanje fermentaci-
je mlijeka i sl. Dosta dobri rezultati postignuti su i primjenom kombinacije ultrazvuka i umjerenih
temperatura, ali zabiljeZeno je naruSavanje senzorskih svojstava mlijeka zbog pojave neZeljenih tvari
arome nastalih uslijed oksidacije mlije¢ne masti prouzrocene ultrazvu¢nom kavitacijom. U radu je
ukratko razmatrana i primjena prirodnih anitmikrobnih tvari poput bakteriocina, laktoperoksidaze i
lisozima. Medutim, njihova uporaba je ograni¢ena zbog visoke cijene, sklonosti interakcijama s dru-
gim sastojcima namirnice, loSe topljivosti, promjene senzorskih svojstava proizvoda, uskog spektra
djelovanja, spontanog gubitka baktericidnosti, itd. Takoder, ukratko su opisani principi antimikrobnog
djelovanja mikrovalova i ultraljubicastog zracenja, no njihova primjena nije znacajnije zazivjela ug-
lavnom iz tehni¢kih i komercijalnih razloga.

Kljucne rijeci: mlijeko, visoki hidrostatski tlak, ultrazvuk,
pulsirajuce elektri¢no polje, mikrofiltracija

Uvod

S obzirom na svoju prirodu, mlijeko je namirni-
ca koja sadrzava gotovo sve makro- i mikronutrijente
potrebne za rast i razmnoZavanje mikroorganizama.
Stoga je u mljekarskoj industriji nuzna toplinska
obrada kako bi se inaktivirali prisutni enzimi i mikro-
organizmi koji $tetno utje¢u na sastav i svojstva mli-
jeka, a time i na kvalitetu mlije¢nih proizvoda nami-

jenjenih konzumaciji. Medutim, postupci toplinske
obrade mlijeka mogu uzrokovati i neke nepozeljne
promjene poput denaturacije termolabilnih proteina
sirutke koji pocinju denaturirati ve¢ pri temperatu-
rama iznad 60 °C. Pri tome je bitno istaknuti kako
nativni proteini sirutke imaju izrazito visoku nutri-
tivnu vrijednost i biolosku iskoristivost. Osim toga,
primjena procesa toplinske obrade zahtijeva i velike
utrogke energenata (elektri¢ne energije i vode).
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Stoga se u posljednje vrijeme znanstvena istra-
Zivanja sve viSe bave proucavanjem novih postupaka
obrade hrane koji bi djelomic¢no ili potpuno zamijenili
tradicionalne metode poput obrade visokom tempe-
raturom, soljenja, suSenja, zakiseljavanja ili primjene
kemijskih konzervansa. Cilj takvih postupaka je omo-
guditi proizvodnju minimalno procesirane hrane koja
se odlikuje o¢uvanom visokom nutritivnom vrijed-
nosti i dobrim organolepti¢kim svojstvima buduéi da
su ta dva kriterija sve bitniji potro$acima pri odabiru
prehrambenih proizvoda koje ¢e konzumirati. Osim
toga, novi se postupci obrade hrane odlikuju manjom
potro$njom energenata te se njihovom primjenom
obi¢no skracuje trajanje tehnoloskog procesa, §to je
takoder znacajna prednost u odnosu na tradicionalne
metode koje se trenutno primjenjuju. Neke od novih
tehnika procesiranja hrane &ija se primjena istrazuje
i u mljekarskoj industriji su visoki hidrostatski tlak,
ultrazvuk, pulsirajuce elektri¢no polje te mikrofiltra-
cija koja se jo$ uvijek usavrsava, iako se ve¢ odavno
primjenjuje u kombinaciji s drugim membranskim
procesima. Takoder je niz istraZivanja posvecen pri-
mjeni prirodnih antimikrobnih tvari poput nizina i
lisozima u svrhu konzerviranja. Medutim, rijetko kad
se primjena samo jedne od spomenutih metoda po-
kazala jednako uspje$nom ili uspjednijom od tradicio-
nalnih metoda. Stoga su istrazivanja u novije vrijeme
usmjerena optimiranju primjene kombinacije jednog
ili vise novih postupaka procesiranja medusobno ili
s ve¢ postoje¢im konvencionalnim metodama (kao
snizenje pH vrijednosti, primjena umjereno visokih
temperatura i sl.) $to se u mnogim slucajevima po-
kazalo obecavaju¢im nadinom razvoja novih metoda
konzerviranja.

Netradicionalni postupci

Visoki hidrostatski tlak (HHP)

Visoki hidrostatski tlak je trenutno jedna od
najvise istrazivanih alternativnih, novih metoda mi-
nimalnog procesiranja hrane. Ta metoda podrazumi-
jeva obradu namirnice tlakovima izmedu 50 i 1000
MPa u trajanju od nekoliko sekunda do nekoliko mi-
nuta (Ross i sur., 2003.). Svrha njegove primjene
je djelomic¢na ili potpuna zamjena toplinske obrade
poput procesa pasterizacije i sterilizacije (Kessler,

2001.).

Industrijska oprema, koja se razvija u svrhu
primjene visokog hidrostatskog tlaka u obradi

viskoznih, krutih i teku¢ih namirnica, u ovom tre-
nutku ima kapacitet od 10 do 500 L, a primjenjuje
se za diskontinuirane procese. Troskovi procesiranja
tom metodom trenutno se kre¢u izmedu 10 i 15
eurocenta po kg namirnice, ukljucujuéi troskove
ulaganja u nabavu opreme i redizajn tehnoloske
operacije koju ¢e visoki hidrostatski tlak zamijeniti
(Devlieghere i sur., 2004.).

Primjena visokog hidrostatskog tlaka u mljekar-
skoj industriji je istrazivana najviSe u svrhu inaktiva-
cije mikroorganizama i nativnih enzima, produljenja
trajnosti kozjeg sira, smanjenja trajanja faze zrenja
sireva na svega 3 dana, te kako bi se sprije&ilo preko-
mjerno zakiseljavanje jogurta produljenjem trajnosti
na viSe od 2 tjedna tretiranjem istih tlakom od 250
MPa kroz 15 minuta pri 4 °C (Devlieghere i sur.,
2004.; Fandino-Lopez, 2006.).

Inaktivacija mikroorganizama djelovanjem vi-
sokog hidrostatskog tlaka ovisi o nizu faktora poput
sastava, aktiviteta vode i pH vrijednosti namirnice,
vrste mikroorganizama koji su prisutni u namirnici,
trajanju postupka, temperaturi medija, itd. Visoki
hidrostatski tlak uzrokuje smanjenje broja mikro-
organizama mehanizmima poput oSteCenja stanic-
nih stijenki i membrana, inhibicije sinteze proteina,
uniStenja ribosoma, inaktiviranja stani¢nih enzima ili
promjena na razini genetskih mehanizama (Hup-
pertz isur., 2006.).

Znacajnija redukcija broja prisutnih mikroorga-
nizama (iznad 4 log , jedinice) moze se posti¢i pri-
mjenom tlakova izmedu 400 i 600 MPa pri sobnim
temperaturama. Opcenito se pokazalo da je za po-
stizanje zadovoljavajuce redukcije (>6 log cfu/mL)
ukupnog broja mikroorganizama prisutnih u sviezem
mlijeku potrebno primijeniti tlakove iznad 600 MPa.

