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Streszczenie

Degradacja sktadnikéw zywnos$ci podczas obrobki termicznej powoduje, ze poszukuje si¢ nowych me-
tod utrwalania produktow spozywczych. Alternatywa obrobki cieplnej moze by¢ zastosowanie wysokiego
ci$nienia hydrostatycznego, ktore pozwala nie tylko na konserwacj¢ zywnosci i niszczenie szkodliwych
mikroorganizméw, ale rowniez moze mie¢ istotny wptyw na ksztattowanie tekstury, whasciwosci funkcjo-
nalnych oraz cech sensorycznych produktu bez wywierania negatywnych skutkéw na jego sktadniki od-
ZyWCzZe.

Obroébka wysokocisnieniowa powoduje obnizenie temperatury zamarzania wody, bedacej gtow-
nym komponentem mleka. Micele kazeinowe rozpadaja si¢ na mniejsze podjednostki, czemu towarzyszy
wzrost liczby czastek kazeinowych i fosforanu wapnia. Biatka serwatkowe ulegaja denaturacji, a nastgpnie
agregacji 1 interakcji z kazeing. Przy umiarkowanie wysokim cisnieniu (200 + 300 MPa) zachodzi krysta-
lizacja ttuszczu mlekowego. Laktoza nie ulega zmianom pod wpltywem presuryzacji. Krystaliczny fosfo-
ran wapnia powstaly na skutek obrobki termicznej po obrobce wysokocisnieniowej powraca do postaci
rozpuszczone;.

Stowa kluczowe: woda, kazeina, biatka serwatkowe, enzymy, thuszcz mlekowy, presuryzacja

Wprowadzenie

Mleko, bedace uktadem wielosktadnikowym i rozproszonym, zawiera tluszcz
w stanie zemulgowanym, koloidalne czastki bialka (micele kazeinowe), niezagregowa-
ne biatka globularne (biatka serwatkowe), koloidalny fosforan wapnia oraz znaczng
ilo§¢ sktadnikow niskoczasteczkowych. Najczesciej stosowang metodg utrwalania
mleka jest jego obrobka termiczna — pasteryzacja lub sterylizacja. Skutecznie obniza
ona poziom niepozadanej mikroflory, ale rownoczes$nie powoduje caly szereg nieko-
rzystnych zmian w sktadnikach i wtasciwosciach mleka, takich jak: denaturacja biatek
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serwatkowych, degradacja witamin, zubozenie mleka w wapn i fosfor, straty dostepne;j
lizyny i reakcje Maillarda. W efekcie obserwuje si¢ pogorszenie naturalnego smaku,
zapachu 1 barwy mleka. Nastepujg takze zmiany jego whasciwosci technologicznych,
takie jak zmniejszenie zdolnosci krzepnigcia pod wptywem podpuszczki czy zdolnosci
podstojowej mleka. Dlatego tez poszukuje si¢ alternatywnych nietermicznych metod
utrwalania zywnosci, ktérych celem byloby zapewnienie bezpieczenstwa mikrobiolo-
gicznego produktu przy zachowaniu jego cech sensorycznych i wartosci odzywcze;j.
Jedna z technik spetniajacych powyzsze zatozenia moze by¢ presuryzacja, czyli zasto-
sowanie wysokiego ci$nienia hydrostatycznego. Technika ta, oprocz utrwalania zyw-
nosci, umozliwia ksztattowania tekstury, smaku oraz wtasciwosci funkcjonalnych pro-
duktow. Wiele niekorzystnych przemian, jakie wywotuje w skladnikach mleka
tradycyjna obrobka termiczna, nie zachodzi podczas obrobki wysokim ci$nieniem [21,
43, 50, 54].

Obrobka wysokoci$nieniowa, zwana rowniez cisnieniowaniem, presuryzacjg lub
paskalizacja, w literaturze anglojezycznej znana pod skrétami UHP (ang. Ultra High
Pressure), HHP (ang. High Hydrostatic Pressure) lub HPP (ang. High Pressure Pro-
cessing) jest nowoczesng technikg utrwalania zywnosci, polegajaca na poddaniu pro-
duktéw spozywczych (ptynnych lub statych) dziataniu cisnienia od 100 do 900 MPa
rownomiernie w calej ich objetosci [18].

Mimo ze potencjat tej metody przetwarzania zywnosci znany byt od konca XIX
wieku [21], zainteresowanie nig wzrosto dopiero po 1970 r. ze wzgledu na wcze$niej-
szy brak odpowiednich urzadzen [9]. Pierwszy komercyjny produkt zywnosciowy
przetworzony technologia wysokocisnieniowg zostal wprowadzony na japonski rynek
w roku 1990 — byt to dzem owocowy [17]. Obecnie produkty utrwalane tg technika
sprzedawane sg w Japonii — soki owocowe, dzemy, sosy, ryz, ciasta i desery, w Hisz-
panii — gotowana szynka plasterkowana, we Francji i Portugalii — sok jabtkowy i po-
maranczowy, w USA — ostrygi, w Meksyku — guacamole. W Australii, Niemczech oraz
Witoszech za pomoca wysokich ci$nien utrwalane sg przetwory migsne, m.in. Zzywnos$¢
wygodna z migsa drobiowego. Nie sa natomiast dostgpne w handlu produkty mleczar-
skie poddane obrobce wysokocisnieniowej [18, 31, 42, 53].

