Sposob pasteryzacji mleka, zwlaszcza mleka ludzkiego

Przedmiotem wynalazku jest sposob pasteryzacji mieka, zwlaszcza mleka
ludzkiego, majacy zastosowanie do inaktywacji zanieczyszczen mikrobiologicznych,
zwlaszcza wegetatywnych form drobnoustrojow, kiére moga byé obecne w mieku, w tym

w mileku ludzkim.

Znane sq sposoby pasteryzacji mleka krowiego okreslane jako pasteryzacja
termiczna. Sposocby te polegajg na ekspozycji probki mieka na dziatanie wysokiej
temperatury przez okreslony okres czasu, a nastepnie natychmiastowe chtodzenie cieczy.
Znany jest sposéb termicznej pasteryzacji mleka krowiego okreslany jako pasteryzacja
wysokotemperaturowa, krotkotrwata HTST High Temperature Short Time", podczas ktorej
mleko ogrzewa sie konwekcyjnie do temperatury 72°C i utrzymuje w tej temperaturze
przez 15-20 sekund. Pasteryzacja ta metoda powoduje znaczaca degradacig biologicznie
aktywnych skladnikow mleka.

Znany jest rowniez sposob pasteryzacji termicznej okrelany jako pasteryzacja
niskotemperaturowa diugotrwata ,LTLT Low Temperature Long Time", zwana réwniez jako
pasteryzacja ,holder’, podczas ktorej mleko ogrzewa sie konwekcyjnie do temperatury
62,5°C, i przetrzymuje sie w tej temperaturze przez 30 minut, a nastepnie natychmiast
chiodzi do temperatury 4°C.

Z opisu patentowego WO 2014094189 znana jest metoda pasteryzacji mleka |udzkiego
przy uzyciu promieniowania ultrafioletowego zwana zimng pasteryzacja. W metodzie te]
inaktywacja lub zmniejszenie ilosci zanieczyszczen biologicznych w mileku ludzkim
nastepuje w wyniku dziatania $wiatla ultrafioletowego o diugosci fali od 200 do 280 nm
w urzadzeniu nadajacym mieku przeptyw wirowy w celu utatwienia ekspozycji mleka na
promieniowanie UVC. Ekspozycja na dzialanie promieniowanie UVC powoduje jednak
utlenianie lipidow mleka na drodze utlenianie fotosensybilizowanego.

Ludzkie mleko nie jest sterylne. Oprocz drobnoustrojéw komensalnych, naturainie
wystepujacych w mleku ludzkim, w tym o wiasciwosciach probiotycznych, takich jak:
Lactobacillus sp., Enterococcus sp., Bifidobacterium sp., moga w nim by¢ wykrywane
drobnoustroje potencjalnie chorobotworcze i $wiadczace o niezachowaniu zasad higieny

podczas odciagania mleka (m.in. Staphylococcus aureus i bakierie z grupy coli).
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Aby zapewni¢ bezpieczefistwo mikrobiologiczne mleka pochodzacego od dawczyn a
przeznaczonego dla matych dzieci, czesto wczesniakow i dzieci chorych, mieko
poddawane jest pasteryzacji ,hoider’. W bankach mleka ludzkiego do pasteryzacj
dopuszczane jest mleko ludzkie, w ktorym calkowita liczba bakterii wynosi ponizej 10°
jtk/ml jednostek tworzacych kolonie, oraz liczba gronkowcow koagulazododatnich
i bakterii z grupy coli jest mniejsza niz odpowiednio 104§ 10 j.tk./ml.

Pasteryzacja ,holder” jest obecnie stosowana w wigkszo$ci bankéw mieka ludzkiego na
calym $wiecie. Banki mleka ludzkiego to profesjonalne laboratoria zajmujace sig
pozyskiwaniem, utrwalaniem, bezpiecznym przechowywaniem i dostarczaniem mieka
kobiecego potrzebujacym dzieciom, ktore z przyczyn losowych nie moga by¢ karmione
przez wiasne mamy.

