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SaZetak

Netoplinske tehnologije, danas sve zastupljenije u modernoj prehrambenoj industriji zasnivaju se na brzoj i ucinkovitoj obradi kojom u
potpunosti kontroliramo promjenu temperaturnog gradijenta. Sojino mlijeko kao vodeni ekstrakt sojina zrna prihvatljiva je baza za proizvodnju
napitaka na bazi voca i povréa kao i pripravu sve popularnijih smoothija. Cilj ovog rada bio je istraZiti utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta i
visokog hidrostatskog tlaka na promjenu fizikalnih svojstava (temperatura, apsorbancija, gustoca i raspodjela velicine masnih globula) sojinog
mlijeka sa razlic¢itim udjelom suhe tvari sa ciljem bolje stabilnosti i odrzanja disperznog sustava. Udio suhe tvari reflektira se na stabilnost
disperzne faze unutar disperznog sredstva. Ultrazvucna obrada provedena je pri amplitudama 20, 60 i 100 %, vremenu obrade 6 i 10 minuta, te
sondama promjera 7 i 10 mm. Obrada visokim hidrostatskim tlakom provedena je pri tlakovima od 100, 200 i 300 Mpa i vremenu zadrzavanja
od 9 i 15 min. Obje netoplinske tehnologije pokazuju pozitivan trend utjecaja na statisticki znacajnu promjenu promatranih fizikalnih svojstava
kao i povecanje stabilnost obradenog sojinog mlijeka izrazenog preko odnosa relativne ucestalosti globula odredenih dimenzija.

Kljuéne rijeci: sojino mlijeko, visoki hidrostatski tlak, ultrazvuk, raspodjela velicine masnih globula

Abstract

The novel, nonthermal technologies are represented in the modern food industry, as a fast and efficient processes which are based on total
control of the temperature gradient. Soy milk as a water extract of soybean is an acceptable base for manufacturing of beverages based on fruit,
vegetables and all kind of smoothies. The main goal of this manuscript is an exploration of the influence of high-intensity ultrasound and high
hydrostatic pressure on changes of physical properties such as temperature, absorbance, density and fat globule distribution of soymilk with
different ratio of dry matter content. Dry matter content is reflected on the stability of dispersed phase against the dispersed agent. Ultrasonic
treatment was performed at amplitude of 20, 60 and 100 %, time of 6 and 10 minutes using 7 and 10 mm probes. High hydrostatic pressure
treatment was performed at 100, 200 and 300 MPa and time of treatment 9 and 15 minutes. Both, nonthermal technologies have a statistically
significant influence on observed physical properties as well as increasing of stability treated soymilk expressed over frequency curve against
the diameter of fat globules.

Keywords: soymilk, high hydrostatic pressure, ultrasound, fat globule distribution

Uvod

Proizvodnja i potro$nja voénih, povrtnih sokova i smoothija
u stalnom je porastu na globalnoj razini. Primjena netoplinskih
tehnologija u prehrambenoj tehnologiji 1 biotehnologiji sve je
intenzivnija, posebno primjena visokog hidrostatskog tlaka i ul-
trazvuka visokog intenziteta. (Picouet i sur., 2016). Utjecaj neto-
plinskih tehnologija najcesce se manifestira kao vrlo u¢inkovita
metoda obrade svjezih namirnica sa ciljem potpunog ocuvanja
izvornosti tako obradenih uzoraka (Indrawati i sur., 2002; Mar-
tinez — Monteagudo 1 Balasubramaniam, 2015). Od izuzetne