Medutim, ti tretmani ne rezultiraju unistava-
njem bakterijskih spora, §to se primjerice postiZe ste-
rilizacijom pri proizvodnji trajnog mlijeka. Tako spo-
re nekih mikroorganizama mogu prezivjeti i tlakove
iznad 1000 MPa (Devlieghere i sur., 2004.). Osim
toga, prisutnost dvovalentnih iona kalcija i magnezija
vjerojatno povecava stabilnost stani¢nih membrana
bakterija, zbog Cega one postaju puno otpornije na
djelovanje visokog hidrostatskog tlaka (Huppertz i
sur., 2006.). Stoga se visoki hidrostatski tlak nije po-
kazao kao dovoljno dobra zamjena za proces sterili-
zacije pa se u novije vrijeme sve vise istrazuje njegova
primjena u kombinaciji s nekom drugom metodom
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poput ultrazvuka, zakiseljavanja, umjerenih tempe-
ratura i ultrazvuka, bakteriocina, snizavanja pH, itd.
(Ross i sur., 2003.). Tako je recimo primjenom tem-
perature od 70 °C i tlaka od 500 MPa u trajanju 6
ciklusa po 5 minuta, postignuta vrlo dobra decimal-
na redukcija (6 log cfu/mL) spora bakterije Bacillus
stearothermophillus. Sli¢ni rezultati dobiveni su i za
redukciju spora bakterije Bacillus cereus, s tim da je
tretman trajao krace (10 ciklusa po 1 minutu), a do-
bivena redukcija je bila ve¢a (8 log cfu/mL). Spore
obje spomenute bakterije mogu se na¢i u mlijeku i
mlije¢nim proizvodima. Pretpostavljeni mehanizam
inaktivacije primjenom kombinacije umjereno viso-
kih temperatura i visokog hidrostatskog tlaka jest da
pod utjecajem topline dode do germinacije spora $to
porucljivije provoditi predzagrijavanje na odredenu
temperaturu i potom provoditi tretman visokim hi-
drostatskim tlakom, nego istovremeno grijati uzorak
i djelovati tlakom. Medutim, spore nekih sojeva bak-
terijskih vrsta Escherichia coli i Listeria monocytoge-
nes pokazale su se izuzetno otpornim na djelovanje
visokog hidrostatskog tlaka, $to predstavlja jednu od
vec¢ih prepreka u istraZivanju primjene te metode
(Devlieghere i sur., 2004.). Nadalje, kombinacija
relativno niskih tlakova (200-300 MPa) i temperatu-
ra (30 °C/40 °C) u nekim se istrazivanjima pokaza-
la jednako uspje$nom kao i pasterizacija u redukciji
mikroorganizama prisutnih u svjezem mlijeku (psi-
hrotrofne bakterije, laktokoki, koliformne bakterije,
enterokoki, bakterije roda Pseudomonas), dok je ti-
jekom 28 dana ¢uvanja u mlijeku tretiranom visokim
tlakom zabiljeZen znatno manji porast tih bakterija
u odnosu na pasterizirano mlijeko (Pereda i sur,,

2007.).

[ako je mlijeko bila prva namirnica na kojoj se
pocela istraZivati primjena visokog hidrostatskog tla-
ka, na trzi$tu jo$ uvijek ne postoje mlije¢ni proizvodi
u &ijoj je proizvodnji ta metoda primijenjena. Jedan
od glavnih razloga za to jest utjecaj visokog hidrostat-
skog tlaka na promjenu sastojaka i svojstava mlije-
ka. Jedna od glavnih promjena koje izaziva primjena
visokog hidrostatskog tlaka jesu promjene na mice-
lama kazeina jer moZze do¢i do smanjenja, odnosno
do povecanja micela kazeina (Kessler, 2002.). Pri-
mjenom tlakova od 250-310 MPa u trajanju iznad
15 minuta dolazi do povecanja micela kazeina, $to je
najvjerojatnije posljedica udruZivanja pojedinih sub-
micela i frakcija kazeina nakon $to je prethodno doslo

do razbijanja micele na manje dijelove (Hupper-
tz i sur., 2006.; Harte i sur., 2007.) Do razbijanja
kazeinske micele vjerojatno dolazi uslijed otapanja
micelarnog kalcijevog fosfata te zbog pucanja hidro-
fobnih veza i narusavanja elektrostati¢nih interakcija
medu submicelama (Kessler, 2002.). Primjenom
tlakova iznad 310 MPa ne dolazi do razbijanja ka-
zeinskih micela (Harte i sur., 2007.). S obzirom na
taj pretpostavljeni mehanizam, dolazi i do povecanja
razine nemicelarnog kazeina u mlijeku. Ta promje-
na je pri temperaturama skladistenja mlijeka (0-5
°C) ireverzibilna, dok je duljim ¢uvanjem pri 20 °C
reverzibilna. Kao posljedica promjene u strukturi
micela kazeina, dolazi i do promjene u mineralnom
sastavu mlijeka. Uslijed razbijanja micela oslobada se
i otapa kalcijev fosfat zbog cega se povecava razina
iona kalcija i fosfata u mlije¢nom serumu $to za po-
sljedicu ima povecanje pH vrijednosti mlijeka. Ova
pojava takoder je ireverzibilna pri temperaturama do
5 °C, dok je duljim ¢uvanjem pri 20 °C reverzibilna
(Huppertz i sur., 2006.). Nadalje, tretman visokim
hidrostatskim tlakom uzrokuje i denaturaciju nekih
frakcija proteina sirutke pa tako primjerice oko 90
% B-laktoglobulina prisutnog u mlijeku denaturira
djelovanjem tlaka jakosti 400 MPa. B-laktoglobulin
u denaturiranom obliku se zatim preko slobodnih
sulthidrilnih skupina veZe na micele kazeina. S druge
strane, a-laktalbumin pokazao se puno otpornijim na
djelovanje tlaka, te je njegova denaturacija zabiljeze-
na tek primjenom tlakova od oko 600 MPa (Anema,
2010.). Dio tako denaturiranih proteina sirutke veze
se i na membrane globula mlije¢ne masti. Medutim,
pokazalo se kako promjene na strukturi proteina si-
rutke, izazvane djelovanjem visokog tlaka, mogu biti
gotovo u potpunosti izbjegnute dodavanjem sredstva
za blokiranje sulfhidrilnih skupina u mlijeko (Fan-
dino-Lopez, 2006.; Bouaouina i sur., 2006.). Sve
navedene promjene za posljedicu imaju modifikaciju
mehanizama koji se odvijaju pri grusanju mlijeka u
proizvodnji sira i fermentiranih mlije¢nih napitaka,
poglavito jogurta. Tako u proizvodnji sira moze doci
do ubrzanog ili usporenog nastanka grusa, ovisno o
intenzitetu pojedinih promjena na proteinima, dok
u proizvodnji jogurta, gdje mlijeko koagulira pri vi-
§im pH vrijednostima, nastaje gel vece &vrstoce te
se sinereza javlja u manjoj mjeri (Fandino-Lopez,
2006.; Huppertz i sur.; 2006, Anema, 2010.).
Nadalje, u raznim istraZivanjima pokazalo se
kako primjena visokog hidrostatskog tlaka ne izaziva
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znaCajne promjene u veli¢ini globula mlije¢ne ma-
sti. Medutim, primjenom tlakova od 100-250 MPa
mlije¢na mast postaje kremastija u odnosu na ne-
tretirano mlijeko ili mlijeko tretirano tlakovima od
400-600 MPa. Ta se pojava povezuje s promjenama
nastalim na imunoglobulinu M (IgM) i lipoproteini-
ma koji sudjeluju u mehanizmima udruZivanja mli-
je¢nih globula u vec¢e nakupine (Huppertz i sur,,
2006.; Garcia-Amezquita i sur., 2009.).