Wplyw wysokiego ci$nienia na podstawowe skladniki mleka
Woda

Mleko zawiera przecigtnie okoto 87 % wody. Wysokie cisnienie wywotuje w wo-
dzie istotne zmiany, ktére majg bezposredni lub posredni wptyw na wlasciwosci pro-
duktow zywnosciowych. Do zmian tych zalicza si¢ obnizenie temperatury zamarzania,
zmniejszenie objetosci oraz spadek pH.
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Temperatura zamarzania wody przy cisnieniu 1013 hPa wynosi 0 °C. Zastosowa-
nie cis$nienia rz¢du 50, 100 oraz 210 MPa powoduje obniZzenie temperatury zamarzania
odpowiednio do -4, -8 oraz -22 °C. Zjawisko to pozwala na przechowywanie Zywnos$ci
w temp. ponizej 0 °C bez tworzenia si¢ krysztatkdw lodu, szybkiego topnienia kon-
wencjonalnie zamrozonej zywnosci, a takze regulowania temperatury krystalizacji.
Ponadto woda, ktora przy ci$nieniu atmosferycznym jest niescisliwa, w 100 MPa ulega
sprezeniu o okoto 4 %, a w 600 MPa — o 15 %. Umozliwia to zastosowanie izoter-
micznego Sciskania, ktore w potaczeniu z izobarycznym chtodzeniem, a nastepnie bly-
skawiczng dekompresja powoduje natychmiastowa krystalizacje wody. Utworzone
wowcezas bardzo mate krysztatki lodu powoduja jedynie niewielkie zniszczenia
w sktadnikach zywnosci [20, 50].

Przy zastosowaniu obrobki na poziomie 1000 MPa wartos¢ pH wody zmniejsza
si¢ o okoto jedna jednostke, co thumaczy si¢ wzrostem jej dysocjacji. Moze to mie¢
istotny wptyw na stabilno$¢ i wiasciwosci produktow spozywcezych, a takze przezy-
walnos¢ mikroorganizméw. Podobny spadek pH obserwuje si¢ podczas ogrzewania
wody od 25 do 100 °C [36].

Kazeina

Gléwnym biatkiem mleka krowiego jest kazeina, fosfoproteid stanowigcy okolo
2,5 % wszystkich sktadnikow mleka. Kazeina wystgpuje w mleku w postaci kulistych,
porowatych 1 silnie uwodnionych czgstek o $rednicy od 50 do 250 nm zwanych mice-
lami [22]. W badaniach wplywu wysokiego ci$nienia na mleko [47], przy uzyciu ska-
ningowego mikroskopu elektronowego, zaobserwowano zmniejszenie rozmiarow mi-
celi kazeinowych. W pozniejszych badaniach wykorzystywano wiele réznorodnych
metod, takich jak: granulometria laserowa (badanie uziarnienia), transmisyjna mikro-
skopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscope — TEM), spektroskopia
korelacji fotonowej (ang. Photon Correlation Spectroscopy — PCS), a takze turbidyme-
tria. Udowodniono rozpad miceli na mniejsze czastki przy zastosowaniu odpowiednio
wysokiego ci$nienia, czemu towarzyszy wzrost liczby czastek uwolnionych frakeji
kazeinowych i fosforanu wapnia [30]. Po zastosowaniu spektroskopii korelacji foto-
nowej dowiedziono, ze wielko$¢ miceli kazeinowych pozostaje praktycznie niezmie-
niona lub nieznacznie wzrasta (o okoto 9 %) przy obrébce do 200 MPa prowadzonej
przez 15 = 30 min w temp. 20 °C. Cisnienie 250 MPa powoduje zwigckszenie miceli
0 25 %, natomiast wyzsze ci$nienie, rzgdu 300 + 800 MPa, zmniejsza jej rozmiary
0 50 % [23, 38]. Powyzej 300 MPa nastepuje redukcja $rednicy miceli z 150 + 200 nm
w mleku niepoddanym obrébce do 40 nm w mleku poddanym dzialaniu wysokiego
cisnienia [15, 38]. Obrobka w 100 + 150 MPa i 20 °C wywoluje wzrost obj¢tosci
gtéwnej populacji miceli 1 ogranicza ich dysocjacje, ktora z kolei zachodzi przy
200 MPa. Intensywniejszy wzrost rozmiaréw czgstek kazeiny przy 250 MPa zwigzany
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jest ze zjawiskiem agregacji uprzednio zdysocjowanych miceli. Przy jeszcze wyzszych
parametrach obrobki dominujg czgstki o najmniejszych rozmiarach [46]. Poddawanie
surowego mleka ci$nieniu 400 Iub 600 MPa powoduje catkowite rozbicie wszystkich
duzych miceli na mniejsze fragmenty, co wykazano w analizie TEM [38].