vaznosti je kontrola temperature procesa obrade koja najcesée ne
prelazi vrijednosti koje bi bitno utjecale na fizikalno — kemijske
komponente svjeze obradenih namirnica. Svakodnevna konzu-
macija svjeze obradenog voca i povréa u koli¢ini od 400 g po pre-
poruci ,,Svjetske zdravstvene organizacije” najuéinkovitiji je put
prema prevenciji veéine bolesti modernog drustva. Osim vo¢nih
i povrtnih sokova na trzi$tu su sve prisutniji 1 smoothiji, sokovi
dobiveni iz viSe razli¢itih komponenata odabranog svjezeg voca i
povréa. Kao baza, najéesce se koristi kravlje i sojino mlijeko zbog
svojih izrazito dobrih prirodno emulgirajucih svojstava koja pru-
zaju dodatnu stabilnost viSekomponentnim sustavima (Bosiljkov,
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2011; Picouet i sur., 2016). Sojino mlijeko kao prirodni ekstrakt
sojinog zrna svojim kemijskim sastavom pokazao se kao izvrstan
odabir za Siroku populaciju koja ima intoleranciju na laktozu, kao
zdravi obrok sa visokim udjelom proteina (Toro — Funes i sur.,
2014). Komercijalno iskoristenje visokog hidrostatskog tlaka pro-
matrajuci kroz prizmu materijalne i energetske bilance dobivanja
voénih, povrtnih sokova i smoothija, dogada se pri tlakovima od
300 — 600 MPa i vremenu zadrzavanja do 10 minuta. Za svako
povecanje tlaka od 100 MPa u sustavu dolazi do poveéanja tem-
perature od 3 — 6 °C ovisno o promatranoj komponenti (voda,
proteini, masti) (Tewari, 2007; Bosiljkov i sur., 2010; Fernandez i
sur., 2018). Djelovanje ultrazvuka visokog intenziteta zasniva se
na rasprostiranju ultrazvuénog vala u teku¢em mediju i posljedic-
no o imploziji kavitacijskog mjehurica tijekom prijelazne kavita-
cije koja najc¢esce ovisi o frekvencijskom podrucju odabranog ul-
trazvucnog procesora (Bosiljkov i sur., 2017; Komes i sur., 2017).
Primjena netoplinskih tehnologija najcesce je sa ciljem mikrobio-
loske obrade, tj. inaktivacije mikroorganizama i enzima sa ciljem
produljenja trajnosti i svjezine. Homogenizacija visokim tlakom
i ultrazvukom ima za posljedicu povecanje stabilnosti grubo dis-
perznih sustava. Termin homogenizacija koristi se za procese u
kojima dolazi do redukcije veli¢ine neravnomjerno disperznog
sustava 1 postizanja vece disperznosti u sustavu frekvencije ras-
podjele veli¢ine masnih globula (Karlovi¢ i sur., 2014; Poliseli —
Scopel i sur., 2012). Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj ultrazvu-
ka visokog intenziteta i visokog hidrostatskog tlaka na promjenu
fizikalnih svojstava sojinog mlijeka sa razliCitim udjelom suhe
tvari sa ciljem postizanja bolje stabilnosti 1 odrzivosti disperznog
sustava kao baze za proizvodnju napitaka.

Materijali i metode

Mjerenja su provedena na sojinom mlijeku, pripremlje-
nom iz tri razli¢ite mase zrna: 50 g (99 % vode; 1 % suhe tvari),
90 g (98 % vode; 2 % suhe tvari) i 130 g (97 % vode; 3 % suhe
tvari). Sirovo sojino zrno postavlja se u mrezicu ekstraktora
(uredaj ,,Soylove*, Juzna Koreja) koja je uronjena u 1800 mL
vode i zagrijana na 80 °C. Nakon mljevenja, ekstrakcije i hla-
denja mlijeko se filtrira i pohranjuje u hladnjak na 4 °C. Prije
same obrade mlijeko se temperira na 20 °C.

Obrada visokim hidrostatskim
tlakom i ultrazvukom

Za obradu visokim hidrostatskim tlakom koristen je ure-
daj ,,Stansted Fluid Power*, Velika Britanija. Uzorci su obra-
deni u plasticnim bocama od 100 mL. Pocetna temperatura
uzorka iznosila je 20 °C. Primijenjeni su tlakovi od 100, 200 i
300 MPa u vremenu od 9 i 15 minuta. Za obradu ultrazvukom
koristen je ultrazvuéni procesor marke ,,Hielscher, Njemacka,
oznake UP 100 H maksimalne snage od 100 W pri konstantnoj
frekvenciji od 30 kHz. Volumen uzorka iznosio je 150 mL i
obraden je u laboratorijskim ¢asama od 400 mL. Pocetna tem-
peratura uzorka iznosila je 20 °C. Mjerenja su provedena pri
vrijednostima amplitude od 20, 60 i 100 % u vremenu od 61 10
minuta pri punom ciklusu. Koristene su sonde promjera 7 i 10
mm uronjene 2 cm u uzorak.

