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SaZetak
Svrha ovog rada je ispitati utjecaj tretiranja visokim hidrostatskim tlakom
na reoloska i termofizicka svojstva modelnih sustava [-laktoglobulina i

karagenana. Suspenzije [-laktoglobulina tretirane su visokim hidrostatskim
tlakom od 300 do 600 MPa. Vrijeme tretiranja bilo je 5 i 10 minuta.

Mjerenja reoloskih svojstava modelnih sustava karagenana i [-
laktoglobulina provedena su rotacionim reometrom, Rheometric Scientific
RM-180 (Rheometric Scientific, Inc., Piscataway, USA), na temperaturi od
20 °C. Reoloski parametri odredeni su upotrebom Ostwald de Waele-ovog
zakona. Rezultati ispitivanja pokazuju da su svi ispitivani sustavi imali ne-
newtonski, pseudoplasticni karakter, te da wuzorci tretirani visokim
hidrostatskim tlakom imaju promijenjene reoloSke znacajke uslijed djelomicne
denaturacije proteina proporcionalne primijenjenom tlaku i vremenu
tretiranja.

Temperature faznih promjena odredene su metodom diferencijalne
termicke analize (DTA). Utvrdeno je da visoki hidrostatski tlak znacajno
snizava temperaturu zamrzavanja i odmrzavanja modelnih sustava [-
laktoglobulina, te da karagenan posjeduje odredena krioprotektorska svojstva.

Kljucne rijeci: visoki hidrostatski tlak, f-laktoglobulin, reoloska svojstva,

termofizicka svojstva, karagenan

Uvod

U posljednjih petnaest godina potrosaci zahtijevaju da proizvedena hrana
ima Sto prirodniji okus, boju i teksturu, te da rok trajanja omogucuje razuman
period skladistenja kod kuce prije konzumiranja. Tako definirane zahtjeve koji
su postavljeni proizvoda¢ima mogu zadovoljiti namirnice proizvedene
metodama minimalnog procesiranja. Kao metoda koja pokazuje najveci
potencijal, prepoznata je metoda upotrebe visokog hidrostatskog tlaka. Ucinak
visokog hidrostatskog tlaka na hranu ocituyje se kroz uniStenje
mikroorganizama, te promjenu enzimske aktivnosti. Medutim, visoki tlak
moze uzrokovati 1 promjene funkcionalnih, reoloskih, te termofizickih
svojstava hrane. Za sada je poznato da visoki tlak utje¢e samo na nekovalentne
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kemijske veze (ionske, vodikove, hidrofobne), ostavljaju¢i kovalentne veze
netaknute $to omogucuje unistenje mikrobioloske aktivnosti bez znacéajnijeg
utjecaja na sastojke hrane odgovorne za okus, miris i teksturu (Taucher,
1995., De Wit, 1998.).

Osnovne proteinske frakcije koje sacinjavaju proteine sirutke su [3-
laktoglobulin (60%), a-laktalbumin (22%), govedi serum albumin (5,5%) 1
imunoglobulini (9,1%) (Kinsella i Whitehead, 1989.).

B-laktoglobulin je globularan, anfiksilan protein koji je zamotan tako, da
je osam antiparalelnih P-nabranih plo¢a formirano oko centralne Supljine,
kaliksa (Damodaran, 1996a, 1996b, 1997.). Slijed amino-kiselina kod [-
laktoglobulina sastoji se od 162 aminokiselinskih ostataka, molekularne mase
18 300 g/mol, te je pI = 5,1 (Tanford 1 sur., 1959.; Qin 1 sur., 1998.). Od
velikog znacaja u ovom proteinu je pet Cys/2 ostataka, koji ukljucuju dvije
intermolekularne disulfidne veze: izmedu ostataka 66 1 160 te 106 1 119 ili
121, i jednu slobodnu SH grupu na ostatku 119 ili 121 (Godovac-
Zimermann i Braunitdzer, 1987., Pittia i sur., 1998.). Cetiri disulfidne
veze po B-Lg dimeru stupaju u reakciju formirajudi intermolekularne veze koje
odrazavaju strukturni integritet polimera i snizavanjem entropije povecavaju
stabilnost proteina. -laktoglobulin u vodenoj otopini tvori stabilne globule, no
tretiranje visokim hidrostatskim tlakom moze utjecati na konformaciju
proteina 1 voditi do denaturacije proteina, agregacije ili Zeliranja, ovisno o
proteinskom sistemu, primijenjenom tlaku i trajanju tretmana tlakom, Sto u
konacnici dovodi do promjena funkcionalnih, reoloskih 1 termofizickih
svojstva proteina hrane. Konformacijske promjene proteina dovode do
promjena hidratacijskih svojstva koja ovise o reakcijama protein — voda, te do
promjena svojstva koja ovise o protein — protein interakcijama, kao i do pro-
mjena povrsinskih svojstava.

