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In roher Milch kdénnen Verderbniserreger und pathogene Mikroorganismen
vorhanden sein. Um diese abzutdten sowie die fir unerwiinschte Reaktionen ver-
antwortlichen Enzyme zu inaktivieren, wird die Milch verschiedenen Verfahren,
vor allem Erhitzungsverfahren, unterworfen. Damit wird erreicht, dass die Haltbar-
keit verldngert und die Gesundheit der Konsumenten nicht gefahrdet wird. Da es
aber bei den traditionellen Wérmebehandlungsverfahren wie Pasteurisierung,
Ultrahocherhitzung und Sterilisierung zu teils bedeutenden Verédnderungen des
Geschmacks, des Aromas und auch der Néhrstoffe kommen kann, wurden ver-
schiedene alternative Verfahren evaluiert und sind teilweise zur Anwendung
gelangt, die unter der Kategorie der nicht-thermischen oder «kalten», alternativen
Erhitzungs- sowie chemischen Verfahren subsummiert werden kdnnen (1-5). Auch
Kombinationen dieser erwéhnten Verfahren untereinander wie auch mit den tradi-
tionellen Erhitzungsverfahren in Form der so genannten Huirdentechnologie sind
durchaus moglich.

Unter den «kalten» Verfahren, die bei der Verarbeitung von Lebensmitteln ein-
gesetzt werden, existieren bereits kommerziell erhéltliche Apparaturen fir die
Mikrofiltration, gepulste elektrische Felder, Hochdruckbehandlung, gepulstes
Hochintensitats-Licht, Bestrahlung und Baktofugation, wahrend die Anwendung
von gepulsten Magnetfeldern und Ultraschall erst auf Labor- oder Pilot-Plant-Stufe
bearbeitet wird (2, 5). Unter den Vorteilen dieser Verfahren werden unter anderem
eine minimale thermische Belastung mit einem geringen Verlust an Farbe, Flavor,
Textur und Inhaltsstoffen sowie haltbare Lebensmittel mit Frischecharakter und
erhdhter Lebensmittelsicherheit erwéhnt (3).
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Der vorliegende Bericht befasst sich mit der Beschreibung sowie den Einsatz-
moglichkeiten von gepulsten elektrischen Feldern (PEF)? als alternativem Verfahren
zur thermischen Milchbehandlung. Der Einsatz dieses Verfahrens bei Lebensmit-
teln wurde bereits in zahlreichen verschiedenen Ubersichten beschrieben, von
denen hier nur einige erwahnt werden (9-13). Dieses Forschungsthema wird in der
Wissenschaft sehr intensiv bearbeitet und neuere Entwicklungen im Bereich der
Anlagentechnik sowie einer ersten kommerziellen Anwendung des Verfahrens sind
vorhanden.

Beschreibung des Verfahrens

Beim PEF-Verfahren wird ein Lebensmittel einem hohen elektrischen Feld
(typischerweise 20 bis 80 kV/cm) ausgesetzt. Dabei kommen bei einer Vielzahl von
Anwendungen nicht nur zwei, sondern auch drei und mehr Elektrodensysteme
zum Einsatz. Dieses Verfahren beschrénkt sich vorwiegend auf fllssige Lebens-
mittel, doch ist auch eine Behandlung fester Lebensmittel moglich, beispielsweise
zum Zellaufschluss pflanzlicher und tierischer Zellen (14-16). Eine typische PEF-
Anlage besteht aus einer Hochspannungsquelle (erzeugt eine hohe Spannung von
mehreren kV) fur die Ladung der Kondensatoren und einem Entladungsschalter,
der die gespeicherte elektrische Energie von den Kondensatoren in Form eines elek-
trischen Feldes durch das flissige Lebensmittel leitet (17). Dieses Feld pulsiert dabei
mit Intervallen von Mikro- und Millisekunden. Dabei kann der Prozess statisch
oder kontinuierlich durchgefhrt werden. Als wichtigste Parameter sind die elektri-
sche Feldintensitat (E), die Pulsdauer (t), die Behandlungszeit (t), die Temperatur
des Lebensmittels (T) und der Typ der Mikroorganismen wie auch die Art der
Enzyme zu erwdhnen. Insgesamt handelt es sich bei PEF um ein nichtthermisches
Verfahren, bei dem aber durchaus eine kleine Temperaturerh6hung maoglich ist.

Wirkung von gepulsten elektrischen Feldern auf Mikroorganismen

Die Inaktivierung verschiedener Mikroorganismen durch gepulste elektrische
Felder wurde an E. coli (18—-23), Listerien (24-26), Yersinien (27), Salmonellen (28,
29), Staphylokokken (18) und Bazillen (30—35) untersucht. Neben der elektrischen
Feldstérke, der Behandlungszeit, der Pulsbreite und der Frequenz spielen bei der
Inaktivierung der Mikroorganismen auch Medium- (Leitfdhigkeit, Zusammenset-
zung, pH- und a,-Wert), Umwelt-bedingte (Temperatur) und mikrobielle (Stamm,
Wachstumsphase) Parameter eine Rolle. Nach einer PEF-Behandlung bei variieren-
dem pH-Wert, Wasseraktivitat und Einlasstemperatur zeigte sich eine unterschied-
liche Inaktivierung von E. coli und Saccharomyces cerevisiae (36). Wird die Einlass-

1Im Englischen werden neben pulsed electric field auch die Begriffe high voltage pulsed electric
fields (HELP) (6) und high intensity pulsed electric field (HIPEF) (7) verwendet. In diesem
Bericht wird nur von gepulsten elektrischen Feldern gesprochen, auch wird im Deutschen der
Begriff Hochspannungspulsverfahren verwendet (8).
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temperatur um 20°C erhoht, wird die Inaktivierung? um bis zu log 3 erhéht. Ein
pH-Wert von 4,0 scheint im Allgemeinen eine hdhere Inaktivierung zur Folge zu
haben als ein pH-Wert von 7,0, was auch fir eine Wasseraktivitat von 1,00 gegen-
Uber 0,94 zutrifft (Tabelle 1). Zellen von L. plantarum sind in der Wachstumsphase
gegenlber einer PEF-Behandlung empfindlicher als in der stationdren Phase (37).
Bei Rotaviren konnte dagegen keine Reduktion durch eine PEF-Behandlung wah-
rend 145,6 ps bei 20 bis 29 kV/cm festgestellt werden. Da durch diese Behandlung
die Nukleinsauren intakt bleiben, womit Viren immer noch infektios wirken koén-
nen, mussten Viren mit anderen Verfahren inaktiviert werden (38).