Mjerenje temperature, gustoce i apsorbancije

Tijekom ultrazvuéne obrade uzorcima je mjerena tempe-
ratura (,,Raytek™, Velika Britanija) svakih 30 sekundi s uda-
ljenosti od 15 cm, usmjeravanjem pomocne laserske zrake
na sredinu promatranog uzorka, te oCitavanjem temperature
koristenjem pasivnog infracrvenog detektora. Emisivnost je
bila podesena na 0,92. Za mjerenje gustoce koristen je uredaj
Mettler Toledo Density Meter DE 40, Svicarska. Uzorak se
ubrizgava u ispranu U — cijev, a vrijednost gustoce dobije se di-
rektnim o€itanjem nakon automatske korekcije temperature na
20 °C. Mjerenje apsorbancije provedeno je pri 500 nm u kiveti
promjera 1 cm. Za mjerenje je koriSten kolorimetar ,,KONICA
— MINOLTA CM — 3500 — d*, Japan. Vrijednosti apsorbancija
ocitane su pomocu racunalnog programa ,,Spectra MagixTM
NX Ver. 1.7., ,,Color Data Software CM — S 100W*. Mjerenje
je ponovljeno u istim uvjetima nakon 24 sata.

Odredivanje raspodjele veli¢ine
¢estica (masnih globula)

Raspodjela veli¢ine Cestica odredivana je prije i nakon
obrade uzorka ultrazvukom i visokim hidrostatskim tlakom.
Za odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica koristen je laserski
analizator za raspodjelu veli¢ine ¢estica mjernog raspona od
0,02 do 2000 um (,,Mastersizer 2000, Velika Britanija).

Statisticka analiza

Rezultati su obradeni pomocu programa ,,Statistica 12
Statisticka znacajnost utjecaja procesnih parametara odredena
je analizom varijance (ANOVA) i izrazena preko p —vrijed-
nosti. Svi parametri koji su imali vrijednost p < 0,05 ( 95 %
— tna razina znacéajnosti) uzeti su u obzir. Utjecaj procesnih pa-
rametara izrazen je broj¢anom vrijednosti /5 — standardiziranog
koeficijenta utjecaja o€itanih iz Pareto dijagrama. [zmjerene su
tri paralele svakog uzorka.

Rezultati i rasprava

Utjecaj procesnih parametara ultrazvuka i visokog hidrostat-
skog tlaka na promatrana fizikalna svojstva prikazan je u Tablici 1
prema odgovarajué¢im f — koeficijentima temeljenim na ANOVA
analizi varijance, p < 0,05. Promjene temperature, apsorbancije i
gustoce prikazane su 3D kategorijskim dijagramima kategorizira-
nim prema masi sojinog zrna za pripravu sojinog mlijeka prema
referentnim vrijednostima: T = 20 °C; A (500nm) = 0,953; p =
1,0025 gem?. Raspodjela veli¢ine masnih globula graficki je pri-
kazana odnosom relativne ucestalosti o promjeru masnih globula
(Log — N raspodjela). Apsorbancija nakon 24 sata prikazana je
pomocu 3 —koeficijenata zbog male razlike u mjerenim vrijedno-
stima koji ukazuju na povecanu stabilnost uzoraka.
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Tablica 1. Utjecaj procesnih parametara na promatrana fizikalna svojstva obzirom na standardizirani koeficijent utjecaja [f].

Table 1. Influence of process parameters on physical properties considering on standardized coefficient [f].

Ultrazvuk/Ultrasound A [%] t d m P t m
Visoki hidrostatski [min] [mm] lg] [MPa] [min] [g]
tlak/High Hydrostatic
Pressure
T[°C] 16,929 4,721 12,406 / o o o
A[500nm] / / -11,504 122,934 / -2,468 45,225
A,,[500nm] 7,870 / -2,588 191,407 / / 46,893
plgem] 10,394 2,369 -9,435 172,148 -2,219 -3,358 70,160
60
50
40
g 30
o 20 ﬁ
40
A""Q
-5 -
% i S~
m=50g m=90g
EE>30 MEE<24 <14 <4