Hidrokoloidi su hidrofilni biopolimeri velike molekularne mase koji se u
prehrambenoj industriji naj¢eS¢e upotrebljavaju kao stabilizatori, te kao
funkcionalni dodatci (Dickinson, 2003.). Funkcionalnost pojedinih biopoli-
mera pod utjecajem je medudjelovanja s drugim komponentama hrane:
proteinima, polisaharidima , lipidima kao 1 pod utjecajem tehnoloSkog procesa
(tretiranja visokim hidrostatskim tlakom). Priroda i jakost interakcija protein
hidrokoloid u otopini i na granici faza znacajno utjeCe na stabilizirajuca
svojstva disperznih sustava (Dickinson, 1993.). Trojni polimerni sustav
(otapalo, protein i hidrokoloid) predstavljaju slozeni sustav, buduc¢i da svaki
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ima razli¢ite monomerne jedinice u razli¢itom slijedu i Cesto polidisperzne.
MijeSanje unutar trojnog polidisperznog sustava je ponajprije kontrolirano
entalpijom, tj. odredeno je relativnom snagom interakcija izmedu polimera te
izmedu polimera i otapala, uz dodatnu entropiju oslobadanja vezane vode
(Syrbe 1 sur., 1998.). U skladu s navedenim razlikujemo tri osnovna stanja
ravnoteze trojnog polimernog sustava: inkopatibilnost, kompleksna koacerva-
cija 1 mjesivost.

Stoga je svrha ovog rada ispitati utjecaj konformacijskih promjena B-
laktoglobulina nastalih pod djelovanjem visokog hidrostatskog tlaka na trojni
polidisperzni sustav koji ¢ine otapalo-voda, B-laktoglobulin, te karagenan, na
reoloska i termofizicka svojstva istih.

Materijal i metode rada
U ovom radu ispitivanja su provedena na 10%-tnim modelnim otopinama
pripremljenim s B-laktoglobulinom prethodno tretiranim visokim hydrostat-
skim tlakom kojemu je dodan hidrokoloid karagenan.
Pri pripremi modelnih otopina upotrijebljeni su sljedeci sastojci:

* B-LAKTOGLOBULIN (Komercijalni naziv - BioPure-B-laktoglobulin),
Davisco Foods International, Inc. Kemijski sastav deklarirao je proizvodac:
B-laktoglobulin (88,55 %), ostali proteini (4,65 %), voda (4,3 %), masti (0,2
%), pepeo (2,3 %)

* KARAGENAN (Komercijalni naziv — AQUAGEL GU 805), Werba
Chemie, Haudelsgellsahaft m.b.h Wien

Tretiranje suspenzija [-laktoglobulina visokim hidrostatskim tlakom

Neposredno prije tretiranja visokim hidrostatskim tlakom pripremljene su
10 % (g s.t. /g suspenzije) suspenzije B-laktoglobulina otapanjem odgovara-
juce koli¢ine proteina u destiliranoj vodi. Pripremljene suspenzije su zatim
dobro homogenizirane mijeSanjem na magnetskoj mijesalici. Tretiranje
visokim hidrostatskim tlakom provedeno je u laboratorijskom uredaju LAB 50
(SIG, Simonazzi, Parma, Italija).