Wplyw obrobki wysokocisnieniowej mleka na rozmiar miceli kazeinowych jest
zalezny od temperatury. Podczas gdy cisnienie 200 MPa w temp. 20 °C nie ma istotne-
o wpltywu na wielko$¢ miceli, obrobka przy tym samym ci$nieniu, ale w 40 °C powo-
duje zwickszenie ich rozmiarow, a w 4 °C — zmniejszenie. Poddawanie mleka cisnie-
niu 200 MPa w temp. 40 °C powoduje wyodrebnienie dwoch populacji miceli
obserwowanych pod mikroskopem: jedne o $redniej wielko$ci podobnej do tych, ktore
uzyskano w probkach poddanych dziataniu ci$nienia w 4 lub 20 °C, drugie za$ znacz-
nie wigksze, co ostatecznie powoduje wzrost $redniej wielkosci. Przy obrobce powyzej
450 MPa stwierdza sig, niezalezne od temperatury, zmniejszenie rozmiarow miceli [1].

Wplyw obrobki prowadzonej w temp. 4 °C na zmniejszenie rozmiaréw miceli
zwigzany jest prawdopodobnie z rozpuszczaniem koloidalnego fosforanu wapnia (ang.
colloidal calcium phosphate — CCP), natomiast ich zwigkszenie w 40 °C moze by¢
wynikiem interakcji pomigdzy fragmentami czasteczek kazeiny i zdenaturowanymi na
skutek ci$nienia biatkami serwatkowymi [1, 6, 48]. Wywotane wysokim ci$nieniem
interakcje bialka serwatkowe — kazeina, analogiczne do tych spowodowanych przez
obrobke cieplna, maja znaczacy wplyw na obserwowane zmiany w micelach kazeino-
wych mleka. Gdy mieszaniny k-kazeiny i -laktoglobuliny (B-lg) poddane sg dziataniu
cisnienia 400 MPa, obecno$¢ B-lg zmniejsza wrazliwos¢ i dostepnos¢ k-kazeiny, ktora
nastegpnie jest hydrolizowana przez chymozyne [41].

Rozpad miceli kazeinowych w mleku poddanym dziataniu wysokiego ci$nienia
zalezy rowniez od pH. Wigkszy przyrost zawarto$ci rozpuszczalnej kazeiny obserwuje
si¢ w mleku o pH 5,5 oraz 7,0 niz przy pH 6,7. W zakwaszonym $rodowisku obrobka
wysokoci$nieniowa powoduje intensywniejsze niszczenie koloidalnej struktury
i w efekcie rozpuszczenie CCP. W przypadku mleka o odczynie bardziej alkalicznym,
pomimo stabilizujacego wptywu takiego pH na koloidalny fosforan wapnia, nastgpuje
zwickszenie odpychania elektrostatycznego [3].

Obrébka termiczna mleka przed presuryzacja wpltywa na wywotane wysokim ci-
$nieniem zmiany w micelach. Dziatanie na mleko UHT cisnieniem w zakresie 100 -
500 MPa powoduje zmniejszenie rozmiaréw miceli kazeiny, ale w mniejszym stopniu
niz ma to miejsce w mleku surowym. Sugeruje to, ze micele kazeinowe w mleku suro-
wym sg bardziej wrazliwe na ci$nienie niz wywotane obrobka cieplng kompleksy kaze-
iny i bialek serwatkowych w mleku UHT. Zwigkszenie Srednicy miceli kazeinowych
w mleku surowym poddanym dziataniu wysokiego ci$nienia w temp. 40 °C nie jest
obserwowane w mleku UHT [6, 48].
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W przypadku mleka innych gatunkow zwierzat obrobka wysokocisnieniowa row-
niez powoduje wzrost liczby czastek uwolnionych frakcji kazeinowych w podobny
sposdb, jak ma to miejsce w mleku krowim [10, 32]. Migdzygatunkowe roznice ob-
serwuje si¢ w kolejnosci dysocjacji poszczegdlnych frakcji biatka. W mleku krowim
porzadek ten jest nastepujacy: P>K>0,>0, natomiast w mleku kozim i owczym:
K>P>as>04. Kolejnos¢ dysocjacji zalezy w duzej mierze od zawarto$ci fosforanu se-
ryny w kazeinie. Te frakcje, ktore poprzez duza zawarto$¢ fosforanu seryny Scisle
zwigzane sg z CCP dysocjujg w mniejszym stopniu niz te, w ktorych fosforanu seryny
jest mniej. W mleku krowim wigksza dysocjacja silniej zwigzanej z CCP B-kazeiny,
w poréwnaniu z k-kazeing, moze by¢ uzalezniona od tego, ze czg$¢ B-kazeiny nie jest
usieciowana przez koloidalny fosforan wapnia w micelach kazeinowych [2].