Slika 1.
sojinog zrna

Utjecaj parametara ultrazvuka (amplituda, vrijeme obrade i promjer sonde) na temperaturu kategorizirano prema masi

Figure 1. Influence of ultrasonic parameters (amplitude, time of treatment and probe diameter) on temperature categorized by

soybean weight

Temperatura kao jedno od najvaznijih fizikalnih svojstava
direktno utjece na promjenu fizikalnih svojstava promatrane
disperzne faze i disperznog sredstva (Bosiljkov, 2011). Tije-
kom obrade ultrazvukom promjena temperature u okolnom
mediju kao posljedica djelovanja Sirenja ultrazvucnog vala
konstantne frekvencije, amplitude i ciklusa kroz odredeni
vremenski interval stvara mehanicke vibracije, tj. mehanicko
valno gibanje koje ukljuéuje odlike izlazne veli¢ine koja stati-
sticki znacajno mijenja fizikalna svojstva analiziranih uzoraka
u promatranom sustavu (Ashokkumar i sur., 2008; Ashokku-
mar, 2011). Utjecaji amplitude, vremena obrade i promjera
sonde imaju statisticki znac¢ajan utjecaj na poviSenje tempera-
ture sojinog mlijeka. Parametar koji obradene uzorke sojinog
mlijeka, obzirom na razli¢iti udio suhe tvari ¢ini selektivnim
je amplituda i primjena sonde razli¢itog promjera. Sonda igra
veliku ulogu kod ultrazvuénih procesora manje akusti¢ke sna-
ge. Odabir sonde vrsi se na osnovu procjene Zeljenog utjecaja
u mediju koji se obraduje. Procesori vece akusticke snage do-
vode do Zeljenog utjecaja i sondom manjeg promjera. Utjecaj
procesnih parametara na povisenje temperature kao posljedice
valnog gibanja kroz medij uvjetovano je kemijskim sastavom
i udjelom suhe tvari uzoraka sojinog mlijeka. Najvaznija kom-
ponenta je udio masti i proteina u mlijeku (Bosiljkov, 2011).

Rasprostiranje ultrazvu¢nog vala u mlijeku sa manjim udjelom
masne faze je intenzivnije ¢ime se poti¢e stvaranje veéeg broja
manjih kavitacijskih mjehuri¢a ¢ijom se implozijom oslobada
toplina koja uzrokuje trenutno povisenje temperature u nepo-
srednoj okolini. Michalski i Januel (2006) navode optimalne
temperaturne intervale unutar kojih se u¢inak homogenizacije
povecava u rasponu od 42 — 72 °C, a stabilizacija disperzne
faze (globula) postize se u rasponu od 72 — 77 °C. Promatraju-
¢i Sliku 1 vidljivo je da razli¢iti udio suhe tvari nema znacajan
utjecaj na povisenje temperature, tj. temperaturni maksimumi
krecu se u intervalu od 32 — 35 © C koristenjem sonde promjera
7 mm, dok se temperaturni maksimumi sondom promjera 10
mm krecu u intervalu 42 — 45 ° C.
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Utjecaj parametara ultrazvuka (amplituda, vrijeme obrade i promjer sonde) na apsorbanciju [500nm] kategorizirano

Figure 2. Influence of ultrasonic parameters (amplitude, time of treatment and probe diameter) on absorbance [500nm] catego-

rized by soybean weight

Amplituda i vrijeme obrade nemaju statisticki znacajan
utjecaj na apsorbanciju sojinog mlijeka. Sukladno o¢ekivanom
vrijednosti apsorbancije 1 apsorbancije nakon 24 sata karakte-
riziraju visoke vrijednosti B — koeficijenata (122 — 191) kako
se povecéava udio suhe tvari. Mjerenjem apsorbancije nakon 24
sata zeli se ukazati na male razlike u izmjerenim vrijednostima
neposredno nakon obrade $to ukazuje na visoku stabilnost ova-
ko pripremljenih uzorka kroz dulji vremenski period pri ¢emu

u potpunosti ostaje ocuvana fluidnost faza. Najvecée odstupanje
vidljivo je kod povecéanje promjera sonde gdje dolazi do stati-
sti¢ki znacajnog, ali negativnog utjecaja B — koeficijenta (50 g)
$to pokazuje uzorak sojinog mlijeka gdje se najveca stabilnost
postiZze sondom promjera 7 mm neovisno o vremenom obrade
(Slika 2). Ovakav trend ukazuje na kvalitetu, visoku uc¢inkovi-
tost i prije svega racionalnost primjene ultrazvuka u postupku
homogenizacije.
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Slika 3.
sojinog zrna