Isto tako, pokazalo se da su enzimi mlijeka ve-
¢inom otporni na djelovanje tlaka umjerenih jako-
sti (do 400 MPa) pa i tu Cinjenicu treba istaknuti
(Huppertz i sur., 2006). Medutim, Moatsous i
suradnici (2008.) postigli su vrlo dobru inaktivaciju
proteolitickih enzima plazmina i katehpsina D pri-
mjenom tlakova 200, 450 i 600 MPa u kombinaci-
ji s temperaturama od 20, 40 i 55 °C. Pri tom se
najotpornijim na djelovanje 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 vec¢
pri sobnim temperaturama. Prema zaklju¢cima auto-
ra (Moatsous i sur., 2008.) postignuta inaktivacija
te prijelaz plazminogenih aktivatora iz kazeina u mli-
je¢ni serum vjerojatno ¢e pozitivno utjecati na prinos
sira, poZeljne proteoliticke procese tijekom zrenja
sira i o¢uvanje kvalitete UHT-steriliziranog mlijeka.

Dakle, visoki hidrostatski tlak se pokazao ne
samo obedavaju¢om metodom $to se ti¢e ucinka
konzerviranja, ve¢ i u smislu pobolj$anja pojedinih
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 (UZV)

Ultrazvuk se definira kao zvu¢ni val s frekvenci-
jama od 20 kHz ili viSe, a karakteriziraju ga amplitu-
da (A), frekvencija (f), valna duljina () i koeficijent
atenuacije (a) (Butz i Tauscher, 2002.; Brondum
isur., 1998.). Najvazniji kriterij koji se koristi za po-
dijelu ultrazvu¢nih valova je koli¢ina energije koju
generira zvu¢no polje pri ¢emu se razlikuje ultrazvuk
niskog i visokog intenziteta (Fellows, 2000,
McClements, 1995.).

Ultrazvuk niskog intenziteta odnosi se na inten-
zitete manje od 1 W/cm? i frekvencije vise od 100
kHz. Uslijed malih razina snage ultrazvutni valo-

vi niskog intenziteta ne uzrokuju fizicke i kemijske
promijene u svojstvima materijala kroz koji val pro-
lazi. Stoga se ultrazvuk niskog intenziteta koristi kao
analiticka metoda primjerice za mjerenja teksture,
odredivanje sastava namirnice, viskoznosti i brzine
protjecanja, te za kontrolu pakiranja (Knorr i sur.,

2004.).

Ultrazvuk visokog intenziteta odnosi se na
intenzitete viSe od 1 W/cm? (obi¢no u rasponu od
10-1000 W/cm?) i frekvencije izmedu 18 i 100
kHz. Obzirom da tada nastaju valovi velike snage i
niske frekvencije (20-100 kHz), njihova uporaba
se preporuca u svrhu inaktivacije i redukcije broja
mikroorganizama (Knorr i sur., 2004.).

Djelovanjem ultrazvu¢nih valova visokog inten-
ziteta u teku¢em mediju stvaraju se longitudinalni
valovi i podrucja promjenjivih kompresija i ekspan-
zija tlaka (Sala i sur., 1995.). Naizmjeni¢no izmje-
njivanje tlaka izaziva kavitaciju pri ¢emu nastaju mje-
huri¢i plina u materijalu (Patist i Bates, 2008.).
Veli¢ina mjehurica raste tijekom svakog ciklusa sve
dok ne postignu kriti¢nu veli¢inu unutar koje energi-
ja ultrazvuka nije dovoljna da bi se zadrzala plinovi-
ta faza u mjehuri¢u te mjehuri¢i implodiraju. Svaka
implozija mjehuric¢a se ponasa kao lokalizirana “vruca
toc¢ka” pri ¢emu se razvijaju vrlo visoke temperatu-
re (iznad 5000 °C) i tlakovi (oko 50 MPa) (Knorr
i sur.,, 2004.). Ovaj fenomen poznat je kao prijela-
zna kavitacija i dugo se smatralo kako je upravo on
glavni letalni mehanizam ultrazvuka (Sala i sur.,
1995.). Medutim, Butz i Tauscher (2002.) te Fe-
llows (2000.) iznijeli su teoriju prema kojoj se bak-
tericidno djelovanje ultrazvuka zasniva na stanjivanju
stani¢nih membrana, lokaliziranom razvoju visokih
temperatura i tlakova te stvaranju slobodnih radika-
la. Vruce zone koje nastaju uslijed implodije mjehu-
ric¢a kavitacije mogu djelovati baktericidno, medutim
one su vrlo ograni¢ene i ne utje¢u na dovoljno veliku
povrsinu. Osim toga, iznimno visoke temperature i
tlakovi nastali implozijom mjehuri¢a mogu izazvati
disocijaciju vodene pare na OH™ radikale i H* ione
(Suslick, 1989.) koji su vrlo vierojatno odgovorni za
inaktivaciju bakterijskih stanica oksidacijom (Shin i

sur., 1994.).

U mljekarskoj industriji dosad je istrazivana pri-
mijena ultrazvuka visokog intenziteta u svrhu inakti-
vacije nepozeljnih mikroorganizama i enzima, za ho-
mogenizaciju mlijeka te za poboljsanje fermentacije
(Brn¢i¢ isur., 2009.).
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Neke od prednosti primjene ultrazvuka u us-
poredbi s pasterizacijom odnose se na gubitak tvari
okusa, ve¢u homogenost i znatajnu ustedu energi-
je. Medutim, brojna su istraZivanja pokazala kako
samo primjena ultrazvuka nije dovoljno ucinkovita
za inaktivaciju bakterija, no primjena ultrazvuka u
kombinaciji sa tlakom i/ili toplinom je polucila puno
bolje rezultate. Tako su ispitivanja kombinacije dje-
lovanja topline, ultrazvuka i tlaka pokazala kako je
letalni uc¢inak na bakterijske stanice, spore i kvasce
6 do 30 puta vedi nego kod toplinskog tretiranja koji
se provodi na istoj temperaturi (Ross i sur., 2003.).
Termosonifikacija (kombinacija topline i ultrazvuka),
manosonifikacija (kombinacija tlaka i ultrazvuka) i
manotermosonifikacija (kombinacija tlaka, topline i
ultrazvuka) pokazali su se vrlo u¢inkovitim tretma-
nima za inaktivaciju vec¢ine patogenih mikroorgani-
zama koji se medu ostalim mogu pojaviti u svjezem
mlijeku, ali i u mlije¢nim proizvodima te takoder
za inaktivaciju enzima otpornih na djelovanje ultra-
zvuka (Knorr i sur., 2004.; Rezek-Jambrak i sur,,
2009.). Pri tom je, medutim, vrlo bitan odabir vri-
jednosti temperature i tlaka koji ¢e se kombinirati
sa ultrazvukom, jer se u istrazivanjima pokazalo kako
njihov ucinak nije nuZno sinergijski i pozitivan kad
se radi o pojacavanju ucinka ultrazvucne kavitacije.
Raso i suradnici (1998.) ustanovili su kako tempe-
rature ispod 50 °C nemaju nikakav letalni ucinak i
ne pojacavaju baktericidno djelovanje ultrazvuka,
dok ga temperature izmedu 50 °C i 58 °C znacajno
poboljsavaju. Ukoliko je, pak, temperatura uzorka
pri tretmanu termosonifikacijom, odnosno manoter-
mosonifikacijom iznad 60 °C, postignuti baktericid-
ni udinci pripisuju se isklju¢ivo ucinku topline, dok
je djelovanje ultrazvuka zanemarivo. Tlakovi koji se
kombiniraju pri ovim tretmanima obi¢no iznose iz-

medu 100 i 400 kPa.