Wedlug Schradera i Buchheima [48] zmiany zachodzace w micelach kazeino-
wych podczas obrobki wysokocisnieniowej mleka wynikaja z trzech procesow:

1) nieodwracalnego rozpadu CCP, wytraconego podczas silnej obrobki termicznej
mleka (np. sterylizacji UHT),

2) czgsciowego rozpuszczenia CCP, objawiajacego si¢ rozpadem miceli kazeinowych
oraz agregatow kazeina — biatka serwatkowe,

3) denaturacji biatek serwatkowych, ktéra w pewnym stopniu zalezy od cis$nienia,
temperatury i poczatkowej zawartosci natywnych bialek serwatkowych. Proces ten,
przy odpowiednich parametrach, moze zwigksza¢ $rednig wielko$¢ miceli, ale nie
moze wystapi¢ w mleku poddanym silnej obrébce termicznej, w ktérym biatka ser-
watki sg juz zdenaturowane.

Za rozpad miceli odpowiedzialne sg rowniez zmiany, jakie wysokie ci$nienie

wywoluje w odzialywaniach hydrofobowych, wodorowych oraz jonowych [49].

Biatka serwatkowe

Gléwnymi frakcjami biatek serwatkowych mleka krowiego sg: p-laktoglobulina
(B-1g), a-laktoalbumina (o-la), albumina serum i immunoglobuliny. W badaniach
wplywu wysokiego cisnienia na te frakcje biatkowe wykazano, Ze ilo$¢ azotu niekazei-
nowego w serum uzyskanym po wirowaniu mleka zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem
ci$nienia. Sugeruje to, ze dochodzi tam do denaturacji bialek serwatkowych, co ozna-
czono poprzez pomiar ich poziomu w rozpuszczalnej frakcji mleka o pH 4,6 [28, 33].
Dodatkowe badania wykazaty, ze a-la i B-lg, obecne w mleku, sg bardziej wrazliwe na
wywotang wysokim ci$nieniem denaturacj¢ niz ma to miejsce w serwatce. Zdenaturo-
wane biatka serwatkowe poddane dziataniu wysokiego ci$nienia w serum mleka po-
zbawionym kazeiny pozostajg rozpuszczone, podczas gdy w ci$nieniowanym mleku
moga ulec wytraceniu. Sugeruje to ich zdolno$¢ do wigzania si¢ z micelami kazeino-
wymi [19, 23]. Stwierdzono, ze zdenaturowana na skutek wysokocisnieniowej obrobki
B-lg taczy si¢ prawdopodobnie z x-kazeing [37, 41]. W rzeczywisto$ci, znakowanie
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immunologiczne B-lg wykazato punkty odpowiadajgce temu biatku skupione bardzo
blisko fragmentéw miceli w mleku cisSnieniowanym [29, 51].

Stopien denaturacji biatek serwatkowych zalezy od wielu czynnikow, m.in. od ci-
$nienia, czasu i temperatury obrébki, a takze pH oraz gatunku zwierzecia, od ktdrego
pozyskano mleko. Poddanie surowego mleka dziataniu ci$nienia do 100 MPa nie wy-
wotuje denaturacji B-lg, natomiast zastosowanie wyzszych cisnien skutkuje juz okre-
slonym zakresem denaturacji [31, 33, 51]. Obrobka prowadzona w temperaturze poko-
jowej przez 15 - 30 min przy 200 i 400 MPa powoduje powstanie odpowiednio: 14 +
16 % oraz 82 + 90 % zdenaturowanej B-lg [15, 23]. Powyzej 400 MPa zachodzi sto-
sunkowo niewiele dalszych zmian w tej frakcji biatka [51]. Synergistyczne dzialanie
temperatury i ci$nienia na stopien denaturacji B-lg odnotowano po obrébce surowego
mleka przy ci$nieniu 300 MPa w temp. 50 + 60 °C oraz przy cisnieniu 400 MPa
w temp. 40 + 60 °C. W obu przypadkach poziom denaturacji byt podobny i wyniost
prawie 100 % [25, 31]. Podczas ci$nieniowania mleka w temp. 4 °C uzyskano mniej-
szy stopien denaturacji B-lg niz w temp. 20 °C [1]. Denaturacja f-lg wywotana obrobka
wysokoci$nieniowg jest mniejsza, gdy mleko zakwaszone jest do pH 5,5 lub 6,0, nato-
miast wzrasta przy pH 7,0 w stosunku do mleka o pH 6,7. Wigksza intensywno$¢ pro-
cesu w srodowisku zasadowym jest spowodowana wyzsza w takich warunkach reak-
tywnos$cig wolnych grup tiolowych (-SH) [3]. W mleku réznych gatunkéw zwierzat
B-lg moze charakteryzowa¢ si¢ r6zng odpornoscia na dzialanie wysokiego ci$nienia.
Powyzej 100 MPa zaobserwowano wigkszy zakres denaturacji B-lg w mleku owczym
i kozim niz krowim. Szybko$¢ i zakres denaturacji B-lg wzrasta wraz z ci$nieniem
w kolejnosci: mleko owcze > mleko kozie > mleko krowie. Podobng wrazliwos¢ B-lg
na denaturacj¢ obserwuje si¢ w mleku wymienionych gatunkow zwierzat podczas ob-
robki termicznej w temp. ponad 80 °C [7, 33]. Opisywane r6znice moga by¢ spowo-
dowane roznicami mi¢dzygatunkowymi w strukturze B-lg oraz w innych sktadnikach
mleka.