Prethodno pripremljene suspenzije B-laktoglobulina pune se u fleksibilnu
PET ambalazu, promjera 0,45 m, visine 1,35 m, s promjerom ¢epa 0,30 m.
Ovako pripremljene suspenzije tretirane su visokim tlakom u rasponu od 300
do 600 * 10° Pa, uz vrijeme zadrzavanja 5 i 10 minuta. Svi uzorci su tretirani
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pri istim uvjetima uzimajuci u obzir adijabatsko zagrijavanje koje se javlja u
fazi kompresije. Tretiranja su provedena na temperaturi od 40 °C.

Nakon tretiranja visokim tlakom, uzorci su zamrznuti na -40°C, te potom
liofilizirani. Proteinski prah je zatim hermeticki zatvoren u polietilenske
vrecice i ¢uvan do pocetka analiza u eksikatoru, na sobnoj temperaturi.

Priprema modelnih suspenzija B-laktoglobulina tretiranih visokim
tlakom sa i bez dodatka hidrokoloida

Modelne suspenzije [-laktoglobulina bez dodatka hidrokoloida
pripremljene su otapanjem odredene koli¢ine liofiliziranih proteina u
destiliranoj vodi, te je uzorak homogeniziran mijeSanjem na magnetskoj
mijeSalici (Tablica 1).

Modelne suspenzije B-laktoglobulina s dodatkom hidrokoloida
pripremljene su otapanjem odredene koli¢ine liofiliziranih proteina u
destiliranoj vodi, a nakon toga je dodana odgovarajuca koli¢ina karagenana.
Tako pripremljene suspenzije homogenizirane su mijeSanjem na magnetskoj
mijesalici. Ukupni udio suhe tvari u svakoj modelnoj suspenziji iznosio je 10
% (g s.t. / g suspenzije) (Tablica 1).

Tablica 1: Sastav ispitivanih modelnih sustava

Table 1: Composition of investigated model systems

Modelne Nacin tretiranja [-laktoglobulin Karagenan Voda
otopine Way of treatment [-lactoglobulin Carragenan Water
Model Vrijeme Tlak

solutions | Time (min.) | Pressure (MPa) (®) (2) (2)

A Netretirani / Untreated 10,4 - 89,6
Al Netretirani / Untreated 9,9 0,5 89,6
A2 300 9,9 0,5 89,6
A3 5 minuta 400 9,9 0,5 89,6
A4 5 minutes 500 9,9 0,5 89,6
A5 600 9,9 0,5 89,6
A6 300 9,9 0,5 89,6
A7 10 minuta 400 9,9 0,5 89,6
A8 10 minutes 500 9,9 0,5 89,6
A9 600 9,9 0,5 89,6

Skenirajucéa mikroskopija
Neposredno prije pripreme modelnih sustava izvrSena je skenirajuca

mikroskopija [B-laktoglobulina u prahu, prije 1 nakon tretiranja visokim
hidrostatskim tlakom. Skenirajuéa mikroskopija provedena je pobudivanjem
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elektrona na povrsini uzorka, pri ¢emu odgovarajuci detektor hvata pobudene
elektrone, te na taj nacin dobivamo sliku uzorka. Da bi na ovakav na¢in mogli
pobuditi elektrone, potrebno je pozlatiti uzorak radi pospjesivanja vodljivosti.
Priprema uzorka se vr$i u uredaju Edwards S-150, (Sputter coater). Sva
snimanja obavljena su na skeniraju¢em mikroskopu JOEL-JSM-5800.

Odpredivanje reoloSkih svojstava

Reoloska svojstva 10%-tnih modelnih sustava p-laktoglobulina odredena
su rotacionim reometrom RM-180 (Rheometric Scientific, Inc., Piscataway,
USA) na temperaturi od 25°C, neposredno nakon pripreme uzoraka. Za
mjerenje je upotrijebljeno vreteno broj 3 (J = 14 mm; 1 = 21 mm) s
pripadaju¢om posudom za uzorak broj 3 (& = 15,18 mm). Viskoznost 10%-
tnith modelnih sustava odredena je tako da je brzina smicanja postepeno
poveéavana od 0 s do maksimalne brzine od 1290 s™', a potom je smanjivana
do 0 s™. Prividna viskoznost izradunata je primjenom Newtonovog zakona /1/
kod maksimalne brzine smicanja od 1290s™.