Tako je primjerice vrijeme decimalne redukcije
za Listeriu monocytogenes smanjeno na 1,5 minutu
primjenom kombinacije ultrazvuka i tlaka jatine 200
kPa odnosno na 1 minutu primjenom ultrazvuka i
tlaka jacine 400 kPa. Vrijeme decimalne redukcije
primjenom samog ultrazvuka za ovu bakteriju izno-
si oko 4,3 minute (Piyasena i sur., 2003.). Sli¢ni
rezultati dobiveni su i za inaktivaciju nekih sojeva
Escherichia coli, Salmonella spp. i Bacillus subtilis
(Piyasena isur., 2003.). Medutim, Villamiel i De
Jong (2000.) ispitivali su utjecaj kombinacije ultra-
zvuka i topline na redukciju ukupnog broja mikroor-

ganizama u svjezem mlijeku te na inaktivaciju enzima
alkalne fosfataze koji se smatra mjerilom uspjesno
provedene standardne pasterizacije. Pri tom se poka-
zalo kako se baktericidni u¢inak i inaktivacija alkalne
fosfataze, jednaki onima postignutim pasterizacijom,
mogu posti¢i primjenom kombinacije proto¢nog ul-
trazvuka jakosti 150 W i temperature od 23,5 °C u
trajanju 102 sekunde.

Iako se u novije vrijeme uporabom ultrazvuka
u kombinaciji s toplinom postizu vrlo dobri rezultati
vezani uz redukciju broja mikroorganizama prisutnih
u mlijeku i mlije¢nim proizvodima, ne treba zane-
mariti ¢injenicu kako se pri tim tretmanima znatno
djeluje i na strukturu ostalih sastojaka (prvenstveno
mlije¢ne masti i proteina), ali i na senzorska svojstva.
U mlijeku obradenom ultrazvukom primijeceno je
povecanje udjela masti u $to je vjerojatno posljedica
pucanja membrana globula mlije¢ne masti (Herceg
i sur., 2009.) pa je jedan od pozitivnijih u¢inaka ul-
trazvuka efekt homogenizacije (Knorr i sur., 2004.;
Patist i Bates, 2008.), §to bi pri optimiranju pro-
cesa u mljekarskoj industriji bilo od velike koristi,
bududi da se jednom tehnoloskom operacijom mogu
zamijeniti dosadagnje dvije - homogenizacija i toplin-
ska obrada, tj. znatno se smanjuje trajanje procesa
pasterizacije, homogenizacije, emulgiranja i radnih
temperatura, a da se pri tom postiZe isti u¢inak kao
i primjenom tradicionalnih metoda (Mason i sur.,
1996.; Rezek Jambrak i sur., 2009.). U svrhu ho-
mogenizacije mlijeka primjenjuje se ultrazvuk viso-
kog intenziteta (oko 100 W) jer se na taj nalin postize
zadovoljavaju¢e smanjenje masnih globula (promjer
do 1 um) (Rezek Jambrak i sur., 2009.). Nada-
lje, mnogi su znanstvenici istrazivali utjecaj primje-
ne ultrazvuka na proces fermentacije u mljekarskoj
industriji, a postignuti rezultati su vrlo obecavajudi.
Wang i sur. (1996.) postigli su puno bolji stupanj
hidrolize laktoze pomocu Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ukoliko su na mlijeko neposredno
nakon inokulacije djelovali ultrazvukom u odnosu na
netretirano mlijeko. Nguyan i sur. (2009.) su pri-
mjenom ultrazvuka snage 100 W u trajanju 7, 151 30
minuta uspjeli znatno smanjiti vrijeme potrebno za
postizanje pH vrijednosti 4,7 pri fermentaciji mlije-
ka kulturama Bifidobacterium infantis, Bifidobacte-
rium breve ATCC 15700 i Bifidobacterium animalis
ssp. lactis BB-12. Pretpostavljeni je mehanizam da
ultrazvuk uzrokuje bolje otpustanje intracelularne
B-galaktozidaze iz stanica bakterijske kulture, koja
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pokazuje vecu sposobnost razgradnje laktoze van sta-
nica nego unutar njih. Medutim, u nekoliko istraziva-
nja pokazalo se kako primjena ultrazvuka moze imati
negativan ucinak na senzorska svojstva mlijeka, a to
se odnosi prvenstveno na promjenu okusa i mirisa.
Riener i suradnici (2009.) pomo¢u plinske kroma-
tografije i masene spektrometrije uspjeli su identifi-
cirati nekoliko hlapljivih spojeva, prvenstveno alde-
hida i aromatskih ugljikovodika, nastalih u mlijeku
prilikom ultrazvu¢nog tretmana. Pretpostavlja se da
ti aldehidi nastaju kao posljedica ultrazvukom pro-
uzrotene oksidacije lipida prisutnih u mlijeku, dok
aromatski ugljikovodici vjerojatno nastaju cijepanjem
bo¢nih lanaca aminokiselina poput fenilalanina. Tva-
ri arome koje potjecu od tih spojeva su miris i okus
na gumu te metalni miris, &iji se intenzitet znatno
smanjuje ukoliko se ultrazvu¢ni tretmani provode pri
100 W. Medutim, vrlo su rijetko pri tim ultrazvuc-
nim snagama postignuti zadovoljavajuc¢i mikrobiolos-
ki rezultati, tako da istraZivanja primjene ultrazvuka
kao nove metode konzerviranja u buduénosti treba
viSe usmjeriti optimiranju postupaka koji izazivaju
minimalne strukturalne i senzorske promjene mlije-
ka i mlije¢nih proizvoda.

Pulsirajuce elektri¢no polje (PEP)

Procesiranje hrane pulsirajuéim elektri¢nim
polijem (PEP) sastoji se od propustanja vrlo krat-
kih i brzih elektri¢nih impulsa (obi¢no 1-100 uS)
u elektritnom polju visokog intenziteta (10-80 kV/
cm) kroz tekuéu namirnicu koja se nalazi u komo-
ri izmedu dvije elektrode, obi¢no pri sobnoj tem-
peraturi (Devlieghere i sur.,, 2004.; Bendicho i
sur., 2002.; Lelas, 2006.). Mehanizam kojim PEP
metoda inaktivira mikroorganizme nije potpuno
razjas$njen, no pretpostavlja se kako elektri¢no polje
visokog intenziteta uzrokuje promjenu propusnosti
stani¢nih membrana. Nakon $to se u dovoljno du-
gom vremenskom intervalu djeluje elektri¢nim po-
ljem ¢ija jakost premasuje kriti¢ni transmembranski
napon, dolazi do ireverzibilnog formiranja velike pu-
kotine na membrani §to rezultira stani¢nom smrcu
(Shamsi i sur., 2008.). Ucinkovitost PEP metode
ovisi 0 brojnim ¢imbenicima medu kojima su najzna-
Cajniji intenzitet elektri¢nog polja, trajanje tretma-
na, temperatura namirnice te vrsta mikroorganizama
odnosno enzima na koji se u njoj nalaze (Bendic-
ho i sur., 2002.). Vrlo ¢esto se pulsirajuce elektri¢-
no polje primjenjuje u kombinaciji s nekim drugim

antimikrobnim faktorima kao $to su umjereno visoke
temperature koje u vedini slu¢ajeva ne prelaze 55 °C,
snizena pH vrijednost medija i bakteriocini, s obzi-
rom da svi ti ¢imbenici sinergijski pojacavaju u¢inak
PEP metode (Devlieghere i sur., 2004.).

Budué¢i da se ovom metodom mogu procesirati
samo tekuce namirnice, odnosno namirnice koje bez
problema mogu prolaziti kroz pumpu, mlijeko i te-
kudi mlije¢ni proizvodi spadaju u medije na kojima
se najviSe istrazivala primjena pulsirajuceg elektric-
nog polja (Devlieghere i sur., 2004.; Bendicho i
sur., 2002.). Industrijska oprema koja sluzi za pro-
cesiranje pulsiraju¢im elektri¢nim poljem u ovom je
trenutku vrlo rijetka, dosta skupa i ima ogranicene

kapacitete ¢iji maksimum iznosi svega 1800 L/h
(Devlieghere i sur., 2004.).