W poréwnaniu z B-lg, o-la jest znacznie mniej wrazliwa na denaturacj¢ pod
wplywem wysokiego ci$nienia. Catkowicie zachowuje ona swe wlasciwosci podczas
obrobki w temp. 25 °C az do 400 MPa [33]. Wedlug niektorych autorow a-la, obecna
w mleku surowym [25, 31] oraz chudym pasteryzowanym [29], nie ulega denaturacji
nawet przy cisnieniu 500 MPa w temperaturze pokojowej. Zastosowanie cisnienia
600 MPa przez 15 — 30 min powoduje w tej samej temperaturze juz 15- =+
33-procentowsg denaturacje tej frakcji biatka [23, 29]. Obrobka prowadzona w temp. 50
+ 60 °C, podobnie jak w przypadku B-lg, znacznie zwigksza stopien denaturacji o-la.
Prawie 60 % tego biatka denaturuje przy ci$nieniu 400 MPa w temp. 60 °C [25, 31].
W przypadku mleka owczego i koziego a-la wykazuje podobng odporno$¢ na dziatanie
ci$nienia do 500 MPa jak w mleku krowim [7, 33]. Mniejsza wrazliwo$¢ o-la na dzia-
fanie wysokiego cisnienia w porownaniu z B-lg wynika prawdopodobnie z réznic
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w strukturze drugorzedowej, liczbie wiazan disiarczkowych i potozeniu jonéw Ca*".
W przeciwienstwie do o-la, w B-lg istnieje wolna grupa tiolowa, ktora odgrywa klu-
czowg role w wywotanej obrobka wysokocisnieniowg agregacji bialek serwatkowych,
zachodzacej na skutek reakcji wymiany tiol — disiarczek [13]. Moze to prowadzi¢ réw-
niez do oligomeryzacji o-la [27]. W istocie, dodanie do mleka, przed przystapieniem
do obrobki, srodka blokujacego grupy tiolowe zapobiega denaturacji zarowno a-la, jak
1 B-lg. Podobnie, denaturacja B-lg, wywotana wysokocisnieniowym przetwarzaniem
mleka, znacznie wzrasta przy zasadowym pH, a zmniejsza si¢ w kwasnym, ze wzgledu
na wigkszg reaktywnos$¢ grup tiolowych w §rodowisku alkalicznym [3, 23].

Niewiele jest dostepnych danych na temat wplywu wysokiego ci$nienia na dena-
turacj¢ innych biatek serwatkowych. Albumina serum obecna w surowym mleku, po-
dobnie jak o-la, nie ulega zmianom przy cisnieniu do 400 MPa w temperaturze poko-
jowej [33], natomiast immunoglobulina mleka koziego jest odporna na cisnienie do
300 MPa [7].

Enzymy

Inaktywacja rodzimych enzymow mleka na skutek presuryzacji wzbudza zainte-
resowanie ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania ich jako wskaznikéw intensywno-
$ci obrobki wysokoci$nieniowej, analogicznie do fosfatazy alkalicznej czy laktoperok-
sydazy, uzywanych do oceny skutecznosci pasteryzacji mleka.

Fosfataza alkaliczna jest stosunkowo odporna na dzialanie wysokiego cisnienia,
gdyz nie ulega inaktywacji w surowym mleku po 60 min obrobki w 400 MPa
1 20 °C [33]; 50-procentowa inaktywacje wywotuje 90-minutowa obrobka w 500 MPa
lub 10-minutowa w 600 MPa, a 100-procentowa inaktywacja nast¢puje po 8 min
w 800 MPa [45]. Wysokocisnieniowe przetwarzanie mleka prowadzone w wyzszych
temperaturach zwigksza inaktywacje fosfatazy alkalicznej [44]. Taki synergistyczny
efekt zaobserwowali rowniez Ludikhuyze i wsp. [34] w temp. pomigdzy 25 i 60 °C
oraz przy cisnieniu powyzej 300 MPa. Z kolei bardzo wyrazny efekt antagonistyczny
wykazali oni w przypadku niskiego cisnienia i wysokiej temperatury, podajac, ze za-
stosowanie cisnienia do 200 MPa chroni enzym przed termiczng inaktywacja.