Tabelle 1

Inaktivierung (log-Reduktion) von E. coli und Saccharomyces cerevisiae in einem Me-
dium bei Einlass-Temperaturen von 10 und 30°C mit variierendem pH- und a,-Wert
nach einer PEF-Behandlung in einem Kulturmedium? (36)

E. coli Saccharomyces cerevisiae
ay 1,00 0,97 0,94 1,00 0,97 0,94
Einlass-Temp. 10°C
pH 4,0 3,5 3,0 1,8 1,6 1,2 0,7
pH 5,0 3,4 2,4 1,6 0,6 0,3 0,1
pH 6,0 1,4 0,9 1,3 0,4 11 0,3
pH 7,0 0,9 0,6 1,0 0,9 11 0,3
Einlass-Temp. 30°C
pH 4,0 57 3,4 39 3,8 2,1 0,4
pH 5,0 4,6 4,1 3,7 1,8 2,5 0,8
pH 6,0 3,6 1,9 2,5 2,1 3,0 2,2
pH 7,0 1,7 14 2,1 2,9 2,8 2,1

!Die Wasseraktivitat des Kulturmediums wurde mit 0, 150 oder 300 g Glyzerin pro Liter auf eine solche von 1,00, 0,97 und 0,94
eingestellt.

Der Mechanismus, wie Mikroorganismen durch die Anwendung von gepulsten
elektrischen Feldern inaktiviert werden, ist noch nicht restlos geklart. Es wird ver-
mutet, dass es sich dabei um eine physikalische Reaktion der Zelle handelt. Die
Anwendung von elektrischen Feldern erzeugt ein Transmembranpotenzial an der
Zellmembran. Wenn ein ausreichend starkes Potenzial induziert wurde, im Bereich
von etwa 1V, kommt es zum Verlust der Membranstabilitat und schliesslich zum
dielektrischen Bruch der Membran. Der Zellinhalt tritt aus und die Stoffwechselak-
tivitdt versiegt (Abbildung 1). Dass beim Einwirken von gepulsten elektrischen Fel-
dern morphologische Veranderungen bei Mikroorganismen stattfinden, konnten
Calderén-Miranda et al. (39) und Dutreux et al. (40) mit Hilfe des Transmissions-
oder Raster-Elektronenmikroskops an Listeria innocua (39) und E. coli (40) zeigen.
Wurden Listeria-Zellen mit 32 Pulsen und elektrischen Feldintensitdten von 30,
40 und 50 kV/cm behandelt, verlor die Zellwand ihre glatte und gleichférmige

2Log-Reduktion=log N/Ny, der Einfachheit halber wird im folgenden der Begriff Log-Reduk-
tion beibehalten.
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Abbildung 1 Wirkung von gepulsten elektrischen Feldern auf Zellen von Mikroorganismen

Oberflache. Dartber hinaus wurde auch bei 40 und 50 kV/cm extrazellulares Mate-
rial in der Umgebung der Zelle beobachtet, was auf einen Bruch der Zellmembran
zurickzufihren ist. Bei E. coli-Zellen war die Membran nach der PEF-Behandlung
bei 41 kVV/cm und 63 Pulsen gestort und rau. Die Inaktivierung dieser beiden Keime
ist mit einer verdnderten Membranpermeabilitat zu erklaren, diese scheint ein wich-
tiger Faktor in der Inaktivierung von Mikroorganismen zu sein (41). Durch die
Membranpermeabilisierung steigt die Leitfdhigkeit der Membran aufgrund der
Poreninduktion an, die Erhdéhung der Konduktivitdt kann als Erfolgsparameter
herbeigezogen werden (42). Wéhrend Russell et al. (43) eine Alles-oder-nichts-
Wirkung beobachtet haben, ist in anderen Arbeiten bei Listeria monocytogenes,
B. cereus, E. coli und Salmonella enterica von subletalen Schadigungen berichtet
worden (44-46), bevor die Zellen durch die PEF-Behandlung vollstandig inakti-
viert wurden. Mit Hilfe des Atomkraft- oder Rasterkraftmikroskops wurden in
Magermilch nach der PEF-Behandlung kollabierte und/oder segmentierte Bakte-
rien beobachtet (47).

Wirkung von gepulsten elektrischen Feldern auf Enzyme

Die Anwendung von gepulsten elektrischen Feldern auf verschiedene Enzyme
wie alkalische Phosphatase (48—-50), a-Amylase (49), Glukoseoxidase (49), Lipase
(49, 51), Lysozym (49), Papain (52), Pepsin (49, 53), Peroxidase (49, 50), Polyphenol-
oxidase (49), Plasmin (54), Protease (55-57) zeigte kontroverse Resultate. Die
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Enzyminaktivierung durch die PEF-Behandlung wird nach Yeom und Zhang (58)
durch folgende Faktoren bestimmt: elektrische Parameter (elektrische Feldstdrke,
gesamte Behandlungsdauer oder Anzahl Pulse, Pulsdauer und Pulsbreite), Enzym-
struktur, Behandlungstemperatur und Suspensionsmedium. Ein Einfluss der Tem-
peratur auf Enzyme kann ausgeschlossen werden, da die Temperatur durch eine
PEF-Behandlung einer Ldsung mit niedriger elektrischer Leitfahigkeit und bei einer
kurzen Pulsdauer nicht erhéht wird. Als Mechanismus der Enzyminaktivierung
werden Anderungen in der Struktur der Enzyme diskutiert (49, 52, 54).