Pasteryzatory uzywane w bankach mleka to faZnie wodne, ktore daja mozliwosc
pasteryzacj wielu malych porcji mleka: do 150 ml mieka, W urzadzeniach tych
pasteryzacja prowadzona jest metoda konwekcyjna, cieplo przenoszone jest do
pasteryzowanego mleka od zrédta ogrzewania poprzez czynnik grzewczy - wode i Scianki
naczynia - butelki, w ktorym znajduje sie ptyn.

W pasteryzatorach stosowanych w bankach mleka temperatura cieczy mierzona jest
poprzez umieszczenia czujnika temperaturowego w butelce kontrolnej, w rdzeniu cieczy.
Przenoszenie ciepla w cieczy od $cianek do Srodka naczynia powoduje nieréwnomieme
ogrzewanie si¢ cieczy. Temperatura cieczy przy Sciankach jest znaczaco wyzsza niz
temperatura cieczy w $rodku pojemnika. Tym samym mieko znajdujace sie przy $ciankach
butelki ma temperature istotnie wyzsza niz pozadana temperatura 62,5°C. W stosowanej
metodzie samo uzyskanie pozadanej temperatury cieczy trwa zwykle 15-20 minut. Czas
ogrzewania mierzony jest od chwili gdy czujnik temperaturowy umieszczony w butelce
kontrolnej odczyta pozadana temperature i trwa 30 minut.

Pasteryzacja ,holder' zapewnia bezpieczeristwo mikrobiologiczne mieka. Wigkszos¢
wegetatywnych form drobnoustrojow i wirusow, m.in. wirus HTLV, CMV, HIV i HPV zostaje
wyeliminowanych. Jednoczeénie powoduje jednak obnizenie zawartosci i aktywnosci wielu
skiadnikéw bioaktywnych wystepujacych w mleku ludzkim. W mieku ludzkim po
pasteryzacji tego typu stwierdzono m.in. 33-60% spadek aktywnosci immunoglobuliny IgA,
21-57% spadek aktywnosci lizozymu, 64-83% spadek aktywnosci laktoferyny, 36-60%

spadek zawartosci witaminy C oraz praktycznie catkowita degradacje lipazy



lipoproteinowej.

Woeigz poszukuje sie metod pasteryzacji, ktore umozliwilyby uzyskanie mleka
mikrobiologicznie bezpiecznego tj. pozbawionego zanieczyszczen mikrobiologicznych
a zarazem bogatego w dobroczynne sktadniki bioaktywne i odzywcze zawarte naturalnie
w mieku.

Nieoczekiwanie okazalo sig, Ze ogrzewania mleka polem mikrofalowym
o okre$lonej charakterystyce przez ustalony czas, uzyskujac zadang temperature probki
mleka, prowadzi do skutecznej inaktywacji zanieczyszczen  mikrobiologicznej
a jednocze$nie w malym stopniu wplywa na sktadniki odzywcze i wartosciowe elementy
bioaktywne zawarte w mleku.

Spostb pasteryzacji mleka, zwlaszcza mleka ludzkiego, charakteryzuje sig wediug
wynalazku tym, Ze probke mleka ogrzewa sie do zadanej temperatury z zakresu od 61°C
do 70°C poprzez naswietlanie falami mikrofalowymi o czestotliwosci od 2 do 3 GHz i mocy
od 400 do 1000 W, przy czym czas uzyskiwania zadanej temperatury probki mleka nie
przekracza 3 minut, po czym probke mleka ogrzewa sig falami mikrofalowymi przez okres
do 10 minut, kontrolujac temperature probki mleka.

Korzystnie, probke mleka ogrzewa sie do zadanej temperatury z zakresu od
61,5°C do 68°C i probke mleka ogrzewa sig przez okres od 3 do 5 minut.

Korzystnie, probke mleka ogrzewa sie do zadanej temperatury ogrzewania
z zakresu od 61,5°C do 63,5°C i probke mleka ogrzewa sig przez okres od 4 do 5 minut.

Korzystnie, w trakcie ogrzewania utrzymuje sie stala, zadang temperature
ogrzewania probki mleka tak aby temperatura probki mleka utrzymywala si¢ w czasie
w zakresie niezmiennym o wiecej niz £1°C w stosunku do zadanej temperatury pozadane;.