Primjena PEP metode u mljekarskoj industriji
istrazuje se kako bi se zamijenila prvenstveno obra-
da visokim temperaturama sterilizacije koja rezultira
nekim nepoZeljnim pojavama poput promjene boje,
pojave okusa po kuhanom, karameliziranom mlijeku,
te gubitka nutritivne vrijednosti zbog denaturacije
proteina, inaktivacije nekih endogenih enzima i sl.
(Craven i sur., 2008.). Upravo zbog tih promjena
potro3aci preferiraju konzumaciju pasteriziranog
mlijeka, medutim ono je puno krace trajnosti i moze
sadrzavati termorezistentne spore nekih patogenih
mikroorganizama kao §to je primjerice Bacillus ce-
reus. Jedan od vrlo ¢estih uzro¢nika kvarenja paste-
riziranog mlijeka jesu gram negativne bakterije roda
Pseudomonas. Njihovi vegetativni oblici se unitavaju
tijekom samog procesa pasterizacije, no ukoliko se
ne poduzimaju vrlo stroge higijenske mjere i kontro-
le istih u procesu prerade, njihova pojava je neizbjez-
na nakon provodenja toplinske obrade. Ove bakterije
vrlo dobro prezZivljavaju niske temperature i kad nji-
hova razina dosegne 107 cfu/mL, zapoc&inje faza kva-
renja mlijeka bududéi da tad ulaze u stacionarnu fazu
rasta i proizvode znatne koli¢ine lipaza i proteaza
(Craven i sur., 2008.). Craven i suradnici (2008.)
postigli su vrlo dobre rezultate vezano uz redukciju
bakterija roda Pseudomonas u mlijeku. Primjenom
kombinacije temperatura 50 i 55 °C i elektri¢nog
polja intenziteta 31 kV/cm, postignuta je znalajna
redukcija u iznosu viSem od 5 log, a pracen je rast
i razmnozavanje istih bakterija tijekom uobicajenog
roka trajanja pasteriziranog mlijeka. Takvim tretma-
nom postignuto je produZenje roka trajanja za 8 dana
prilikom skladiStenja na 4 °C u odnosu na mlijeko
koje je bilo pasterizirano.
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Shamsi i suradnici (2008.) usporediva-
li su wutjecaj pulsirajuceg elektricnog polja u
kombinaciji s temperaturama od 15 °C odnosno
60 °C i dvaju rezima pasterizacije (63 °C/30
min. i 72 °C/15 sek.) na inaktivaciju alkalne fosfataze
te na redukciju ukupnog broja mikroorganiza-
ma, broja bakterija roda Pseudomonas i bakterija
roda Enterobacteriaceae u sviezem obranom mlije-

ku.

Primjena elektri¢nog polja intenziteta 35 kV/
cm, u kombinaciji s temperaturom od 60 °C, rezul-
tirala je jednako dobrom inaktivacijom alkalne fosfa-
taze te redukcijom svih vrsta ispitivanih mikroorga-
nizama u usporedbi s oba rezima pasterizacije.

Takoder, vrlo dobri rezultati postignuti su u re-
dukciji bakterije Escherichia coli te je primjenom 64
impulsa elektri¢nog polja intenziteta 36 kV/cm pri
20 °C postignuta redukcija u obranom mlijeku izno-
sila 5 log. Nadalje, redukcija bakterije Listeria mo-
nocytogenes u iznosu 4 log postignuta je primjenom
400 impulsa elektri¢nog polja intenziteta 30 kV/
cm pri 50 °C (Bendicho i sur., 2002.). Vrlo sli¢-
ne rezultate dobili su Sepulveda i suradnici (2009.),
koji su primjenom pet impulsa, duljine 2,4 us svaki,
elektri¢nog polja intenziteta 35 kV/cm u kombinaciji
s temperaturom od 65 °C uspjeli produljiti trajnost
punomasnog mlijeka za ¢ak 24 dana. Neki autori su
istrazivali utjecaj PEP metode na senzorska svojstva
i mikronutrijente mlijeka, pri ¢emu nisu primijecene
nikakve nepoZeljne promjene senzorskih svojstava niti
smanjenje udjela veéine vitamina prisutnih u mlijeku.
Pri tome je jedino zabiljeZen ve¢i pad udjela askorbin-
ske kiseline primjenom elektri¢nog polja jakosti 22,6
kV/cm u trajanju 400 us u odnosu na LTLT ili HTST
pasterizaciju (Bendicho i sur.,, 2002.). Nadalje, Yu
i sur. (2009.) primjenom elektri¢nih polja intenziteta
oko 30 kV/cm u kombinaciji s temperaturama ispod
50 °C uspijeli su znatno poboljsati proces sirenja mli-
jeka, tj. skratiti vrijeme potrebno za nastanak sirnog
gru3a kao i dobivanje grusa bolje &vrstoc¢e u odnosu na
pasterizirano mlijeko. Neki od glavnih problema, koji
trenutno ogranitavaju primjenu PEP metode u svrhu
konzerviranja mlijeka, su otpornost vecine bakterijskih
spora te cijena opreme (Devlieghere i sur., 2004.).
Osim toga, trenutno postoji puno manje izvje$a o
negativnom ucinku PEP metode na sastojke i svojstva
mlijeka nego u slutaju prethodne dvije metode, §to
s jedne strane ¢ini ovu metodu najvise obecavaju¢om

kad se radi o zamjeni toplinske obrade. S druge stra-
ne, pak, svakako je potrebno posvetiti viSe pozornosti
istrazivanju utjecaja pulsirajuceg elektri¢nog polja na
pojedine sastojke mlijeka, svojstva poput sposobnosti
grudanja te senzorske karakteristike.

Mikrofiltracija

Mikrofiltracija pripada skupini membranskih
procesa i po principu uklanjanja mikroorganizama
potpuno se razlikuje od prethodno opisanih metoda.
Membranske procese moze se definirati kao tla¢ne
procese filtracije u kojima tekucina pod utjecajem
tlaka prolazi kroz polupropusne membrane. Koji
Ce sastojci pro¢i kroz membranu u permeat (filtrat),
odnosno koji ¢e se zadrzati u retentatu (koncentra-
tu) ovisi prvenstveno o propusnosti upotrijebljenih
membrana, tj. o promjeru njezinih pora, ali i o dru-
gim procesnim parametrima poput primijenjenog
tlaka, pH vrijednosti tekucine, temperaturi provo-
denja procesa, brzini protjecanja i nacinu kretanja
tekucine itd. (Tratnik, 1998.; Pouliot, 2008.)

Promjer pora membrana za mikrofiltraciju krece
se urasponu od 0,1 um do 10 um, pa se tako u slucaju
mikrofiltracije mlijeka, a ovisno o propusnosti upotri-
jebljene membrane, u retentatu zadrZzavaju somatske
stanice (veli¢ina 6-15 um), mikroorganizmi (veli¢ine
0,2-6 um), globule mlije¢ne masti (promjera 0,2-15
wm) te kazeinske micele (veli¢ine 0,03-0,3 um). Mi-
krofiltracija se jo$ naziva i “hladna sterilizacija” jer
omogucava uklanjanje termorezistentnih spora bez
primjene visokih temperatura (Tratnik, 1998.; Sa-
boya i Maubois, 2000.). Stoga, za razliku od ostalih
membranskih procesa kod mikrofiltracije za daljnju
preradu koristi se permeat, dok se zbog $to manjih gu-
bitaka mlije¢ne masti i kazeina retentat moze sterilizi-
rati te naknadno dodati permeatu (Nielsen, 2000.).