Enzyme reagieren unterschiedlich auf die Behandlung mit gepulsten elektri-
schen Feldern, wie die Untersuchungen von Ho und Mittal (49) zeigten. Dabei wur-
den acht verschiedene Enzymldsungen mit einer anfanglichen Spannung zwischen
4 und 26 kV sowie 30 Pulsen mit sofortigem Spannungswechsel behandelt. Der
Elektrodenabstand betrug 0,3 cm, die Feldstarke 13 bis 87 kV/cm, die Pulsfrequenz
0,5 Hz und die Pulsdauer 2 ps. Bei einer Behandlungstemperatur von 20°C und
einer Spannung von 26 kV reduzierte sich die Enzymaktivitéat der Lipase, der Glu-
koseoxidase und der hitzestabilen a-Amylase um 70 bis 85%, der Peroxidase und
der Polyphenoloxidase um 30 bis 40% und der alkalischen Phosphatase nur um
5%. Dagegen sank die Enzymaktivitét des Lysozyms bei einer Spannung von 4 und
bei 22 kV auf unter 50%, wéhrend sie sich bei 15 kV nur um weniger als 20%o redu-
zierte und beim Pepsin gar erhohte.

Anwendung auf Lebensmittel allgemein

Zu den verschiedenen Lebensmitteln, bei denen bereits in verschiedenen For-
schungsarbeiten tber die Anwendung der gepulsten elektrischen Felder berichtet
wird, zdhlen Fruchtsafte (59, 60) wie Apfelsaft (61, 62), Orangensaft (50, 63— 67),
Preiselbeerensaft (68), Gewiirze (69) sowie Eier (70-73) und die Milch (siehe
unten). In Frage kommen noch weitere Lebensmittel wie Tomatenkonzentrat, Ket-
chup, Fruchtpiree, Mayonnaise, Spaghettisaucen, Konfittiren, Joghurt, leicht alko-
holhaltige Getranke, Wein, Suppen oder Gemusejus, Honig (74). Neben der Inakti-
vierung von Mikroorganismen wird PEF auch als Zellaufschlussverfahren wie zur
Fruchtsaftgewinnung, Zuckerextraktion, Trocknung pflanzlicher Produkte u.a.
angewendet (16, 75-77). In den USA st seit Ende 2005 das PEF-Verfahren zur
Haltbarmachung von Bio-Fruchtsaft im Einsatz (78). Die Food Drug Administra-
tion (FDA) hat den Verkauf dieser Produkte freigegeben (5), nachdem sie bereits im
Jahre 1995 einen letter of no objection flr dieses Verfahren herausgegeben hat
(zitiert nach 79).

Anwendung von gepulsten elektrischen Feldern auf Milch und Milchprodukte

Die ersten Anwendungen mit elektrischen Feldern auf Milch gehen auf den
Anfang des letzten Jahrhunderts zurtick. Eine Anlage, um Milch mit elektrischem
Strom zu verarbeiten, wurde von Beattie (80) sowie Beattie und Lewis (81) entwi-
ckelt. Mit 3 bis 4 kV konnte eine letale Wirkung auf Mikroorganismen gezeigt wer-
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den, indem dabei die Temperatur der Milch erhdht wurde. Es handelte sich also um
ein thermisches Verfahren, bei dem die Milch elektrisch auf 71°C erhitzt wurde.
Eine weitere Anwendung der Elektrizitat zur Pasteurisierung von Milch war das
«ElectroPure» Verfahren (82). 1935 hat sodann Getchell (83) eine elektrische Pas-
teurisationsanlage fur Milch beschrieben, mit der Uber einen einfachen, flexiblen,
O0konomischen, schnellen und zuverléssigen Arbeitsvorgang Milch vor dem Verderb
geschitzt werden kann.

Die erste Anwendung von gepulsten elektrischen Feldern in der Lebensmittel-
verarbeitung wurde erstmals in den 60er Jahren an pflanzlichen Zellen und Mikro-
organismen (84-86) beschrieben. Die Milch als Forschungsobjekt fiir gepulste elek-
trische Felder tauchte erstmals 1987 in einem Patent von Dunn und Pearlman (87)
auf. Die Unféahigkeit jedoch, eine Anlage mit einer Vorrichtung zu entwickeln, wel-
che die Temperatur der Milch kontrollieren kann, und die fehlenden Mdoglichkeiten,
grosse Milchmengen zu behandeln, waren nach Barbosa-Canovas et al. (88) die
Punkte, welche die Weiterentwicklung dieses Verfahrens lange Zeit behinderten.
Inzwischen haben intensive Forschungsanstrengungen Fortschritte auf diesem
Gebiete gebracht (79, 89).

Mikroorganismen

Verschiedene Arbeiten mit Milch als flissigem Medium wurden bereits unter-
nommen, um den Einfluss einer Behandlung mit gepulsten elektrischen Feldern auf
die Abtodtung verschiedener einzelner Mikroorganismen abzukldren. Dabei wurde
von Magermilch, Vollmilch, UHT-Milch und von simuliertem Milchultrafiltrat aus-
gegangen, die mit den zu untersuchenden Mikroorganismen inokuliert wurden.
Neben der Abtdtung der nativen Flora (90-93) kamen als Mikroorganismen Bacil-
lus (B.) subtilis (94), L. brevis (50), L. delbrueckii (94), L. rhamnosus (79), Pseudo-
monas (Ps.) fluorescens (79, 91, 95—-97) und Saccharomyces cerevisiae (19) (Tabelle 2)
sowie als pathogene B. cereus (91), E. coli (19, 40, 79, 87, 98-103), Listerien (hdufig
wird in diesen Studien Listeria innocua als Ersatz des pathogenen Listeria monocy-
togenes verwendet) (40, 47, 95, 97, 104, 105), Mycobacterium paratuberculosis (106),
Salmonellen (107-109) und Staphylococcus aureus (110-112) (Tabelle 3)% zur
Anwendung. Der Abtttungsgrad schwankte dabei in Abhéngigkeit von den ver-
wendeten Bakterien, der elektrischen Feldstérke, der Behandlungszeit, der Puls-
dauer und der maximalen Temperatur des Mediums zwischen 0,2 und knapp 6 Log-
Einheiten (Tabellen 2 und 3). So erreichten beispielsweise Dutreux et al. (40) in
Magermilch mit 63 Pulsen bei E. coli eine Reduktion um 6 bis 7 und bei Listeria
innocua um 4 Log-Einheiten. Bei einer kumulierten Behandlungszeit von mehr als

3Die beiden Tabellen 2 und 3 beschranken sich auf Resultate, die in wissenschaftlichen Zeit-

schriften allgemein zuganglich sind. Daneben existieren noch weitere Resultate zur PEF-
Behandlung von Milch und Milchprodukten in Abstracts von Tagungen und anderen, schwer
zugénglichen Berichten (siehe dazu 12).
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300 ps erzielten Picart et al. (47) mit Listeria innocua in Vollmilch eine Reduktion
um 2,5 und bei 100 ps um 0,5 Log-Einheiten. Eine Pulsdauer von 20 us zeigte in
Magermilch eine signifikant starkere Inaktivierung von E. coli als eine solche von 3,
5, 80, 200, 50, 1000 oder 1430 us, was ebenso fir die Verwendung von bipolaren
gegenliber monopolaren (1,96 vs 1,27 log KbE/ml) Pulsen zutrifft (103). Auch schei-
nen in Magermilch gram-positive Bakterien wie Listeria innocua widerstandsfahiger
gegenliber einer PEF-Behandlung zu sein als gram-negative wie Ps. fluorescens (97).