=Y /1/
gdjeje: T = napon smicanja (Pa)
= viskozitet (Pas)

y7j
Y =brzina smicanja (s™)

Na osnovi izmjerenih podataka (brzina i napon smicanja) izracunati su
reoloSki parametri (koeficijent konzistencije 1 indeks tecenja) primjenom

metode linearne regresije, pri ¢emu je upotrijebljen Ostwald de Waele-ov
zakon /2/.

t=k-y" 12/
gdjeje: T = napon smicanja (Pa)
k = koeficijent konzistencije (Pas")
¥ = brzina smicanja (s”)

n = indeks teCenja

Odredivanje termofizickih svojstava

Temperature faznih promjena (zamrzavanje, odmrzavanje) odredene su
upotrebom diferencijalne termicke analize (DTA). Za njihovo odredivanje
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upotrijebljen je laboratorijski uredaj za DTA «MP AT-Pt-L» (Elektron d.d.,
Stubicke Toplice) pri ¢emu je kontinuirano mjerena temperatura kao i
temperaturna razlika izmedu uzorka i referentnog materijala (kvarcni pijesak).
Hladenje je provedeno upotrebom etanola i tekuc¢eg dusika (brzina hladenja
bila je 10°C/min) dok je odmrzavanje provedeno na sobnoj temperaturi
(20 °C) s okolnim zrakom. Brzina odmrzavanja bila je 0,5 °C/min. Za obradu
podataka koristen je software (STEP 7-Micro, STEP 7/WIN32), Siemens
(Energy and Automatisation, Inc.). Povezanost mjernog uredaja s racunalom
omogucila je neposredno on-line prac¢enje procesa zamrzavanja i odmrzavanja
uzoraka s velikom osjetljivos¢u na mjerenja temperature (10 mK) i visokom
frekvencijom uzorkovanja (10 mjerenja u sekundi). Kao rezultat mjerenja
dobivene su krivulje smrzavanja i odmrzavanja. Pocetak DTA pika predstavlja
pocetak fazne promjene (zamrzavanje, odnosno odmrzavanje).

Sva mjerenja provedena su tri puta, a njihova aritmeti¢ka sredina uzeta je
kao konacni rezultat.

Rasprava

Tretiranje visokim hidrostatskim tlakom mijenja konformaciju molekule
B-laktoglobulina, a posljedica su promjene reoloskih i termofizickih svojstva.
Konformacijske promjene na molekulama proteina pra¢ene su upotrebom
skenirajuce elektronske mikroskopije (Slike 1, 2). Pri ve¢im koncentracijama

Slika 1: Velicina i oblik netretiranih globula p-laktoglobulina
Figure 1: Size and shape of untreated globules of p-lactoglobulin
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proteina (oko 10%) tijekom tretiranja visokim tlakom dolazi do
intermolekularnih interakcija i ireverzibilnih agregacija (Wong i Heremens,
1988.) Sto u konacnici dovodi do denaturacije proteina koje mogu biti
reverzibilne i ireverzibilne, ovisno o uvjetima tretiranja. Pod denaturacijom
proteina podrazumijeva se svaka konformacijska promjena bilo da se radi o
sekundarnoj, tercijarnoj ili kvaternoj strukturi proteina koja nije pracena
puknu¢em kovalentnih veza ukljuenih u primarnu strukturu proteina
(Messens i sur., 1997.). Kona¢na konformacija poslije denaturacije odgovara
nasumi¢noj klupki ili djelomicno odmotanoj polipeptidnoj strukturi.
Denaturacija pod djelovanjem visokog hidrostatskog tlaka kompleksan je
fenomen koji ovisi o strukturi proteina, intenzitetu primijenjenog tlaka,
temperaturi, pH, ionskoj jakosti i sastavu otapala (Masson, 1992.; KreSi¢ i
sur., 2005.). PrijaSnja istraZivanja (Futenberger 1 sur. 1995., Tanaka 1 sur.
1996.) pokazala su da tretiranjem B-laktoglobulina tlakom od 450 MPa nastaju
agregati velike molarne mase (dimer do heksamer) uslijed stvaranja
intermolekularnih S-S veza. Kao potvrda navedenih pretpostavki posluzila
nam je skeniraju¢a mikroskopija (slike 1, 2). 1z navedenih je slika vidljivo da