Korzystnie, probke mieka ogrzewa poprzez przerywane w czasie naswietlanie
falami mikrofalowymi, tak aby temperatura ogrzewania probki mleka byla stata i tak aby
temperatura probki mleka utrzymywata sie w czasie ogrzewania i nie byla rézna o wigcej
niz £1°C w stosunku do zadanej temperatury pozadane.

W sposobie wediug wynalazku zastosowano do ogrzewania probki mleka energie
elektromagnetyczng generowana promieniowaniem mikrofalowym. Ekspozycja probki
mieka na promieniowanie mikrofalowe wediug wynalazku powoduje gldwnie wzrost
temperatury cieczy dzieki efektom mikrofalowego ogrzewania dielektrycznego.

Pasteryzacja wediug wynalazku nastepuje przez niekonwekcyjne ogrzewanie mieka
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w okreslonej zadanej temperaturze generowanej polem mikrofalowym przez okreslony
czas, co prowadzi do zabicia wegetatywnych form mikroorganizméw, w tym
mikroorganizméw potencjalnie chorobotwdrczych, do poziomu niewykrywalnosci w 1 mi
mieka.

Wedlug przeprowadzonych do$wiadczen eksperymentalnych okreslono charakterystyke
promieniowania mikrofalowego oraz czas jego dziatania, przy kiérych dochodzi do
skutecznego zniszczenia zanieczyszczen mikrobiologicznych a jednocze$nie w wigkszym
stopniu niz ma to miejsce przy zastosowaniu pasteryzaciji ,$holder” zachowane zostajg
wartosci odzywcze i bioaktywne mileka. Przeprowadzone do$wiadczenia pozwolity na
okreslenie zakresu temperatur przy ktorych wynalazek prowadzi do pozadanych efektow.
Energia elektromagnetyczna uzyskiwana z promieniowania mikrofalowego o czestotiiwosci
do 3 GHz i mocy do 1000 W jest zbyt niska, by rozerwat wigzanie molekulame nawet tak
stabe jak wiazania wodorowe. Zastosowane wedlug wynalazku promieniowanie
mikrofalowe nie generuje réwniez reakcji chemicznych.

Zastosowane wedlug wynalazku pola mikrofalowe o czestotliwosci 2 - 3 GHz i mocy 400 -
1000 W do ogrzewania probki mleka powoduje znacznie szybsze uzyskanie zadanej
temperatury probki mleka w bardzo krotkim czasie, nawet w ciagu kilkunastu sekund
a ogrzewanie nastepuje praktycznie réwnomiemie w catej objetosci cieczy tj. nie wystepujg
réznice pomiedzy temperaturg cieczy wewnafrz oraz przy S$ciankach ogrzewanego
pojemnika, nawet w przypadku wigkszych objetosci cieczy. Ta charakterystyka znaczaco
odroznia wynalazek od znanych sposobow konwekcyjnej pasteryzacii typu ,holder”, ktore
charakteryzuje diuzszy czas uzyskania pozadanej temperatury cieczy tj. 15-20 minut oraz
ktorej towarzyszy zjawisko nieréwnomiemego ogrzewania probki mleka.

Wynalazek umozliwia uzyskanie mleka czystego mikrobiologicznie i zawierajacego
potrzebne skiadniki odzywcze i bioaktywne. Ekspozycja probki mleka na pole mikrofalowe
wedlug wynalazku oraz szybkie ogrzanie mleka, do zadanej temperatury ogrzewania fj.
maksymalnie w ciggu 3 minut, a nastepnie ogrzewanie prébki w zadanej temperaturze,
statej i jednorodnej w catej objetosci probki, z zakresu od 61°C do 70°C przez okres do 10
minut, korzystnie co najmniej 1 minuty, pozwala na uzyskanie analogicznych efektow
bakteriobojczych w poréwnaniu do pasteryzacji niskotemperaturowej LTLT tzw.
pasteryzaciji ,holder”, prowadzonej przez 30 min. Sposob wedlug wynalazku jednoczesnie
pozwala na lepsze zachowanie aktywnosci / zawartoéci biologicznie aktywnych sktadnikéw



5

mieka ludzkiego. Wynalazek nie prowadzi do negatywnych skutkow w odniesieniu do
lipidéw tj. nie wystepuje oksydacja lipidéw jak rowniez nie generuje reakcji Maillarda.