Sobrino-Lopez et al. (111) haben in Milch die PEF-Variablen studiert, die zu der
Inaktivierung von Staphylococcus aureus beitragen. Dabei beeinflussten Polaritat,
Anzahl Pulse, Pulsbreite, elektrische Feldstarke und die Kombination Anzahl Pulse
mit der Pulsbreite oder der elektrischen Feldstarke die Inaktivierung, wobei diese
mit einer Gleichung zweiter Ordnung beschrieben werden kann. Der Fettgehalt der
Milch spielte dabei keine Rolle.

Eine Pasteurisierung von inokulierter UHT-Milch (73°C, 30 s) reduzierte die
Anzahl von Ps. fluorescens, Lc. lactis und B. cereus um 4,0, 4,8 bzw. 2,9 Log-Einheiten
und war damit bei den ersten beiden Keimen wirkungsvoller und beim dritten vergleich-
bar wie nach der PEF-Behandlung, wéhrend der die Temperatur auf 52°C anstieg (91).

Enzyme

Zur Beurteilung von Erhitzungsverfahren werden verschiedene Enzyme wie
alkalische Phosphatase (50, 113), Lipase (50, 51), Peroxidase (50, 79, 113), Plasmin
(54) und Protease (17, 57, 56,) in der Milch als empfindliche Parameter herbeigezo-
gen (Tabelle 4). In mit PEF-behandelter Milch zeigten die alkalische Phosphatase in
einem Falle wie auch die Peroxidase nur geringe Verluste, jedoch die Lipase mehr als
60% (50). In einer anderen Studie (114) war jedoch die Inaktivierung der alkali-
schen Phosphatase recht deutlich. Nieben diesen beiden Enzymen wurde noch der
Einfluss von PEF auf andere Enzyme untersucht (Tabelle 4). Die Aktivitat von Plas-
min, einem relativ hitzestabilen Enzym, das zu simuliertem Milchultrafiltrat in einer
Konzentration von 100 pg/ml gegeben wurde, reduzierte sich nach der Behandlung
in einem gepulsten elektrischen Feld von 30 und 45 kV/cm und bei 50 Pulsen um
90% (54). Daraus muss geschlossen werden, dass es sich dabei um eine nichtthermi-
sche Wirkung handelt. Eine extrazellulére Lipase aus Ps. fluorescens wurde in ein
simuliertes Magermilchultrafiltrat gegeben und verschiedenen Behandlungsbedin-
gungen von Erhitzung und hoch intensiv gepulsten elektrischen Feldern unterwor-
fen. Dabei ergab sich im Batchmodus bei 80 Pulsen und bei einer elektrischen Feld-
intensitat von 27,4 kV/cm eine maximale Lipasehemmung von 62%, wahrend im
kontinuierlichen Verfahren bei 3,5 Hz und 80 Pulsen bei 37,3 kVV/cm nur eine Inak-
tivierung von 13% erreicht werden konnte. Im Vergleich dazu betrug der Inaktivie-
rungsgrad bei der Pasteurisation von 63°C wéhrend 30 Minuten 20% und von
75°C wéhrend 15 s 5% (51). Nach den Untersuchungen von Soliva-Fortuny et al.
(115) zur Inaktivierungskinetik einer Lipase von Ps. fluorescens ist die Inaktivierung
der Enzyme von der Feldstarke und von der Behandlungszeit abhéngig.
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Tabelle 4
Einfluss von gepulsten elektrischen Feldern auf Enzyme in der Milch

Enzym K! Loésung? = Pulse 3 7% Inaktivierung Lit.
(kv/em) (bs) () (%)

Alkalische Phosphatase k SMUF 22 70 0,74 65 (79)

s RM 18,8 70 0,4 59 (113)

s RM 215 1-22 <5 (54)

s RM 6,7-20 200 2 0 17)

s RM 10 200 40 74 (57)

Lipase RM 21,5 1-22 65 (56)

(Ps. fluorescens) s, k SMUF 27,4/37,3 80/80 62/13 (56)

(Ps. fluorescens) SMUF 27,4 3145 62 (127)

Peroxidase k RM 21,5 20 25 (6)

s RM 20,6 =10 (6)

RM 19 100 5 0 (6)

Plasmin k SMUF 30,45 50 2 90 7

Protease (Ps. fluorescens) k MM 15 98 2 60 (8)

(B. subtilis) SMUF 355 111 Hz 63 (12)

(B. subtilis) k MM 355 111 Hz 7 81 (12)

(B. subtilis) k VM 355 111 Hz 7 57 (12)

1Typ der Kammer: s=statisch; k=kontinuierlich
2RM=Rohmilch; VM =Vollmilch; MM =Magermilch; SMUF =simuliertes Magermilchultrafiltrat
3E=elektrische Feldstarke, =Pulsdauer, t=Behandlungszeit

Der Einfluss verschiedener PEF-Parameter auf die Enzymaktivitdt wurde mit
einer Protease, die von B. subtilis stammte und in Milch inokuliert wurde, unter-
sucht (56). Die Pulsdauer (4 und 7 ps) hatte keinen Einfluss auf die Proteaseakti-
vitat, jedoch sank letztere linear mit erhdhter Behandlungszeit, Pulsfrequenz oder
steigender Feldstérke. Bei den verwendeten Feldstarken unterschieden sich 19,7,
23,7 und 27,6 kVV/cm nicht voneinander, wohl aber 31,6 und 35,5 k\VV/cm. Bei letzte-
rer Feldstarke betrug die hochste Inaktivierung nach einer Behandlungszeit von
866 ps bei 67 Hz 37,9%. Mit steigender Pulsfrequenz (67, 89 und 111 Hz) erhdhte
sich bei gleicher Feldstarke von 35,5 k\VV/cm die Inaktivierung: war sie bei 67 Hz in
Magermilch und Vollmilch mit 37,9% nicht verschieden, betrug sie bei 111 Hz 81,1
und 57,1%. Es scheint, dass dabei das Fett die Struktur des Enzyms stabiler macht
(47).