Laktoperoksydaza jest wyjatkowo odporna na dziatanie wysokiego ci$nienia. Lu-
dikhuyze 1 wsp. [35] zaobserwowali, ze nie ulega ona istotnej inaktywacji po trwajace;j
140 min obrébce w 700 MPa i temp. 20 + 65 °C. Autorzy ci stwierdzili, ze istnieje
wyrazny efekt antagonistyczny pomigdzy wysoka temperaturg i cisnieniem. W temp.
73 °C, w ktorej nastepuje szybka termiczna inaktywacja laktoperoksydazy w warun-
kach atmosferycznych, zastosowanie ci$nienia do 700 MPa catkowicie zatrzymuje
inaktywacje enzymu. Wedlug innych zrédet okoto 20 % laktoperoksydazy ulega inak-
tywacji po 30 min w 600 MPa i 25 + 40 °C [44] oraz niecate 50 % — po 4 h w 800 MPa
140 + 60 °C [45].
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Enzymami bardziej wrazliwymi na obrobke wysokoci$nieniowa sg y-glutamylo-
transferaza i izomeraza fosfoheksozowa. Pierwszy z nich ulega catkowitej inaktywacji
po 30 min przetwarzania w 600 MPa i1 20 °C, natomiast drugi — po 15 min w 500 MPa
1 20 °C [45]. Rademacher i Hinrichs [44] zaobserwowali, Ze im bardziej dany enzym
jest odporny na dziatanie wysokiej temperatury, tym bardziej jest on wrazliwy na dzia-
tanie wysokiego ci$nienia. Dzieje si¢ tak prawdopodobnie dlatego, ze ci$nienie i tem-
peratura wywieraja przeciwny wpltyw na tworzenie si¢ i rozpad migdzyczasteczkowych
oddziatywan stabilizujacych molekuly. Oddzialywania hydrofobowe sa wzmacniane
przez temperature i jednoczes$nie ostabiane przez ci$nienie, natomiast wigzania wodo-
rowe sa destabilizowane jedynie przez wysokg temperature [7].

Odpornos¢ enzymow mleka na dziatanie wysokiego ci$nienia w temp. 20 °C jest
zwigzana z ich trzecio- i czwartorzedowa strukturg i przedstawia si¢ w kolejnosci:
izomeraza fosfoheksozowa < y-glutamylotransferaza < fosfataza alkaliczna < laktope-
roksydaza [44].

W przypadku lipazy lipoproteinowej [40] oraz oksydazy ksantynowej [39] zasto-
sowanie obrobki do 400 MPa w temp. odpowiednio: 3 i 25 °C nie wywotato zmian
w ich aktywnosci.

Aktywno$¢ plazminy mleka, nalezacej do grupy proteaz, jest uzalezniona od
skomplikowanego systemu aktywatoro6w plazminogenu i inhibitoréw plazminy o roz-
nej odpornosci cieplnej, wykazujacych rowniez rozng odpornos$¢ na dziatanie wysokie-
go cisnienia [31]. Garcia-Risco i wsp. [14] podaja, ze aktywno$¢ plazminy w mleku
pozostaje niezmieniona po obrobce w co najmniej 400 MPa i temp. 25 °C przez
30 min. Z kolei Huppertz i wsp. [24] zaobserwowali, ze zabiegi prowadzone w 400
1 600 MPa w temp. 20 °C przez 30 min zmniejszajg aktywnos$ci plazminy o odpowied-
nio: 30 i 75 %, natomiast podniesienie temp. do 60 °C powoduje po 15 min obrobki
w 400 MPa inaktywacje enzymu na poziomie 86,5 %. Doswiadczenia prowadzone
w buforze fosforanowym, w obecnosci lub przy braku kazeinianu sodu wykazaly, ze
plazmina jest prawie catkowicie odporna na cisnienie do 600 MPa [51]. W buforze
rowniez stwierdzono synergistyczne dziatanie wysokiej temperatury i ci$nienia na
inaktywacje enzymu, ale jedynie w zakresie 300 + 600 MPa. Przy ci$nieniach powyzej
600 MPa zaobserwowano dziatanie antagonistyczne, co zostato przypisane zmianom
w strukturach stabilizujgcych plazmine i plazminogen [4]. Inaktywacja plazminy
w buforze przy ci$nieniu powyzej 400 MPa jest znacznie wigksza w obecnosci B-1g, co
sugeruje, ze frakcja biatkowa destabilizuje enzym w warunkach wysokiego cisnienia.
W mleku natomiast, pod wptywem wysokiego ci$nienia, nastepuje agregacja f-lg i/lub
interakcja B-1g z uszkodzong kazeing, co sprawia, ze plazmina jest bardziej odporna na
presuryzacje niz w buforze zawierajacym pB-lg [51].
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Ttuszcz mlekowy

Traktowanie mleka ci$nieniem od 100 do 500 MPa wywotuje takze zmiany
w $rednicach kuleczek tluszczowych. Ci$nieniowa obrébka termiczna w temp. 25
1 50 °C prowadzi do wzrostu liczby matych kuleczek o $Srednicy w zakresie 1 + 2 um,
natomiast w temp. 4 °C tendencja jest odwrotna. Jednocze$nie nie nastepuje uszkodze-
nie otoczek kuleczek thuszczowych, dzigki czemu nie obserwuje si¢ procesow lipoli-
tycznych. Zmiany $rednicy kuleczek mogg by¢ spowodowane zjawiskiem ich dezinte-
gracji badz agregacji [16].