Wynalazek pozwala na pasteryzacje malych objetosci cieczy, co jest pozadane
w przypadku pasteryzacji mieka ludzkiego na potrzeby bankow mieka. Istotne jest aby
mieko pochodzace od dawczyh mozna bylo pasteryzowac | przechowywac zamrazalniczo
w malych objetosciach rzedu 50-100 ml. Dzieci przedwczesnie urodzone, dla ktorych
w wiekszoéci przeznaczone jest mieko z bankéw mieka, w pierwszych okresach Zycia
potrzebuja zaledwie kilku mililitrtéw mleka. Pasteryzacja i przechowywanie matych porcj
pokarmu przeciwdziala mamowaniu niezuzytego mleka ludzkiego, gdyz mleko zamrozone

po pasteryzacji i rozmrozone nie moze by¢ ponownie zamrazane.

Przykiad 1

Probke mleka ludzkiego o objetosci 50 ml umieszcza sie w szklanej butelce.
Butelke umieszcza sig w znanym zamknietym urzadzeniu generujacym pole mikrofalowe
o charakterystyce 2,45 GHz, 600 W i ogrzewa przez okres 1,8 minuty do uzyskania
zadanej, pozadanej stalej temperatury probki mleka wynoszacej 62,5°C. Po uzyskaniu
zadanej temperatury ogrzewania probke mleka utrzymuje sie w zadanej temperaturze
przez 5 minut. W trakcie ogrzewania falami mikrofalowymi o podanej charakterystyce,
kontroluie sig temperature prébki mleka znanym sposobem, w zaleznosci od
zastosowanego urzadzenia generujacego pole mikrofalowe np. za pomocg termostatu, tak
aby temperatura prébki mleka nie zmieniata sie w ¢zasie ogrzewania o wiecej niz £1°C.
Jedng z mozliwosci uzyskania stabilnosci temperatury ogrzewania probki mleka w czasie
jest sposéb ogrzewania tej probki mleka poprzez przerywane w czasie naswietlanie falami
mikrofalowymi przy zastosowaniu magnetronu w sekwencjach: 3 sekundy wiaczony — 2
sekundy wytaczony. Dzieki temu temperatura probki mieka w trakcie ogrzewania jest stata
w zakresie £1°C w stosunku do zadanej temperatury pozadanej 62,5°C, tzn. nie jest
nizsza od 61,5°C i nie jest wy2sza od 63,5°C. Przerywanie w czasie pole mikrofalowe
stanowi jedynie przykiad realizacji utrzymania zadanej, pozadanej temperatury 62,5°C nie
zmieniajacej sie w czasie ogrzewania o wiecej niz £1°C i moze by¢ realizowany w inny
sposob, w zaleznosci od urzadzenia, ktore generuje fale i utrzymuje stalg zadang

temperature w jednostce czasu. Po tym czasie pasteryzacji, butelke zamyka sie jalowg
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nakretka a nastepnie prébka mleka natychmiast zostaje ochlodzona do temperatury 15°C
poprzez umieszczenie jej w tazni wodne;.

Sposob umozliwia ogrzewanie probki w zadanej temperaturze, kiora jest
jednorodna w calej objetosci cieczy. Zastosowanie wymienionych parametréw pasteryzacii
pozwala na uzyskanie catkowitej inaktywacji populacji naturalnej mikroflory mleka o
poczatkowe; liczbie ok. 105 jtk./mi, w tym bakterii mlekowych, enterokokow, bakterii
z grupy coli, gronkowcow koagulazoujemnych i koagulazododatnich.