Im Gegensatz zur Pasteurisation, bei der alkalische Phosphatase und Peroxy-
dase als Indikatoren einer thermischen Behandlung herbeigezogen werden, hat sich
noch kein Enzym als Indikator zur Beurteilung der PEF-Behandlung von Milch
aufgedrangt.

Milchinhaltsstoffe

Auch bei alternativen nichtthermischen Verfahren sind deren Auswirkungen auf
die Inhaltsstoffe eines Lebensmittels, insbesondere auf Proteine und Vitamine, von
Interesse. B-Laktoglobulin, behandelt in einem elektrischen Feld von 12,5 kV/cm
mit bis zu 10 Pulsen und einer Zeit von 15 s, wurde bis zu 40% denaturiert. Doch

Mitt. Lebensm. Hyg. 97 (2006) 417



wurde die Mikrostruktur der Gele nur wenig beeinflusst (116). Dagegen zeigte die-
ses Protein in Phosphatpuffer nach einer PEF-Behandlung in einem elektrischen
Feld von bis zu 30 kV/cm keine Entfaltung und aus indirekten Hinweisen mit dia-
lysierter B-Laktoglobulinlésung wurde geschlossen, dass dieses Protein durch PEF
nicht aggregiert (6). Molkenproteine zeigten praktisch keine oder nur geringe Ver-
luste (50). Nach Odriozola-Serrano et al. (117) war der Gehalt der Molkenproteine
Serumalbumin, pB-Laktoglobulin und a-Laktalbumin in hoch-intensiv PEF-behan-
delter Milch vergleichbar mit den Werten flir normal pasteurisierte Milch.

Nach Grahl und Markl (50) betrug in Rohmilch, die mit PEF bei einem Ener-
gie-Input von 0 bis 400 kJ/I behandelt wurde, das maximale Ausmass der Verluste
beim oxidationsempfindlichen Vitamin C 90%. Dagegen zeigte Vitamin A prak-
tisch keine oder nur geringe Verluste. Bendicho et al. (118) unterwarfen Milch und
simuliertes Magermilchultrafiltrat bei einer Feldstérke von 18,3, 22,6 und 27,1 kV//
cm einer Behandlungszeit von bis zu 400 ps. Bei Riboflavin, Thiamin, Cholecalci-
ferol und Tocopherol ergaben sich keine Verluste. Bei der Ascorbinsdure waren in
der Magermilch die Verluste geringer als 28% und im simulierten Milchultrafiltrat
39%. Nach einer Behandlungszeit von 400 ps bei 22,6 kVV/cm betrugen die Verluste
6,6 % und waren tiefer als nach einer tiblichen Pasteurisation (63 °C 30 min: 50,3%;
75°C 15 s: 13,3%). In Magermilch zeigten sich geringere Ascorbinséureverluste als
im simulierten Milchultrafiltrat, was mit einer schitzenden Rolle des Kaseins
erklart wird.

Sensorische Tests zeigten keine signifikante Veranderung des Geschmacks von
Milch, die mit dem PEF-Verfahren behandelt wurde (50).

Aufgrund dieser Befunde an Molkenproteinen und Vitaminen sowie den Resul-
taten der sensorischen Tests kann das PEF-Verfahren in Bezug auf die Inhaltsstoffe
der Milch als schonend bezeichnet werden.

Milchprodukte

Joghurt wurde mit Fruchtmarmelade und Zuckersaft vermischt, mit milder
Hitze (60°C, 30 s) und anschliessend mit PEF (30 kV/cm, 32 ps gesamte Behand-
lungszeit) behandelt und bei 4 und 22°C gelagert. Mit diesem Behandlungsverfah-
ren konnte eine Reduktion um log 2 bei den aeroben Bakterien sowie bei den Hefen
und Schimmeln erreicht werden. Nach einer Lagerung bei 4°C wahrend 90 Tagen
wurden im PEF-behandelten Produkt von den Bakterien 1,2 und von den Hefen
0,4 log kbE/ml nachgewiesen. Bei der Hitzebehandlung allein resultierten dabei
7,5 bzw. 4,4 log kbE/mlI, wahrend in der Kontrolle 7,4 bzw. 4,2 log kbE/ml vorhan-
den waren. In Aussehen, Farbe, Textur, Flavor und Akzeptanz unterschieden sich
die PEF-behandelten Produkte nicht signifikant von der Kontrolle (119).

PEF-behandelte Milch wurde zur Herstellung von Cheddar-Ké&se eingesetzt.
Dabei zeigte ein daraus hergestellter K&se eine erhdhte Festigkeit und Rickverform-
barkeit sowie veranderte sensorische Eigenschaften im Vergleich zu einem aus unbe-
handelter Milch, wéhrend Adhésion und Kohasion nicht beeinflusst wurden (120).
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Kombination der PEF-Behandlung der Milch mit konventionellen
Erhitzungsverfahren

Das PEF-Verfahren kann mit milder Hitze kombiniert werden und zwar auch
gleichzeitig. Dies konnte an E. coli O157:H7 (121), an E. coli O157:H7 und Salmo-
nella enteritidis in flussigem Eigelb (122) und bei der Pasteurisierung von Apfelsaft
(123) gezeigt werden. Dabei wurde insbesondere die Energieeffizienz des Verfah-
rens gesteigert. Auch kénnen beide Verfahren kontinuierlich genutzt werden, insbe-
sondere da auch bei der PEF-Anwendung eine geringe Erwdrmung auftritt.