Slika 2: Velicina i oblik globula [-laktoglobulina nakon tretiranja visokim
hidrostatskim tlakom

Figure 2: Size and shape of high hidrostatic pressure treated globules of -
lactoglobulin
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je kompaktna globularna struktura proteina djelomi¢no razorena djelovanjem
visokog tlaka, te je za oCekivati da ¢e kod ovakvih molekule -laktoglobulina,
u novonastaloj komformaciji, hidrofobne skupine - koje su prije bile skrivene
unutar proteinske globule - sada biti izlozenije, ¢ime ¢e im biti omoguceno
lakSe stupanje u reakcije tipa protein-otapalo ili protein-protein (Smith, 1994.,
Verheul i Roefs, 1998.). Navedene promjene u konacnici dovode do
znacajnih promjena reoloskih i termofizickih svojstava p-laktoglobulina.

ReoloSka svojstva ispitivanih suspenzija izraZzena su koeficijentom
konzistencije i indeksom tecenja, te su adekvatno opisana Ostwald de Waele-
ovim zakonom budu¢i da je koeficijent determinacije za navedene suspenzije
bio izrazito visok (od 0,9762 do 0,9996) (Tablica 2).

Tablica 2: Reoloske karakteristike modelnih sustava pripremljenih
S-laktoglobulinom, te dodatkom karagenana
Table 2: Rheological characteristics of model systems prepared with
p-lactoglobulinom and carragenan addition

Modelne I"erldna . Koe‘ﬁcu er.l.t Koeficijent determinacije
. Viskoznost Indeks tecenja konzistencije C
otopine . . Determination
Apparent Flow index Consistency .
Model h . : Coefficient
solutions viscosity (n) coefficient 2
(mPa s) (mPa s)"

A 7,0 1,6720 0,0730 0,9920

Al 7,0 1,5764 0,1270 0,9939

A2 8,0 1,7220 0,1503 0,9889

A3 10,0 1,5780 0,1737 0,9992

A4 9,0 1,5620 0,1820 0,9995

A5 11,0 1,5213 0,2293 0,9980

A6 10,0 1,5484 0,2100 0,9992

A7 10,0 1,4873 0,3085 0,9982

A8 14,0 1,4501 0,4374 0,9843

A9 15,0 1,3409 0,4451 0,9762

Na temelju oblika krivulja, te odnosa napona smicanja i brzine smicanja
(slika 3) te rezultata odredivanja reoloskih parametara (tablica 2) utvrdeno je
da svi ispitivani sustavi ulaze u kategoriju ne-newtonskih sustava (pokazuju
pseudoplasti¢na svojstva).

Tretiranje visokim hidrostatskim tlakom znacajano je utjecalo na tip
teCenja modelnih sustava, budu¢i da je tip teCenja modelnih sustava
pripremljenih  netretiranim  p-laktoglobulinom kao i tretiranim -
laktoglobulinom na nizim tlakovima (300 i 400 MPa) bio izrazito
pseudoplastican. No, povecanjem tlaka i vremena tretiranja, kao i dodatkom
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karagenana, doSlo je do znaCajnog smanjenja indeksa tecenja, te je time
pseudoplastic¢an karakter modelnih sustava bio manje izrazen (tablica 2).

Tretiranjem visokim hidrostatskim tlakom suspenzija B-laktoglobulina
povecana je viskoznost Sto je direktna posljedica konformacijskih promjena
proteinskih molekula (Kanno i sur., 1998.). Uslijed promjena u tercijarnoj
strukturi proteinskih globula tijekom djelovanja visokog tlaka dolazi do
djelomi¢nog odmotavanja proteinske uzvojnice te oslobadanja novih mjesta za
vezanje vode, ¢ime se u znacajnoj mjeri povecava sposobnost vezanja vode
proteina, a samim time i viskoznost cijelog sustava (Mishra i sur., 2001.;
Herceg 1 Lelas., 2005.). Dobiveni rezultati ukazuju na cinjenicu, da
povecanje primijenjenog tlaka i vremena tretiranja uzrokuje intenzivnije
promjene u tercijarnoj strukturi proteina, a samim time i vecu viskoznost
cijelog sustava (tablica 2, slika 3).
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Slika 3: Odnos napona smicanja i brzine smicanja modelnih suspenzija
pripremljenih sa [-laktoglobulinom i karagenanom

Figure 3: Shear rate and shear stress relationship of model systems prepared
with p-lactoglobulin and carragenan

Takoder je uoceno, da dodatak karagenana znacajno povecava viskoznost
modelnih sustava (tablica 2). Medutim, na povecanje viskoznosti u vecoj mjeri
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utjeCe tretman visokim hidrostatskim tlakom nego dodatak karagenana
(Tablica 2).