Utjecaj parametara ultrazvuka (amplituda, vrijeme obrade i promjer sonde) na gustocu kategorizirano prema masi

Figure 3. Influence of ultrasonic parameters (amplitude, time of treatment and probe diameter) on density categorized by soybean

weight

Gustoca sojinog mlijeka ovisi o pocetnoj masi zrna kao i
stupnju ekstrakcije sojinog zrna tijekom proizvodnje sojinog
mlijeka. Na povecanje vrijednosti gustoée statisticki znacajan
utjecaj ima povecanje amplitude i vrijeme obrade, kao i po-
veéanje udjela suhe tvari u uzorcima mlijeka (Slika 3). Pove-
¢anjem masenog udjela zrna u sojinom mlijeku poveéava se
i sama gustoca mlijeka $to je i1 vidljivo iz visoke vrijednosti
standardiziranog koeficijenta utjecaja (p = 172,148) u odnosu
na utjecaje ostalih statisticki znacajnih procesnih parametara.

Osim navedenog optimizacija procesnih parametara od veli-
ke je vaznosti jer ako uzorak mlijeka sadrzava veliki broj ma-
snih globula velikog promjera (> 4 um) i pri tome se obraduje
duze vrijeme maksimalnom amplitudom moze doéi do pojave
ponovnog medusobnog sudaranja i djelomi¢nog zdruzivanja
globula. Ova pojava prouzrokovana je visokom temperaturom
uzorka. Ponovno nakupljanje globula uzrokuje poveéanje vri-
jednosti gusto¢e u odnosu na globule prije obrade (Chandan,
2007).
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Figure 4. Influence of high hydrostatic pressure and time of treatment on absorbance [500nm] categorized by soybean weight

Bl > 1,0063 [ <1,0063 [ 1<1,0025

Slika 5.

m=90g

2%

AW d
YL

=

.

m=130g

| <1,0015

Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na gustocu kategorizirano prema masi sojinog zrna

Figure 5. Influence of high hydrostatic pressure and time of treatment on density categorized by soybean weight

Budu¢i da se povisenjem visokog hidrostatskog tlaka za
svakih 100 MPa u prosjeku povisuje temperatura uzoraka za
3 °C, nakon obrade temperaturni maksimumi nisu prelazili 35
°C $to je u usporedbi sa ultrazvuénim maksimumima prednost
prema cilju ocuvanja senzorskih svojstava tako obradenih uzo-
raka. Visoki hidrostatski tlak odlikuju nesto slabije izrazeni
utjecaji procesnih parametara na promatrana fizikalna svojstva.

Kao i kod ultrazvuka poveéanje udjela suhe tvari dovodi do po-
vecéanja vrijednosti apsorbancije (Slika 4) i gusto¢e. Neovisno
0 vecoj gustoci uzoraka sa ve¢im udjelom suhe tvari utjecaj po-
vecanja vrijednosti visokog tlaka (B = -2,219) i duljim vreme-
nom obrade (f = -3,358) u konacnici je rezultirao smanjenjem
gustoce sojinog mlijeka (Slika 5).
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Slika 6.  Utjecaj ultrazvuka na Log — N raspodjelu sojinog mlijeka (50 g)

Figure 6. Influence of ultrasound on Log — N distribution of soy milk (50 g)
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Figure 7. Influence of ultrasound on Log — N distribution of soy milk (90 g)