Mit der Kombination der PEF-Behandlung mit einem konventionellen Erhit-
zungsverfahren wie der Pasteurisierung wird eine verlangerte Haltbarkeit der Milch
erreicht. In einer bei 72°C wéhrend 15 s pasteurisierten Milch stieg die Anzahl von
mesophilen Bakterien nach 44 Tagen auf den vorgegebenen Grenzwert von 10* pro
ml an. Wurde die pasteurisierte Milch am gleichen Tag oder 8 Tage spater noch mit
PEF bei einer maximalen Feldstarke von 35 kV/cm behandelt, so wurde diese
Grenze im ersten Falle nach 60 Tagen und im zweiten Falle nach 78 Tagen erreicht.
Nach 60 Tagen Lagerung bei 4°C wurden verschiedene thermoresistente psychro-
trophe Bakterien wie Bacillus spp. (nicht B. cereus), Corynebacterium spp., Micro-
coccus spp., Microbacterium spp., Listeria spp. (nicht aber Listeria monocytogenes)
nachgewiesen (124). Wurde rohe Magermilch mit PEF bei 10, 20 oder 30 Pulsen
behandelt, so wurde nach 14 Tagen Lagerung 7,2, 6,5 und 6,3 log kbE/mI gegenliber
7,6 log kbE/ml in der unbehandelten Milch gefunden. Wurde nun eine thermische
Behandlung bei 73 oder 80°C fiir 6 s vorgeschaltet, so lag nach 22 und 30 Tagen
Lagerung bei 4°C die Keimzahl bei 4,1 und 4,9 log kbE/ml (93). Die gleiche
Arbeitsgruppe (92) unterwarf Magermilch nach der PEF-Behandlung bei 28, 32 und
36 kV/cm noch Erhitzungstemperaturen von 60 und 65°C wéhrend 21 s. Dadurch
erniedrigte sich die Gesamtkeimzahl zusatzlich um bis zu 1,5 Log-Einheiten. Eine
PEF-Behandlung von mit Salmonella enteritidis-inokulierter UHT-Magermilch bei
47 kV/cm und einer nachfolgenden konventionellen Erhitzung bei 62°C wahrend
19 s fuihrte zu einer Reduktion von 2,3+0,4 log im Vergleich zu 1,2+0,3 log nach der
PEF-Behandlung (104). Auch bei Schokolademilch konnte mit der Kombination
von PEF und nachfolgender Erhitzung auf 105 oder 112°C die Haltbarkeit verlén-
gert werden (125).

Kombination der PEF-Behandlung der Milch mit Nisin

Der Kombination von PEF mit anderen Verfahren kann zu einer weiteren Inak-
tivierung fihren. Verminderte eine PEF-Behandlung von Magermilch bei 52°C mit
80 kV/cm und 50 Pulsen die Anzahl der Mikroorganismen (Ausgangsgehalt 107 bis
108 kbE/ml) nur um 1,3 log, erhohte sich bei einer gleichzeitigen Verwendung von
Lysozym, Nisin oder einem Gemisch von Lysozym und Nisin die Reduktion auf
3,2, 5,7 und 7,0 log (90). In einer weiteren Studie wurde Listeria innocua in Mager-
milch (ungefahr 2,7 x107 kbE/ml) mit PEF (50 kV/cm, 32 Pulse und Temperatur
34°C) und Nisin behandelt. Mit PEF allein wurde eine Reduktion von log 2,4 und
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mit PEF und Nisin (10 oder 100 1U/ml) eine solche von log 3,4 und 3,8 erreicht,
wahrend sie mit Nisin allein (log 0,25 und 0,7) deutlich geringer ausfiel (104). Zu
&hnlichen Resultaten kamen auch Pol et al. (126) mit B. cereus in verdinnter Milch:
mit PEF allein eine Reduktion um etwa log 1,2 und mit PEF und Nisin eine solche
um etwa log 2,7. Dagegen reduzierte die Kombination von PEF mit Essig- oder
Propionsdure bei Feldintensitidten von 31 bis 38 kVV/cm und einer Behandlungstem-
peratur von 16 und 20°C die Anzahl von Ps. fluorescens nicht im Vergleich zur allei-
nigen Anwendung von PEF (96). Auch die Reihenfolge der Nisin-Zugabe vor,
gleichzeitig oder nach der PEF-Behandlung von fliissigem Molkenproteinkonzen-
trat beeinflusste die Inaktivierungsrate von Listeria innocua unterschiedlich. Wurde
Nisin vor der PEF-Behandlung zugegeben, wurde die grosste Wirkung erreicht
(Tabelle 5). Erklart wird dies dadurch, dass durch dieses VVorgehen Nisin-empfindli-
che Mikroorganismen durch die PEF-Behandlung stérker in Mitleidenschaft gezo-
gen werden (127). Bei Nisin-unempfindlichen Mikroorganismen wie E. coli konnte
ein solches Verhalten in simuliertem Milchultrafiltrat nicht beobachtet werden (102).

Tabelle 5
Einfluss der Nisin-Zugabe auf Listeria innocua in PEF-behandeltem Molkenprotein-
konzentrat (127)

Nisinkonzentration Nisin Nisin Nisin gleichzeitig mit Nisin PEF

1U/ml allein vor PEF-Behandlung nach allein
- Log (N/No)

25 14 3,8 2,1 1,2 1,0

50 35 43 33 2,5 1,0

N;=2x108 kbE/ml

Waurde in simuliertem Milchultrafiltrat die Wasseraktivitat auf 0,95 abgesenkt,
darauf dieses Produkt einer PEF-Behandlung von 5 kV/cm unterworfen und Nisin
in einer Menge von 1200 1U/ml hinzugefligt, wurde E. coli um 5 Log-Einheiten
reduziert (99).