Temperature faznih promjena (zamrzavanje, odmrzavanje) odredene su
upotrebom diferencijalne termi¢ke analize (DTA). Geometrija mjernih
udubljenja uredaja za DTA osiguravala je jednodimenzionalni prijelaz topline
u sustavu tijekom mjerenja, buduéi da omjer mase mjernog bloka i uzorka
iznosi priblizno 750 : 1 $to omogucava pretpostavku da latentna toplina krista-
lizacije ili taljenja leda ne utjece na raspodjelu temperature u mjernom bloku.

Primijenjena brzina sniZzenja temperature (10°C/min), te porasta tempera-
ture (0,5 °C/min) omogucavala je kvazistacionarnost procesa smrzavanja
odnosno odmrzavanja, te dobro definiranje i ponovljivost DTA-krivulja.

Kao rezultat mjerenja metodom diferencijalne termicke analize dobivene
su karakteristicne DTA-krivulje (Slike 4, 5).
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Slika 4: DTA krivulje zamrzavanja modelnih suspenzija betalaktoglobulina s
dodatkom karagenana

Figure 4: DTA curves of freezing model suspension of betalactoglobulin with
carragenan addition
Obradom rezultata dobivenih diferencijalnom termi¢kom analizom
utvrdene su temperature zamrzavanja, odnosno odmrzavanja (pocetak vrha
krivulje zamrzavanja i odmrzavanja) (Tablica 3).

Modelne suspenzije pripremljene B-laktoglobulinom tretiranim visokim
hidrostatskim tlakom imale su niZzu temperaturu zamrzavanja i odmrzavanja od

modelnih suspenzija pripremljenih netretiranim [-laktoglobulinom (Tablica
3).
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Slika 5: DTA krivulje odmrzavanja modelnih suspenzija betalaktoglobulina s
dodatkom karagenana

Figure 5: DTA curves of thawing model suspension of betalactoglobulin with
carragenan addition

Tablica 3: Temperature zamrzavanja i odmrzavanja suspenzija
[-laktoglobulina s dodatkom karagena
Table 3: Freezing and thawing temperatures of f-lactoglobulina with
carragenan addition

Pocetak . Pocetak
. Vrh zamrzavanja . .
zamrzavanja . odmrzavanja Vrh odmrzavanja
Uzorak " Peak of freezing . ;
Freezing Thawing Peak of thawing curve
Sample curve N
temperature ©C) temperature °O)
O O
A 0,87 4,73 6,83 -1,63
Al -1,03 -5,16 -6,96 -1,69
A2 -1,49 -5,52 -7,13 -1,84
A3 -1,72 -5,77 -7,24 -1,92
A4 2,03 -5,83 7,39 -1,98
A5 -2,13 -6,01 -7,66 -2,03
A6 -2,26 -6,10 -7,94 -2,15
A7 -2,29 -6,25 -8,52 -2,21
A8 235 6,22 8,91 227
A9 -2,41 -6,30 -8,87 -2,34

Ovakvo ponasanje proteina moguce je objasniti ¢injenicom da molekule B-
laktoglobulina u vodenoj otopini tvore globule kod kojih je unutarnji dio
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globule hidrofoban a vanjski dio izrazito hidrofilan, pri ¢emu karboksilne
skupine (-COQ") elektrostatskim (Coulombo-vim) silama vezu dipolne
molekule vode, pa se dio vode - uslijed promjene prostorne orijentacije
aminokiselinskih ostataka - imobilizira u trodimenzionalnu strukturu gela
(bubrenje) (Herceg i sur., 2004.). Posljedica navedenih pojava je povecanje
entropije sustava i zahtijeva vecu koli¢inu latentne topline fazne promjene §to
rezultira pomakom tofke smrzavanja prema niZzim temperaturama kod
modelnih sustava pripremljenih -laktoglobulinom tretiranim visokim tlakom.
Osim toga, proteini tretirani u otopini vezu na sebe vece koli¢ine vode, zbog
¢ega nastaju vece koli¢ine malih kristala leda tijekom zamrzavanja. Tijekom
velikih kristala, pa na niZim temperaturama zahtijevaju vecu koli¢inu latentne
topline taljenja Sto uzrokuje i nize temperature odmrzavanja.