Ponadto pasteryzacja ta metodg pozwala na uzyskanie mieka ludzkiego, w ktorym
aktywno$¢ enzymow przeciwutleniajacych zostala zachowana na poziomie: katalaza CAT
64%, peroksydaza glutationowa GPx 68%, dysmutaza ponadtlenkowa SOD 75%,
a zawartos¢ witaminy C pozostala na poziomie 63% wzgledem surowego mieka
kobiecego, przed pasteryzacjg. W wyniku pasteryzacji stezenie lizozymu spada do
poziomu 50% zawarto$ci poczatkowej, a aktywno$¢ tego enzymu do poziomu 84%
aktywnosci poczatkowej. W tych warunkach stezenie immunoglobuliny IgA pozostaje na
poziomie 49% stezenia wzgledem stezenia w mieku nie poddanym pasteryzacji.
Laktoferyna zachowuje 90% a lipaza lipoproteinowa okolo 5% aktywnosci poczatkowe;.
Skiad i zawarto$¢ kwasow tluszczowych w uzyskanym spasteryzowanym mleku ludzkim
nie ulegt zmianie w poréwnaniu do sktadu i zawartosci KT w tym samym mleku surowym,
nie poddanym obrobce temperaturowej. Zawartos¢ pierwotnych produktow oksydacii
lipidow: nadtlenki i wodoronadtlenki, pozostaje na poziomie analogicznym jak w mleku
przed pasteryzacjg. Zawartos¢ dialdehydu malonowego MDA, wskaZznika zawartosci
wtomych produktow utleniania lipidow, roéwniez nie wzrasta. W mieku ludzkim po
pasteryzacji nie stwierdza sie wzrostu zawarto$ci furozyny stanowigcego wskaznik reakeii
Maillarda.

Przykiad 2

Sposdb przeprowadza si¢ jak opisano w przyktadzie 1 z tym, ze probke mileka
krowiego o objetosci 40 ml, do ktérego celowo wprowadzono bakterie Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis w ilosci
ok. 105 j.t.k./ml, umieszcza sie w butelce szklanej a nastepnie ogrzewa sig¢ przez 1,7 minut
az do uzyskania zadane] temperatury pozadanej 65°C przy uzyciu pola mikrofalowego o
charakterystyce 2,45 GHz, 600 W. W czasie ogrzewania stosuje sie, dzialanie magnetronu
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w sekwencjach: 3 sekundy wiaczony — 3 sekundy wytaczony. Probke mieka ogrzewa sie
w tych warunkow przez 4 minuty. W ten sposob temperatura probki mleka nie zmienia sig
w czasie ogrzewania o wigcej niz £1°C w stosunku do zadanej temperatury pozadanej
65°C. Po pasteryzacji, probka natychmiast zostaje ochlodzona do temperatury 16°C.
Zastosowanie wymienionych parametréw pasteryzacji pozwala na uzyskanie calkowite]
inaktywacji wszystkich wymienionych powyzej drobnoustrojéw, co potwierdzono poprzez
sprawdzenie obecnosci bakterii w probce w znanych warunkach mikrobiologicznych.

Przyklad 3

Probke mieka ludzkiego objetosci 70 ml umieszcza sig w naczyniu wykonanym
z polipropylenu po czym probke umieszcza sig w zamknigtym urzadzeniu generujacym
pole mikrofalowe o charakterystyce 2,45 GHz, 700 W i ogrzewa sie przez okres 3 minuty
utrzymujac zadana, temperature pozadang ogrzewania probki mieka 66°C niezmienng
w czasie ogrzewania o wiecej niz +1°C. Czas uzyskania tej temperatury cieczy wynosi 1,5
minuty. Probke mleka ogrzewa sig utrzymujac stata zadang temperature z dopuszczalnymi
wahaniami temperatury w czasie ogrzewania w zakresie +1°C poprzez przerywane
w czasie na$wietlanie falami mikrofalowymi, co realizuje sie poprzez dziatanie magnetronu
w sekwencjach: 4 sekundy wiaczony — 3 sekundy wylaczony. Po pasteryzacji butelke
zamyka si¢ jatowag nakretka, a nastepnie prébka natychmiast zostaje ochodzona do
temperatury pokojowej poprzez umieszczenie jej w tazni wodnej.