Uz pravilan odabir membrana i optimiranjem
procesnih uvjeta, mikrofiltracija omogucava proci-
$¢avanje sirutke i salamure, separaciju somatskih sta-
nica i mikroorganizama iz sirovog mlijeka, odvajanje
vecih globula masti, frakcioniranje proteina mlijeka
ili proteina sirutke i obogacivanje mlijeka micela-
ma kazeina u proizvodnji sira (Kulozik i Kersten,
2002.; Tolkach i Kulozik, 2006.). Jedna od novi-
jih primjena mikrofiltracije je u procesu proizvodnje
kazeina u prahu (Drgali¢ i Tratnik, 2004.) te u
procesu proizvodnje tzv. ESL (extended shelf life)
mlijeka.
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Tablica 1. Pregled nekih rezima obrade sa znac¢ajnom mikrobioloskom redukcijom u obradi mlijeka
Table 1. Overview of some novel methods with significant microbiological reduction in milk processing

Nacin obrade Ciljani mikroorganizmi Procesni uvjeti Postignuta redukcija Referenca
Processing method Target microorganisms Processing conditions ~ Obtained reduction Reference
ukupan broj Hupl:éeoré%l sur
HHP mikroorganizama/mL 600 MPa >6 log cfu/mL ’
. Huppertz et al.,
viable cell count/mL 2006

500 MPa, 6 ciklusa
po 5 min., 70 °C 6 log cfu/mL
500 MPa, 6 cycles

HHP + toplina Bacillus . S
HHP + heat stearotermophilus -5 min each, 70°C
700-900 MPa, 70 °C, 5 log cfu/mL
> min. Devlighiere i sur.,
) 2004.
HHP Escherichia coli MG1655 /00 MPa, 20°C, 3log cfu/mL  Devlighiere et al.,
15 min. 2004
. 550 MPa,
HH};i+ rinzm + lisozim: 400 ug/mL
sozim Escherichia coli MG1655 nizin: 400 IU/mL 3 log cfu/mL
HHP + nisine +
I . 550 MPa,
ysozime

lysozime: 400 ug/mL
nisin: 400 IU/mL

250 MPa
konc. lakticina:
HHP + lakticin 3147 Staphvi 10000 IU/mL 6 log cfu/mL Ross i sur., 2003.
HHP + lactacin 3147 ~ >'@phytococcus aureus 250 MPa 08 clu/m Ross et al., 2003
lactacin conc.:
10000 IU/mL

UZV: frekvencija Skraéivanje vremena
20 kHz, decimalne redukcije
amplituda 117 um, sa 4,3 na 1,5 min.
tlak: 200 kPa Reduction of decimal
20 kHZ, reduction time from
amplitude 117 um, 4.3 to 1.5 min
pressure 200 kPa
UZV + tlak Piyasena i sur.,
Ultrasound+pressure Listeri 2003.
isteria monocytogenes Pi ¢ al.
yasena et al.,
UZV: frekvencija 2003
20 kHz, Skracivanje vremena
amplituda 117 um,  decimalne redukcije
tlak 400 kPa sa 4,3 na 1 min.
20 kHZ, amplitude = Reduction of decimal
117 um, reduction time from

pressure 200 kPa 4.3 to 1.5 min
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Nacin obrade

Processing method

Ciljani mikroorganizmi
Target microorganisms

Procesni uvjeti
Processing conditions

Postignuta redukcija
Obtained reduction

Referenca
Reference

PEP
PEF

PEP + toplina
PEF + heat

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

elektri¢no polje jakosti
36 kV/cm - 64 impulsa,
temperatura 20 °C
intensity of electric
field 36kV/cm -
64 pulses,
temperature 20 °C

elektri¢no polje jakosti
30 kV/cm
temperatura 50 °C
intensity of electric
field 30 kV/cm
temperature 50 °C

5 log cfu/mL

4 log cfu/mL

Bendicho i sur.,
2002.
Bendicho et al.,
2002

PEP + toplina
PEF + heat

rod Pseudomonas
Pseudomonas sp.

elektri¢no polje jakosti
31 kV/cm,
temperatura 50-55 °C
intensity of electric
field 31 kV/cm,
temperature 50-55 °C

elektri¢no polje jakosti
35 kV/cm,
temperatura 65 °C
intensity of electric
field 35 kV/cm,
temperature 65 °C

5 log cfu/mL

>5,9 log cfu/mL

Craven i sur., 2008.
Craven et al., 2008

Shamsi i sur., 2008.
Shamsi et al., 2008

PEP + toplina
PEF + heat

rod Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae

elektri¢no polje jakosti
35 kV/cm,
temperatura 65 °C
intensity of electric
field 35 kV/cm,
temperature 65 °C

>5,9 log cfu/mL

Shamsi i sur., 2008
Shamsi et al., 2008

HHP - visoki hidrostatski tlak/high hidrostatic pressure; UZV - ultrazvuk/ultrasound; PEP/PEF - pulsirajuce elektri¢no polje/pulsed

electric field

Za sve navedene procese danas se najcesce ko-

Najvazniji aspekt za mljekarsku industriju sva-

riste keramic¢ke membrane jer se odlikuju dugotraj-
no$¢u, dobrim moguc¢nostima ¢iS¢enja i odrzavanja
te dobrom otporno$c¢u na $iroki raspon pH vrijedno-
sti i temperature, ali nedostatak im je visoka cijena
(Tratnik, 1998.; Nielsen, 2000.).

kako je uklanjanje bakterija i spora iz sirovog mlijeka
ili sirutke mikrofiltracijom na niskim temperaturama
(najcesce 50 °C) Cime se izbjegava visoka toplinska
obradba te promjene koje ona izaziva kao $to je pri-
mjerice pojava suokusa na kuhano koji je posljedica
denaturacije proteina sirutke. Nadalje, mikrofiltrira-
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no mlijeko, u odnosu na pasterizirano, ima produ-
ljenu trajnost (do 21 dan na 8 °C), ne sadrzi spore
bakterije Bacillus cereus te su iz njega uklonjene go-
tovo sve Zive i mrtve stanice mikroorganizama, pa ne
postoji moguénost dvojbe oko aktivnosti enzima ili
drugih intracelularnih komponenata iz mrtvih bakte-
rijskih stanica (Tratnik, 1998.; Drgali¢ i Tratnik,
2004.).

Saboya i Maubois (2000.) iznijeli su vrlo do-
bre rezultate pri mikrofiltraciji mlijeka keramic¢kim
membranama veli¢ine pora oko 1,4 um. Tako je pro-
sje¢na vrijednost decimalne redukcije iznad 3,5, od-
nosno broj bakterija u mlijeku se smanjuje sa 20.000
cfu/mL na svega 10 cfu/mL. Nadalje, razna istraziva-
nja mikrofiltracije mlijeka rezultirala su prosje¢nom
decimalnom redukcijom za bakterije Listeria mono-
cytogenes 3,4; Brucella abortus 4,0; Salmonella typ-
himurium 3,5 odnosno Mycobacterium tuberculosis
3,7 (Drgali¢ i Tratnik, 2004.).