Analiza raspodjele veli¢ine Cestica sojinog mlijeka pr-
venstveno se provodi zbog individualnog karaktera ovako
obradenih uzoraka koji posljedi¢no ukazuju na potencijalnu
stabilnost. Osim raspodjele Cestica vazno je detektirati i even-
tualno nastale agregate koji mogu biti detektirani kao Cestice
velikog promjera (Poliseli — Scopel i sur., 2012). Na Slikama
6 1 7 prikazana je raspodjela veli¢ine masnih globula sojinog
mlijeka pripravljenih ekstrakcijom 50 i 90 g sojinog zrna i
obradenih ultrazvukom. Prikazane su frekvencijske krivulje pri
amplitudi 60 %, vremenu obrade 10 minuta sa sondama 7 i 10
mm. Raspodjela veli¢ine masnih globula krece se u intervalu
0d 0,03 — 100 um. Relativna uéestalost ¢estica u intervalu ras-
podjele od 10 — 100 pm odnosi se iskljucivo na zaostale ljuske

sojinog zrna nakon ekstrakcije i filtracije. UCestalost necistoca
i primjesa moguce je svesti na najmanju moguéu mjeru kori-
Stenjem filter papira sa sitnijim otvorima pora. Kod oba uzorka
vidljivo je povecanje relativne uéestalosti primjenom sonde 10
mm i povecanje intervala raspodjele u podruéju od 0,03 — 1
pm. Prema Bosiljkov, 2011; Karlovi¢ i sur., 2014 vrijednost
varijance kreéu se u intervalu od 0,2 — 0,6 i raspodjele veli¢ine
masnih globula od 0,5 — 4 pm gdje se tako obradena prirodna
emulzija smatra izrazito stabilnom i homogenom. Kod mlijeka
pripravljenog ekstrakcijom 90 g sojinog zrna primjecéuje se po-
mak obje frekvencijske krivulje unutar bimodalnog podrucja
i povecanja relativne ucestalosti u intervalu raspodjele od 0,5
—1 pm.
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Slika 8.

Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na Log — N raspodjelu sojinog mlijeka (50 g)

Figure 8. Influence of high hydrostatic pressure on Log — N distribution of soy milk (50 g)
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Slika 9.  Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na Log — N raspodjelu sojinog mlijeka (130 g)

Figure 9. Influence of high hydrostatic pressure on Log — N distribution of soy milk (130 g)

Promatrajuéi utjecaj visokog hidrostatskog tlaka od 100 i
300 MPa i vremenu obrade od 9 i 15 minuta najveci frekven-
cijski pomak je kod mlijeka sa 50 g sojinog zrna. Kod tlaka 100
MPa (Slika 8) vidljiv je utjecaj duljeg vremena obrade i porast
intervala masnih globula od 0,03 — 1 pum. Pri tlaku od 300 MPa
vidljiva je postojanost i preklapanje krivulja unutar bimodalnog
podru¢ja. Kod mlijeka pripravljenog s 90 g sojinog zrna nisu
uocene znacajne razlike u promjeni ucestalosti u odnosu na re-
ferentni tj. nehomogenizirani uzorak. Uzorci dobiveni sa 130 g
(Slika 9) sojinog zrna pokazuju svojstva stabilnosti i homoge-
nosti unutar intervala raspodjele 0,03 — 10 um. Multimodalnost
ovih krivulja ukazuju na nestabilnost i djelomi¢no homogen
uzorak kojeg karakteriziraju tri nestabilna pika. Usporedujuéi
uzorak 130 g u odnosu na uzorke 50 i 90 g pomak frekvencijske
krivulje izraZeniji je prema manjim vrijednostima promjera ma-
snih globula u odnosu na referentnu vrijednost.

Zakljuéci

Sojino mlijeko obradeno ultrazvukom pokazuje nesto
vecu stabilnost u odnosu na proizvod dobiven visokim hidro-
statskim tlakom. Fizikalna svojstva obradenog sojinog mlijeka
sa intervalom raspodjele masnih globula od 0,03 — 5 pm uka-
zuju na stabilan sustav koji u sinergiji sa odabranim voc¢em ili
povréem pokazuje svojstva dobre odrzivosti. Promatrajuéi pro-
cese sa energetskog aspekta visoki hidrostatski tlak je daleko
isplativiji jer primjenom nizih vrijednosti hidrostatskog tlaka
i kra¢im vremenom obrade dobivamo stabilan proizvod kroz
dulji vremenski period. Sukladno dobivenim rezultatima vid-
ljivo je da su svi pripravci sojinog mlijeka sa razli¢itim udje-
lom suhe tvari obradeni ultrazvukom ili visokim hidrostatskim
tlakom pogodni kao baza za pripravu napitaka od voca, povréa
i smoothija.
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