Badania nad zawartoscig wolnych kwasow ttuszczowych (WKT) w mleku podda-
nym dzialaniu wysokiego ci$nienia wykazaly, ze ci$nienie w zakresie 100 +~ 500 MPa
stosowane w temp. 4, 25 i 50 °C nie wywotuje wzrostu ilosci WKT. Co wigcej,
w temp. 50 °C obserwuje si¢ zmniejszenie ich zawarto$ci w stosunku do $wiezego,
nieogrzewanego mleka. Zjawisko to jest bardzo korzystne dla unikni¢cia niepozadane-
go smaku powstajacego w mleku na skutek lipolitycznego jetczenia [16].

Jak ujawnito badanie TEM, wysokoci$nieniowa obrobka $mietanki w zakresie
100 + 400 MPa wywoluje krystalizacj¢ thuszczu mlekowego, a najwigkszy efekt uzy-
skano w 200 MPa. Nie wykazano zadnych r6znic morfologicznych pomiedzy kulecz-
kami tluszczu mlekowego powstatymi na skutek presuryzacji oraz konwencjonalnej
krystalizacji przy ci$nieniu atmosferycznym [5].

Krystalizacja tluszczu mlekowego pod wptywem obrobki wysokoci$nieniowej
jest spowodowana przesunieciem do wyzszej wartosci temperatury przemiany fazowej.
Do 200 MPa temperatura krystalizacji i topnienia zwigksza si¢ o odpowiednio: 16,3 °C
i 15,5 °C/100 MPa, [11]. Powyzej 350 MPa intensywnos$¢ krystalizacji jest znacznie
ograniczona ze wzgledu na mniej intensywny wzrost krysztatow, spowodowany mniej-
szg ruchliwoscig czasteczek thuszezu [6].

Laktoza

Pod wptywem tradycyjnej obrobki termicznej laktoza obecna w mleku
i w przetworach mlecznych moze ulega¢ izomeryzacji do laktulozy, a nast¢gpnie degra-
dacji do kwasow i innych cukrow. Brak tych zwigzkow obserwuje si¢ po obrobce
w 100 + 400 MPa prowadzonej przez 10 + 60 min w temp. 25 °C. Sugeruje to, ze
w mleku poddanym dzialaniu wysokiego cisnienia nie zachodzg reakcje Maillarda oraz
izomeryzacja laktozy [33].

Sktadniki mineralne

Wapn, bgdacy podstawowym makroelementem mleka, moze wystgpowac w kilku
formach [26]:
— wapn catkowity — catkowita zawarto$¢ wapnia w mleku,



28 Anna Dudzinska, Jacek Domagata, Monika Wszolek

— wapn koloidalny — wapn zwigzany bezposrednio z czasteczkami kazeiny w przy-
padku braku fosforanéw oraz wapn, ktory tworzy integralng czes¢ z koloidalnym
fosforanem wapnia (CCP),

— wapn dyfundujgcy (wapn rozpuszczalny) — wapn obecny w fazie rozpuszczalnej
w postaci wolnych jonéw wapnia (Ca’") lub kompleksu utworzonego glownie
przez cytrynian lub fosforan,

—  wapn jonowy — jonowa forma wapnia (Ca™").

W przeprowadzonych dotychczas badaniach uzyskano rézne, niekiedy sprzeczne
wyniki odno$nie wptywu obrobki wysokocisnieniowej na stezenie jondw wapnia
w mleku [10, 28, 32]. Wigkszo$¢ badaczy uwaza jednak, ze poziom wapnia dyfunduja-
cego zwigksza si¢ na skutek dziatania wysokiego ci$nienia. Wzrost taki zaobserwowa-
no po obrobce mleka w 200 MPa [11]. Traktowanie pasteryzowanego mleka cisnie-
niem 400 MPa réwniez powoduje zwickszenie ilosci wapnia dyfundujacego, podczas
gdy obrobka termiczna ma niewielki wptyw lub nawet redukuje jego poziom. Wydaje
si¢ zatem, ze wysokie ci$nienie powoduje rozpad natywnego koloidalnego fosforanu
wapnia (CCP) [6, 49]. Powstaty na skutek obrobki termicznej krystaliczny fosforan
wapnia pod wplywem dziatania wysokiego cisnienia powraca do stanu rozpuszczalne-
go [50].

Zawarto$¢ rozpuszczalnego wapnia, magnezu i fosforu w mleku krowim i kozim
zwicksza si¢ na skutek obrobki w zakresie do 300 MPa, natomiast przy wyzszych ci-
$nieniach (400 MPa) ilos¢ poszczegdlnych pierwiastkow zaczyna si¢ zmniejszac.
Z kolei podczas obrobki mleka owczego az do ci$nienia 400 MPa wzrasta zawarto$¢
soli dyfuzyjnych [32]. Wedlug innych badaczy, cisnienie w zakresie 100 + 500 MPa
itemp. 20 oraz 45 °C nie ma wigkszego wplywu na poziom koloidalnego wapnia
i fosforu w mleku kozim. Tlumaczy si¢ to faktem, Zze wysokie ci$nienie wywiera inne
dziatanie na sole mineralne mleka, ktdre przed analiza bylo przez jakis czas przecho-
wywane [30].