Sposdb umozliwia ogrzewanie probki w temperaturze jednorodnej w calej objetosci
cieczy. Zastosowanie wymienionych parametrow do pasteryzacji pozwala na uzyskanie
mleka ludzkiego, w kiorym stezenie lizozymu spada do poziomu 48% zawartosci
poczatkowej, a aktywnos¢ tego enzymu do poziomu 84% aktywnosci poczatkowej. W tych
warunkach stezenie immunoglobuliny IgA pozostaje na poziomie 43% stezenia wzgledem
stezenia w mleku nie poddanym pasteryzacji. Laktoferyna zachowuje 60% a lipaza
lipoproteinowa okoto 4%  aktywnosci  poczatkowej.  AklywnosS¢  enzymow
przeciwutleniajacych zostata zachowana na poziomie: katalaza CAT 61%, peroksydaza
glutationowa GPx 64%, dysmutaza ponadtienkowa SOD 80%, a zawartos¢ witaminy C
pozostata na poziomie 54% wzgledem surowego mleka kobiecego.

Sposob pasteryzacji pozwala na uzyskanie calkowitej inaktywacji populacji naturalnej
mikrofiory mleka o poczatkowej liczbie ok. 104 jtk./ml, w tym bakteri mlekowych,
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enterokokdw, bakterii z grupy coli, gronkowcow keagulazoujemnych i koagulazodedalnich.
Skiad i zawartos¢ kwasow tluszczowych w spasteryzowanym mieku ludzkim nie ulegt
zmianie w pordwnaniu do skladu i zawartosci KT w tym samym mieku nie poddanym
obrobce temperaturowe). Zawartosé pierwotnych produktéw oksydacji lipidow - nadtlenki
i wodoronadtlenki - pozostaje na poziomie analogicznym jak w mieku przed pasteryzacja.
Zawarto$é dialdehydu malonowego MDA, wskaznika zawartoSci wiomych produktow
utleniania lipidow, réwniez nie wzrosla. W mieku ludzkim po pasteryzacii nie stwierdza sig

wzrostu zawartosci furozyny.

Przyktad 4.

Probke mieka ludzkiego objetosci 60 ml umieszcza sie w szklane] butelce
iogrzewa sie do zdanej temperatury poiadanej 68°C polem mikrofalowym
ocharakterystyce: 245 GHz; 800W. Czas uzyskania zadanej temperatury ogrzewania
wynosi 1,9 minuty. Nastepnie prébke mleka ogrzewa sie przez 5 minut utrzymujac
wczasie ogrzewania zadang temperature ogrzewania rzedu 681°C, slalg w calej
objetosci cieczy, generowang przy uzyciu pola mikrofalowego o charakterystyce: 2,45
GHz, 800W. Probke mieka ogrzewa sie w czasie 5 minut utrzymujac stalg temperature
cieczy, niszmienng w czasie o wigcej niz +1°C od zadanej temperatury pozadanej 68°C
poprzez przerywane w czasie naswietlanie falami mikrofalowymi, co realizuje sie stosujac
dziatanie magnetronu w sekwencjach: 4 sekundy wiaczony - 4 sekundy wylaczony. Po
pasteryzacji prébka natychmiast zostaje ochlodzona do temperatury okoto 10°C poprzez
urmnieszczenie w fazni wodnej z lodem.

Zastosowanie wymienionych paramelréw do pasteryzacji pozwala na uzyskanie
mieka ludzkiego, w ktorym stezenie lizozymu spada do poziomu 46% zawartosc
poczatkowej, a aktywnos¢ tego enzymu do poziomu 72% aklywnosci poczatkowej.
AktywnoSC enzyméw przeciwutleniajacych zostala zachowana na poziomie: katalaza CAT
55%, peroksydaza glutationowa GPx 47%, dysmutaza ponadtienkowa SOD 79%.
Zawarto$¢ witaminy C pozostata na poziomie 34% wzgledem surowego mieka kobiecego,
przed pasteryzacja a w.przypadku immunoglobuliny IgA nastapil 65% spadek aktywnosci.
Po pasteryzacji w mieku nie stwierdzono aktywnej formy lipazy lipoproteinowej oraz nie

stwierdzono wzrostu zawartosci furozyny. )
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