Rezultati dobiveni nakon provedene diferencijalne termiCke analize
potvrduju dosadaSnja istrazivanja da karagenan pokazuje odredena
krioprotektorska svojstva (Slika 4) (Boye, 1997.).

Ovakav ucinak karagenana moguce je objasniti sposobnos¢u aktivnih
grupa da izgraduju vodikove mostove s dipolnim molekulama vode kao i
disociranim polarnim grupama -laktoglobulina, pa na taj nacin snizavaju
temperature zamrzavanja ispitivanih sustava. Navedeni mehanizam, odnosno
ineterakcije karagenana 1 proteina bili su izraZeniji u suspenzijama
pripremljenim B-laktoglobulinom tretiranim pri viSim vrijednostima tlaka
(500-600 MPa), te duljim vremenom tretiranja, Sto je direktna posljedica
intenzivnijih konformacijskih promjena molekularne strukture [-laktoglo-
bulina.

Zakljucci
Tijekom tretiranja  visokim hidrostatskim tlakom dolazi do
konformacijskih promjena molekule [-laktoglobulina, te do ireverzibilne
denaturacije iste.

Reoloska svojstva modelnih sustava [-laktoglobulina pripremljenih
dodatkom karagenena adekvatno su opisana Ostwald de Waele-ovim
zakonom, te je na temelju reoloskih parametara utvrdeno da svi ispitivani
sustavi ulaze u kategoriju ne-newtonskih sustava koji pokazuju izrazito
pseudoudoplastican karakter.
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Utvrdeno je, da uzorci tretirani visokim hidrostatskim tlakom imaju
promijenjene reoloske znaCajke koje se ocituju u povecanoj viskoznosti,
odnosno povecanom koeficijentu konzistencije.

Metodom diferencijalne termicke analize utvrdeno je da modelni sustavi
pripremljeni P-laktoglobulinom tretiranim visokim hidrostatskim tlakom
pokazuju pomak tocke zamrzavanja 1 odmrzavanja prema niZim
temperaturama, te da navedeni pomak progresivno prati porast tlaka i
produljivanje vremena tretiranja.

Diferencijalna termiCka analiza potvrdila je da karagenan posjeduje
odredena krioprotektorska svojstva, odnosno da znacajno snizava tocku
zamrzavanja modelnih sustava -laktoglobulina.

RHEOLOGICAL AND THERMOPHYSICAL PROPERTIES OF

CARRAGENAN AND [-LACTOGLOBULIN MODEL SYSTEMS
TREATED WITH HIGH HYDROSTATIC PRESSURE

Summary

The aim of this paper is to examine the influence of high hydrostatic
pressure treatment on the rheological and thermophisical properties of [-
lactoglobulin and carragenan model systems. Suspensions of [-lactoglobulin
were treated with a high hydrostatic pressure in a range of 300 to 600 MPa.
Holding period was 5 and 10 minutes.

Measurements were performed using rotational viscosimeter Rheometric
Scientific RM-180 at 20 °C. The rheological parameters were determined by
the Ostwald de Waele law. The results of the investigation have shown that all
investigated systems are non-Newtonian — pseudoplastic. All samples treated
with high hydrostatic pressure have changed rheological characteristics. The
extent of protein denaturation was proportional to the intensity of applied
pressure and holding time.

The phase transition temperatures were determined by differential
thermal analysis (DTA). High pressure treatment caused depression of

freezing point and melting point, respectively. Carragenan acts as a
crioprotectant.

Key words: high hydrostatic pressure, [-lactoglobulin, rheological
properties, thermophysical properties, carragenan
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