Inne zwigzki

W przeciwienstwie do obrobki cieplnej, ktdra oddziatuje zarowno na kowalencyj-
ne, jak 1 niekowalencyjne wigzania, obrobka wysokoci$nieniowa prowadzona
w temperaturze pokojowej i umiarkowanej rozrywa jedynie stosunkowo stabe wigzania
chemiczne (wigzania wodorowe, hydrofobowe, jonowe). Dlatego tez mate czgsteczki,
takie jak: witaminy, aminokwasy, cukry proste i zwigzki smakowo-zapachowe, zostaja
zachowane [8]. Ci$nienie 400 MPa stosowane przez 30 min w temp. 25 °C nie wywo-
luje istotnych strat pod wzgledem zawarto$ci witamin B, i B4 [52]. Garcia Risco i wsp.
[15] stwierdzili, ze zabiegi prowadzone przy 400 MPa przez 15 min w temp. 40 +
60 °C zmniejszajg aktywno$¢ proteolityczng, a w 25 + 60 °C utrzymuja lub poprawiaja
wlasciwosci sensoryczne mleka. Sugeruje to, ze odpowiednia kombinacja parametrow
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obrébki moze by¢ wykorzystana do produkcji mleka o dobrych wtasciwosciach senso-
rycznych ze zwigkszong trwatos$cig.

Podsumowanie

Micele kazeinowe zawierajagce duze ilosci fosforanu wapnia zwigkszajg swoje
rozmiary przy obrobce do 250 MPa na skutek agregacji 1 interakcji z f-laktoglobuling,
po czym zaczynaja rozpadac si¢ na podjednostki pod ci§nieniem powyzej 300 MPa.
Przyczyna tego jest rozpuszczenie koloidalnego fosforanu wapnia oraz destabilizacja
wigzan jonowych, wodorowych i hydrofobowych. W wyniku obrébki wysokoci$nie-
niowej biatka serwatkowe ulegajg denaturacji w temperaturze otoczenia, a nastepnie —
agregacji. Wigksza wrazliwos$¢ B-laktoglobuliny w stosunku do a-laktoalbuminy wyni-
ka z obecnosci grupy tiolowej i mniejszej liczby stabilizujacych wigzan disiarczko-
wych. Zastosowanie umiarkowanie wysokiego cisnienia (200 +~ 300 MPa) znacznie
przyspiesza krystalizacje zemulgowanego tluszczu mlecznego poprzez zwigkszenie
temperatury przemiany fazowej. Jednoczesnie ilos¢ WKT pozostaje niezmieniona, co
pozwala na uniknigcie lipolitycznego jetczenia. Laktoza nie ulega reakcjom Maillarada
ani izomeryzacji. Ponadto powstaty na skutek obrobki termicznej krystaliczny fosforan
wapnia pod wplywem dziatania wysokiego cisnienia powraca do stanu rozpuszczalne-
go. W dyfuzyjnej fazie mleka wzrasta zawarto§¢ wapnia, magnezu i fosforu przy ci-
$nieniu do 300 MPa.

Opisane zmiany powodowane przez wysokie ci$nienie w sktadnikach mleka,
a przede wszystkim w strukturze biatka, umozliwiaja opracowania minimalnie prze-
tworzonych produktéw mleczarskich o korzystnych cechach sensorycznych, reologicz-
nych i teksturalnych. Jednocze$nie zmniejszenie aktywnos$ci lipolitycznej 1 proteoli-
tycznej pozwala na zwigkszenie trwatoSci mleka, a brak zmian w zwiazkach
niskoczasteczkowych — na zachowanie jego wartosci odzywczej.
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EFFECT OF HIGH HYDROSTATIC PRESSURE ON
BASIC COMPONENTS OF MILK

Summary

Degradation of food ingredients during heat treatment sets off searches for new methods of food
preservation. The use of high hydrostatic pressure can be an alternative to heat treatment. This method
makes it possible to preserve food products and to destroy harmful micro-organisms; also, it can signifi-
cantly impact the forming of textures, functional properties, and sensory qualities of a product with no
negative effects on its nutrients.

High-pressure treatment causes the freezing point of water, a main component of milk, to decrease.
Casein micelles disaggregate into smaller structures and this process is accompanied by the increase in the
number of casein particles and calcium phosphate. Whey proteins become denatured and, then, they ag-
gregate and interact with casein. At a moderately high pressure (200 + 300 MPa), a process of milk fat
crystallization takes place. Lactose does not change under the pressure. Crystalline calcium phosphate,
formed as a result of the heat treatment, returns to the dissolved state after the high pressure treatment.

Key words: water, casein, whey proteins, enzymes, milk fat, pressurization
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