Sicherheitsiiberlegungen

Bevor ein neues Verfahren in die Lebensmitteltechnologie eingefiihrt werden
kann, muss Klarheit dartiber bestehen, dass das behandelte Lebensmittel in mikro-
biologischer und toxikologischer Hinsicht sicher ist. Dabei kdnnen die Richtlinien
der International Commission on Microbiological Specifications on Foods (siehe
dazu 128) wie auch die Ausfihrungen des amerikanischen National Advisory Com-
mittee on Microbiological Criteria for Foods (129) behilflich sein. In letzterem
Dokument geht es um folgende Fragen: Welche Kriterien sind fur die Beurteilung
neuer Verfahren notwendig, welches ist aus Sicht der ¢ffentlichen Gesundheit der
fur jedes Verfahren resistenteste Mikroorganismus und welche Daten sind erforder-
lich, um die Adaquanz der in Frage kommenden Technologie beurteilen zu kénnen?
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Mikroorganismen sind gegentiber einer PEF-Behandlung unterschiedlich emp-
findlich. Fir ein sicheres Endprodukt missen noch andere Verfahren zur Anwen-
dung gelangen. Als weitere Fragen sind noch eingehend abzukléren, ob beispiels-
weise die bei der PEF-Behandlung freigesetzten Zellkomponenten sicher fir den
Verbraucher sind (130) oder ob die Korrosion der Elektroden zu einer Verunreini-
gung des Endproduktes flihren kann (79, 131-133). Jedenfalls wies ein Traubensaft,
der in Tris-Puffer und in Gegenwart von Cl-lonen PEF-behandelt wurde, im
Ames-Mutagenitatstest eine mutagene Wirkung auf, was noch zu weiteren Abkla-
rungen Anlass geben sollte (130). Was das Thema der Korrosion betrifft, fallt nach
verschiedenen Arbeiten bei einer Anwendung geeigneter Schalttechnik und Impuls-
formen der Abtrag der Elemente Eisen, Chrom, Nickel und Mangan des Elektro-
denmaterials so gering aus, dass die Werte der EU-Trinkwasserverordnung und
anderer Vorschriften nicht Uberschritten werden (131-133). Dabei wurde nur Eisen,
nicht aber die anderen drei Elemente, bei einer PEF-Behandlung von Kochsalz
(durchschnittlich 6,7 Pulse entsprechend ~1 ps) in einer Konzentration von unge-
fahr 0,23 pg/l von der Elektrode geldst (132).

Fur pasteurisierte Milch oder fur Verfahren, die Temperatur-Zeit-Relationen mit
gleicher Wirkung aufweisen, wird vom Gesetzgeber (134) verlangt, dass der Phos-
phatasetest negativ und der Peroxydasetest positiv ist. Diese sind Indikatoren dafir,
dass die Milch frei von pathogenen Keimen ist bzw. nicht Uibermaéssig erhitzt wurde.
Bei der PEF-Behandlung von Rohmilch wurde die Enzymaktivitat der alkalischen
Phosphatase je nach Bedingungen zwischen 0 und 74 % reduziert, die Peroxidase ist
noch aktiv (Tabelle 4).

Fur kaltpasteurisierte Milch muissen also neue Kriterien herangezogen werden.
Beim PEF-Verfahren kann nicht ein einfacher Verfahrensparameter wie bei der kon-
ventionellen Pasteurisation (Zeit/Temperatur) benutzt werden. Die Einsatzbedin-
gungen sind sehr komplex (Stromstarke, Pulsfrequenz und -dauer, Art und Abstand
der Elektrode usw.). Um die Sicherheit des Verfahrens zu gewahrleisten, missen
direkte mikrobiologische Abt6tungsraten oder alternative indirekte Indikatoren
evaluiert werden.

Die PEF-Behandlung von Orangensaft flhrte bei 20 Versuchspersonen zu einer
vergleichbaren Bioverflgbarkeit von Vitamin C wie der Verzehr von frisch ausge-
presstem Orangensaft. So war in beiden Féllen die Vitamin-C-Konzentration im
Plasma deutlich erhéht und diejenige des 8-Isoprostans als Biomarker fur die Lipid-
peroxidation deutlich erniedrigt (135). In Bezug auf die Sicherheit sind nach Lelie-
veld et al. (136) vor der Anwendung dieses Verfahrens noch weitere Forschungsar-
beiten erforderlich. Denn in einem Vergleich zwischen PEF- und hitzebehandeltem
Tomatenpiree waren nach hochauflésendem ein- und zweidimensionalen Proton-
NMR-Fingerprinting 600 von 2000 Peaks verschieden, was die Frage nach deren
toxikologischer und/oder erndhrungsphysiologischer Relevanz nach sich zieht und
was zu weiteren Forschungsanstrengungen Anlass gibt.
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Erwartungen der Konsumenten gegentber der Behandlung von
Lebensmitteln mit gepulsten elektrischen Feldern

Konsumentinnen und Konsumenten erwarten von der lebensmittelverarbeiten-
den Industrie Lebensmittel mit einer hohen Qualitat. Dabei sollen diese einem
schonenden Herstellungsverfahren unterworfen werden, so dass ein verarbeitetes
Lebensmittel hygienisch und sicher ist, aber noch ahnliche Eigenschaften wie das
frische Produkt aufweist. Der Einsatz von gepulsten elektrischen Feldern in der
Lebensmitteltechnologie kann der Forderung nach einer schonenden Behandlung
vollauf gerecht werden, da es sich um ein nichtthermisches Verfahren handelt und
dabei keine chemischen Substanzen verwendet werden. Dies trifft bei Milch insbe-
sondere fur Konsum- wie auch fir Kasereimilch zu. Aufgrund der unterschied-
lichen Empfindlichkeit der pathogenen Keime gegeniiber einer PEF-Behandlung
der Milch (Tabelle 3) bleibt die Erflllung der hygienischen Standards ungekléart.