S obzirom na velike uspjehe, u novije vrijeme
se proces mikrofiltracije sve viSe primjenjuje u op-
timiranju proizvodnje ESL mlijeka. Pod ESL mlije-
kom podrazumijeva se mlijeko produljene trajnosti
koje nije proizvedeno uporabom reZima sterilizaci-
je. Potreba za razvojem ovakvog nacina proizvodnje
mlijeka proizisla je iz zahtjeva potrosaca za mlijekom
produljene trajnosti koje nije podvrgnuto UHT po-
stupku. Naime kod UHT mlijeka se javlja suokus na
kuhano te dolazi do odredenog gubitka nutritivne
vrijednosti, §to ga ¢ini dosta neprihvatljivim od stra-
ne potro3aca koji su sve bolje educirani o pravilnoj
prehrani te imaju sve vee zahtjeve pri odabiru na-
mirnica (Rysstad i Kolstad, 2006.).

Princip proizvodnje ESL mlijeka svodi se na
uklanjanje Zivih stanica i spora bakterija iz sirovog
mlijeka, kao i primjenom procesa mikrofiltracije.
Medutim, veli¢ina somatskih stanica i spora je sli¢-
na veli¢ini globula mlije¢ne masti pa je pozeljno da
se mlijeko prije mikrofiltracije potpuno obere pri-
mjenom centrifugalnih separatora, kako bi se izbjegli
gubici mlije¢ne masti. Nadalje, obzirom na veli¢inu
kazeinskih micela i poznate mehanizme zalepljava-
nja membrana, u svrthu mikrofiltracije koriste se ke-
ramic¢ke membrane promjera 0,8-1,4 um (Kessler,
2002.).

Medutim, pore tih promjera omogucavaju pro-
lazak odredenog broja bakterija kroz membranu te je
stoga nakon provedbe mikrofiltracije nuzna pasteri-

zacija mlijeka HTST rezimom kako bi se u potpuno-
sti osiguralo uklanjanje vegetativnih oblika patogenih
mikroorganizama. Osim toga, obrano vrhnje podvr-
gava se procesu sterilizacije te se naknadno dodaje

mlijeku u svrhu standardizacije udjela mlije¢ne masti
(Rysstad i Kolstad, 2006.).

Hoffmann i suradnici (2006.) uporabom ke-
ramic¢ke membrane promjera pora 1,4 um uspjeli su
proizvesti ESL mlijeko znatno vece trajnosti u od-
nosu na pasterizirano mlijeko. Postupak proizvodnje
je jednak onomu koji je prethodno opisan. Sastav
ovako proizvedenog ESL mlijeka gotovo se uopce
nije razlikovao od sastava sirovog mlijeka, osim §to
je doslo do laganog pada udjela proteina u iznosu od
0,2-0,3 %, $to se pripisuje gubicima zbog zacepljenja
membrane. Senzorska svojstva ESL mlijeka su tako-
der izvrsno ocijenjena, odnosno nije doslo do pojave
stranih mirisa i okusa, promjene boje i sl. Primjena
mikrofiltracije u mljekarskoj industriji pokazala se
jednom od najboljih alternativnih metoda u svrhu
zamjene postupaka toplinske obrade. Najveca pre-
preka u njezinoj implementaciji dugo vremena bilo je
zalepljavanje membrana tijekom samog procesa, §to
mu je produljivalo trajanje i time znatno smanjivalo
kapacitet. Medutim, u dana$nje vrijeme osmislje-
ni su novi koncepti koji su omogudili rjesavanje tih
problema. Stoga je danas jedina preostala prepreka
ekonomske prirode, odnosno visoki troskovi nabave
i pokretanja postrojenja, $to je vjerojatno i razlog ne-
postojanju ove tehnologije u mljekarama Hrvatske.

Ostale metode

Jo§ jedna od novijih metoda konzerviranja jest
uporaba antimikrobnih tvari koje se prirodno nalaze
u biljkama, Zivotinjama i mikroorganizmima i naj-
Cedc¢e Cine dio njihovog imunoloskog sustava. Svrha
uporabe ovih tvari jest djelomi¢na ili potpuna zamje-
na kemijskih dodataka &ija primjena u proizvodnji
konzumnog mlijeka nije dozvoljena. Medutim, u
proizvodnji fermentiranih mlije¢nih napitaka te u
proizvodnji sireva mogu se upotrebljavati aditivi po-
put nekih kiselina i njihovih soli.

Medu tipi¢ne prirodne antimikrobne tvari koje
su dosad istraZivane, spadaju enzim laktoperoksidaza
koji se prirodno nalazi u mlijeku, lisozim iz bjelanjka
jajeta i smokve te bakteriocini koje proizvode bakte-
rije mlije¢ne kiseline. Sve tri vrste tvari ve¢ se nalaze
i/ili upotrebljavaju u mljekarstvu.
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Bakteriocini se definiraju kao ribosomalno sin-
tetizirani peptidi ili proteini koji pokazuju antimi-
krobno djelovanje, a proizvode ih razli¢ite skupine
bakterija u koje prije svega spadaju bakterije mlije¢-
ne kiseline (Galvez isur., 2007.). U proizvodnji fer-
mentiranih mlije¢nih napitaka ve¢ se odavno koriste
probioticki sojevi bakterija mlije¢ne kiseline Lacto-
coccus lactis za koje je dokazano da proizvode nizin
- bakteriocin s potvrdenim antimikrobnim udin-
kom protiv bakterije Bacillus cereus (Galvez i sur.,
2007.; Devlieghere i sur., 2004.). Kombinacija pri-
mijene nizina i octene kiseline u proizvodnji sira tipa
Riccotta pokazala se vrlo dobrim natinom prevencije
kontaminacije bakterijom Listeria monocytogenes u
vremenskom intervalu od ¢ak 70 dana pri ¢uvanju na
temperaturama hladnjaka (6-8 °C) (Davies i sur,,
1997.). Nadalje, kombinacija nizina i laktoperoksi-
daze pokazala je veoma jako antimikrobno djelovanje
protiv sojeva Listeria monocytogenes Ohio i Listeria
monocytogenes Scott A u obranom mlijeku nakon
24 sata inkubacije na 30 °C (Zapico i sur., 1998.),
odnosno protiv soja Listeria monocytogenes ATCC
15313 u obranom mlijeku ¢uvanjem pri 25 °C u vre-
menskom intervalu od 15 dana (Boussouel i sur.,,
2000.). Neki autori isti¢u vrlo dobar inhibitorni uci-
nak kombinacije bakteriocina pediocin bakterijskog
soja Pediococcus acidilactici i sakeicina bakterijskog
soja Lactobacillus sakei na rast i razvoj plijesni na
povrsini sireva (Devlieghere i sur., 2004.).

Nadalje, u sirarskoj je praksi dozvoljena uporaba
lisozima kao prirodne antimikrobne tvari koja cilja-
no djeluje protiv bakterija roda Clostridium. Pri tom
je dozvoljen dodatak 1-3 g ovog enzima na 100 L
mlijeka, a sveukupna koli¢ina veZe se na sirni grus
i uzrokuje razlaganje stani¢ne stijenke eventualno
prisutnih bakterija roda Clostridium te drugih gram-
pozitivnih bakterija (Tratnik, 1998.).

Medutim, primjena prirodnih antimikrobnih
tvari pokazuje i negativne aspekte poput visoke ci-
jene, sklonosti interakcijama s drugim sastojcima
namirnice, loSe topljivosti i promjene senzorskih
svojstava proizvoda. Problemi koji se javljaju kod
primjene bakteriocina su primjerice uzak spektar
djelovanja, spontani gubitak baktericidnog ucinka,
podloznost inaktivaciji putem proteolitickih enzima
te prisutnost bakterija otpornih na djelovanje bakte-
riocina (Devlieghere i sur., 2004.; Galvez i sur.,,

2007.).