Perspektiven

Die Anwendung von gepulsten elektrischen Feldern in der Lebensmittelindus-
trie weist einige Vorteile auf (4). Es handelt sich um ein nichtthermisches Verfahren
— dessen Wirkung nicht auf Temperaturerh6hung beruht —, was den Ansprichen
und den Vorstellungen der Konsumentinnen und Konsumenten nach Lebensmit-
teln mit Frischecharakter (geringe Verédnderungen von Geschmacks- und Inhalts-
stoffen) sowie geringer Hitzebelastung entsprechen durfte, wobei auch Farbe und
Aroma nicht signifikant verandert werden. Zudem weist das PEF-Verfahren das
Potenzial zu einem verbesserten Energiewirkungsgrad auf, vor allem bei Produkten,
bei denen eine Warmerickgewinnung bei thermischer Haltbarmachung technisch
schwierig ist, etwa bei hochviskosen Produkten oder Medien mit Partikeln (13).
Ein kontinuierliches Verfahren ist mdglich. Mit diesem Verfahren kénnen jedoch
Sporen, beispielsweise von B. cereus, Byssochlamys nivea, Cl. tyrobutyricum und
Viren nicht inaktiviert werden. Dies sollte in Kombination mit anderen Verfahren
wie der so genannten Hirdentechnik (Gegenwart von antimikrobiellen Verbindun-
gen, erhdhte Wasseraktivitat, pH, milde Hitzebehandlung in Form einer Pasteuri-
sierung) moglich sein (137). Im Vergleich zu den vegetativen Mikroorganismen
erweisen sich hingegen die Enzyme als resistenter (113). Dieses Verfahren ist nicht
nur auf flissige Produkte begrenzt, sondern wurde auch zur Verstarkung der
Trocknungsvorgénge bei festen Lebensmitteln eingesetzt (76). Die Wirksamkeit
dieses Verfahrens hangt nicht von der elektrischen Leitfahigkeit des Lebensmittels
ab, jedoch ist die Einsetzbarkeit entsprechender Anlagen auf Produkte mit geeigne-
ter Leitfahigkeit begrenzt. Als sehr deutlicher Vorteil, insbesondere fur die Milch-
verarbeitung, erweist sich indes das Fehlen von Ablagerungen in den Anlagen
(Fouling), da es in der Milch bei den angewandten Temperaturen zu keiner Denatu-
rierung oder Koagulierung der Molkenproteine kommt. Damit sind langere Stand-
zeiten moglich.
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Vor bald zehn Jahren haben de Jong und van Heesch (138) erwahnt, dass eines
der grosseren Probleme in der Anwendung von gepulsten elektrischen Feldern die
Anpassung an die industrielle Anwendung (up-scaling) darstellt, da das Volumen
der bis anhin untersuchten Proben nur im Bereich von einigen Millilitern liegt.
Denn die damaligen Studien bezogen sich meist auf Arbeiten im Labor- oder Pilot-
Plant-Massstab. Mittlerweile stehen kommerziell nutzbare Prototypen mit 200 bis
5000 I/h zur Verfligung. Solche wurden unter anderem von Mittal et al. (139), Scan-
diNova (S) (140), dem Deutschen Institut fir Lebensmitteltechnik (5, 89, 141) und
Diversified Technologies (USA) (142) realisiert, letzterer Prototyp ist an der Ohio
State University (143) in Betrieb. In den Niederlanden wurde von Stork Foods eine
Pilotanlage mit einem Durchsatz von 5000 I/h und einer mittleren Leistung von
75 KW entwickelt (144). Jedoch verlangt die Industrie solche Apparate von mindes-
tens 10000 I/h (10). Aufgrund der derzeit noch anfallenden Kosten von 0,01 bis
0,02 €/1 (141) ist das Verfahren jedoch noch auf Premiumprodukte oder thermisch
labile Produkte begrenzt, was mit den Berechnungen von Topfl (79) und Clark (5)
Ubereinstimmt. Grossindustrielle Anlagen sind prinzipiell mdoglich, bedurfen
jedoch einer geeigneten Anwendung eines Produkts, bei dem die Vorteile einer
geringeren thermischen Belastung fiir den Konsumenten erkennbar und damit wirt-
schaftlich gerechtfertigt sind. Dazu sind noch mehr systematische Studien notwen-
dig, um dieses Verfahren handelstauglich und wirtschaftlich rentabel zu machen
(145, 145).

Zusammenfassung

Die Behandlung von Lebensmitteln mit gepulsten elektrischen Feldern wird als
ein alternatives nicht-thermisches Verfahren beurteilt. Verschiedene Studien haben
sich auch mit der Milch beschéftigt. Wie bei anderen Lebensmitteln hiangt die Uber-
lebensrate der Mikroorganismen in der Milch von den Anwendungsbedingungen
wie Typ der Mikroorganismen, Behandlungsmedien, Verarbeitungsbedingungen
und Ausriistung ab. Auch die Enzyme der Milch werden in unterschiedlichem
Masse inaktiviert, sind aber weniger empfindlich. Dabei ist die Inaktivierungsrate
vom studierten Enzym, der Behandlungsintensitdt und den Behandlungsmedien
abhéngig. Mit diesem Verfahren gelingt es, ein Produkt mit organoleptischen Eigen-
schaften wie das Frischprodukt zu erhalten. Mit der Kombination von PEF und
Pasteurisierung kann die Haltbarkeit von Milch bei Kuhltemperaturen verldngert
werden. Inzwischen existieren industrielle PEF-Anlagen als Prototypen.

Résumé «Traitement du lait par champs électriques pulsés — une alternative
au traitement thermique»

Le traitement des denrées alimentaires par champs électriques pulsés (CEP) est
considéré comme une alternative au traitement thermique. Différentes études ont
porté sur le lait. A I'instar d’autres denrées alimentaires, le taux de survie des
microorganismes dans le lait dépend des conditions d’applications, du type de
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microorganismes, du produit, des conditions du procédé et des installations. De
méme, les enzymes du lait sont inactivés a différents degrés, mais sont moins sen-
sibles aux CEP. Le taux d’inactivation dépend du type d’enzymes, de I'intensité du
traitement ainsi que des produits. Ce procédé permet de préserver les propriétés
organoleptiques des produits. En combinant le procédé par champs électriques pul-
sés a la pasteurisation, la conservabilité du lait réfrigéré peut étre prolongée. Entre-
temps, des prototypes d’installations industrielles CEP ont été mis au point.

Summary “Treatment of milk with pulsed electric fields — an alternative
heat treatment”

The treatment of foodstuffs with pulsed electric fields is seen as a alternative
non-thermal method. Various studies have also dealt with milk. As in other foods,
the survival rate of micro-organisms in milk depends upon the application condi-
tions as well as the type of micro-organism, product, processing conditions and
equipment. The enzymes in milk are also inactivated to a varying degree but are less
sensitive. Here the inactivation rate depends upon enzyme type, treatment intensity
and product. This process succeeds in obtaining a product with organoleptic quali-
ties similar to the fresh product. The keeping qualities of milk at cooling tempera-
tures can be extended by combining PEF and pasteurisation. In the meantime, pro-
totypes of industrial PEF installations have been developed.

Key words
milk, pulsed electric field, high-intensity pulsed electric field, food processing
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