Kao alternativa pasterizaciji mlijeka dosta se
istrazivala i primjena mikrovalova. Mikrovalovi se
definiraju kao dio elektromagnetskog zraenja u ras-
ponu frekvencija od 300 MHz do 300 GHz. Obuzi-
rom da se mikrovalovi takoder koriste u komunika-
cijske svrhe, u prehrambenoj industriji dozvoljena je
isklju¢ivo uporaba slijedeéih frekvencija: 2450 MHz
u vedini zapadnoeuropskih zemalja, 896 MHz u Veli-
koj Britaniji i 915 MHz u Sjevernoj i Juznoj Americi
(Kessler, 2002.).

Princip djelovanja mikrovalova sastoji se od
prijenosa energije nastale uslijed visokih frekvencija
izravno na medij koji se zagrijava. Mikrovalovi prodi-
ru duboko u namirnicu pri ¢emu se kineti¢ka ener-
gija pretvara u toplinu putem mehanizama vezanih
uz promjenu polarnosti iona prisutnih u namirnici.
Polarne molekule, od kojih je u mlijeku i mlije¢nim
proizvodima najbrojnija voda, ali i ioni mineralnih
tvari, mijenjaju svoj polaritet kad se nadu pod utjeca-
jem elektri¢nog polja i teZze da njihov polaritet bude
jednak onom elektri¢nog polja. Kako se polaritet
polja mijenja nekoliko milijuna puta u sekundi, §to
je primjerice slu¢aj pri primjeni zracenja frekvenci-
je 2450 MHz, molekule vode nailaze na otpor i ne
uspijevaju se orijentirati tom brzinom. Energija mi-
krovalova nastoji prevladati taj otpor i pretvara se u
toplinu (Herceg, 2009.; Gould, 1999.). Inaktiva-
cija mikroorganizama mikrovalovima vjerojatno se
dogada putem sljedeca dva predlozena mehanizma
i to djelovanjem topline te putem netermickih me-
hanizama poput elektropolacije, razaranja stani¢nih
membrana transmembranskim potencijalom te uni-
Stavanjem stanica djelovanjem magnetskog polja na
zna&ajne molekule unutar stanice (Herceg, 2009.).

Primjena mikrovalova kao alternativne meto-
de konzerviranja dosta se istrazivala kao alternativa
sterilizaciji i pasterizaciji u mljekarskoj industriji, no
nije u potpunosti zaZivjela uglavnom iz tehni¢kih i
komercijalnih razloga.

Dosta se istrazivanja radi i na podrudju primje-
ne ultraljubicastog zracenja u svrhu konzerviranja
namirnica. Ultraljubicasto zralenje obuhvaca dio
elektromagnetskog spektra valnih duljina u rasponu
od 10 do 400 nm, a dijeli se na etiri spektralna po-
drugja: UV-zracenje (100-200 nm), UV-C zralenje
(200-280 nm), UV-B zracenje (280-315 nm) i UV-A
zralenje (315-400 nm). Za mikroorganizme je naj-
pogubnije zralenje valnih duljina od 228 nm do 290
nm, s izrazitim maksimumom pri valnoj duljini od
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265 nm, bududi da zrake te valne duljine apsorbiraju
nukleinske kiseline pri ¢emu dolazi do formiranja ko-
valentnih veza izmedu pirimidinskih baza, $to ima za
posljedicu sprjecavanje razmnozavanja mikroorgani-
zama. Stoga se u svrhu inaktivacije mikroorganizama
primjenjuju valne duljine UV-B i UV-C spektralnog
podrudja (Herceg, 2009.).

Udinkovitost UV zracenja ovisi o broju i vrsti
mikroorganizama te o intenzitetu zracenja. Najma-
nju otpornost na djelovanje UV zracenje pokazuju
gram-negativne bakterije, zatim gram-pozitivne bak-
terije, kvasci, bakterijske spore, plijesni i virusi koji
su najotporniji (Herceg, 2009.).

Da bi se postigla inaktivacija mikroorganizama
u rangu redukcije oko 4 log, UV doza zracenja mora
biti minimalno 400 J/m? pri valnoj duljini 254 nm
u svim dijelovima proizvoda. Koeficijent apsorpcije
UV zracenja za mlijeko iznosi 300 cm™!, a ovom se
metodom dosta dobro mogu unistiti spore Bacillus
cereus, vegetativni oblici Mycobacterium tuberculo-
sis te Pseudomonas aeruginosa, koji se mogu nadi u
mlijeku i mlije¢nim proizvodima (Herceg, 2009.).

Umyjesto zakljutka

Borba protiv uzro¢nika kvarenja hrane i patoge-
nih mikroorganizama uzima sve vec¢i zamah. Istrazuju
se brojne nove metode i njihova primjena u svrhu
uni$tavanja tih patogenih mikroorganizama pri ¢emu
se dobivaju sve bolji rezultati. Medutim, velik broj
istrazivanja proveden je na model otopinama i in vi-
tro, dok je hrana vrlo slozen medij, $to znatno oteZa-
va primjenu dobivenih rezultata na konkretan medij
kao $to su primjerice mlijeko i mlije¢ni proizvodi.
Stoga je u novije vrijeme sve vie istrazivanja koja
se bave primjenom novih postupaka konzerviranja
na pojedine namirnice kao medij. U slu¢aju mlijeka
i mlije¢nih proizvoda dobiveno je dosta obecavaju-
¢ih rezultata vezanih uz mikrobiolosku redukciju,
medutim sve je vedi broj studija koje izvjestavaju o
negativnim u¢incima pojedinih postupaka na njihove
sastojke i svojstva. Stoga je u buduénosti potrebno
posvetiti jo$ viSe pozornosti optimiranju primjene
novih metoda u svrhu postizanja $to manjih struk-
turalnih promjena te 3to bolje redukcije mikroorga-
nizama. Pri tom se svakako trebaju uzeti u obzir i
faktori koji utje¢u na sigurnost hrane, s obzirom da je
to danas jedan od najznacajnijih pojmova koji se veze
uz hranu.

Possibilities of implementing
nonthermal processing methods
in the dairy industry

Summary

In the past two decades a lot of research in the
field of food science has focused on new, non-ther-
mal processing methods. This article describes the
most intensively investigated new processing met-
hods for implementation in the dairy industry, like
microfiltration, high hydrostatic pressure, ultraso-
und and pulsed electric fields. For each method an
overview is given for the principle of microbial inac-
tivation, the obtained results regarding reduction of
microorganisms as well as the positive and undesira-
ble effects on milk composition and characteristics.
Most promising methods for further implementati-
on in the dairy industry appeared to be combinati-
on of moderate temperatures with high hydrostatic
pressure, respectively, pulsed electric fields and mi-
crofiltration, since those treatments did not result
in any undesirable changes in sensory properties of
milk. Additionally, milk treatment with these met-
hods resulted in a better milk fat homogenization,
faster rennet coagulation, shorter duration of milk
fermentations, etc. Very good results regarding mi-
crobial inactivation were obtained by treating milk
with combination of moderate temperatures and
high intensity ultrasound which is also called a
process of thermosonification. However, thermo-
sonification treatments often result in undesirable
changes in milk sensory properties, which is most
probably due to ultrasonic induced milk fat oxidati-
on. This article also shortly describes the use of na-
tural compounds with antimicrobial effects such as
bacteriocins, lactoperoxidase system and lysozime.
However their implementation is limited for reasons
like high costs, interaction with other food ingredi-
ents, poor solubility, narrow activity spectrum, spon-
taneous loss of bacteriocinogenicity, etc. In addition,
principles of antimicrobial effect of microwaves and
ultraviolet irradiation are described. However their
implementation in the dairy industry failed mostly
due to technical and commercial reasons.

Key words: milk, high hydrostatic pressure,
ultrasound, pulsed electric fields,
microfiltration
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