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SaZetak

Mjerenje redoks potencijala pripada skupini fizikalnokemijskih meto-
da, relativno je brzo, tocno i pouzdano, a rezultati daju uvid u oksidacijsku,
odnosno redukcijsku sposobnost mlijeka te na taj nacin moZe posluZiti kao
metoda pri odredivanju kvalitete mlijeka i mlijecnih proizvoda.

Opisane su teorijske osnove i metode mjerenja redoks potencijala kao i
dosadasnji rezultati istraZivanja mlijeka, sira i jogurta.

Rijeci natuknice: redoks potencijal, mlijeko, sir, jogurt

Uvod

Nakon mnogih fundamentalnih znanstvenih istrazivanja oksidacijsko-
-redukcijskih reakcija i mjerenja redoks potencijala, posto su uoéeni aspekti
mikrobioloskog i tehnolo§kog znacaja odredivanja redoks potencijala, uslije-
dila su primijenjena istraZivanja s ciljem primjene ove metode pri odrediva-
nju kvalitete mlijeka i mlije¢nih proizvoda.

Milijeko je biolo3ki sustav koji sadrzi vise oksidacijsko-redukcijskih sus-
tava kao sto su askorbinska, dehidroaskorbinska kiselina, riboflavin, otoplje-
ni kisik, pigmenti, mikroflora. Svaki od tih sustava utjete na konaé¢ni redoks
potencijal ovisno o reverzibilnosti sustava, omjeru oksidansa i reducensa i
koncentraciji aktivnih komponenata.

Odredivanjem redoks potencijala mogle bi se objasniti i neke pojave u
mlijeku, kao npr. bakterijska kontaminacija ili moguénost oksidacije mlije¢ne
masti. Mikroorganizmi u sirovom mlijeku znatno umanjuju redoks potencijal
mlijeka troSenjem otopljenog kisika, a uklanjanje kisika uvjetuje opadanje re-
doks potencijala. Osim toga, stvaraju se i reduktivne tvari kao proizvod meta-
bolizma mikroorganizama koje takoder umanjuju redoks potencijal mlijeka.
Oksidativne promjene mlijeCne masti nastaju u prisustvu slobodnog ili veza-
nog kisika iz zraka djelovanjem svjetlosti, poviSene temperature i uz prisus-
tvo tvari-katalizatora npr. bakra (Petricié, 1984, Webb, 1974).

1. Opcenito o redoks potencijalu

Sve reakcije oksidacije i redukcije temelje se na prijelazu elektrona jed-
ne kemijske vrste (atomi, molekule, ioni) u drugu. Do prijelaza elektrona dola-
zi zato §to jedan atom s relativno velikim elektronskim afinitetom moze odu-
zeti elektron nekom drugom, s manjim elektronskim afinitetom. Prema tome,
oksidacija se mozZe definirati kao gubitak elektrona, ali i otpustanje vodika i
vezanje kisika.

Redukcija je proces suprotan oksidaciji, tj. obuhvaca sve one procese u
kojima dolazi do primanja elektrona, primanja vodika i otpustanja kisika.

* Rad iznijet na XXX. Simpoziju za mijekarsku industriju, odrianom u Zagrebu, 1892. godine.
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Ova dva procesa su medusobno povezana, $to znafi da je oksidacija jedne
tvari istovremeno povezana s redukcijom druge pa se ovi procesi nazivaju ok-
sidacijsko-redukcijski odnosno redoks procesi.

Primanije ili otpustanje elektrona uvjetuje promjenu elektricnog naboja,
pri ¢emu se javlja mali elektricni napon koji se naziva redoks potencijal.

2. Metode mjerenja redoks potencijala

Metode mjerenja redoks potencijala su:
— kolorimetrijske
— elektrometrijske

2.1. Kolorimetrijske metode

Kolorimetrijske metode mjerenja redoks potencijala zasnivaju se na
promijeni ili gubitku boje redoks-indikatora. To su organske boje (npr. meti-
lensko plavilo) koje mijenjaju ton boje ili potpuno gube boju pri oksidaciji, od-
nosno redukciji. Ukoliko se reduciraju onda su uglavnom bezbojne, dok su u
oksidiranom obliku obojene.

Princip odredivanja sastoji se u tome da se otopini nekog redoks susta-
va doda mala koli¢ina pogodnog redoks indikatora. Neposredno nakon doda-
vanja redoks indikatora dolazi do promjene boje u pravcu i stupnju koji odgo-
vara redoks potencijalu. Izmedu skoro potpune oksidacije jednog indikatora
(2% reducirano) i njegove skoro potpune redukcije (do 98%) lezi razlika poten-
cijala od oko 100 mV,

Indikator metilensko plavilo pokriva rH podrugje od 13,5 do 15,5 thionin
15—17, a timol-indofenol 17—20. Kombiniranom primjenom razlic¢itih redoks
indikatora, ¢ije podrucje mijenjanja boje pokriva §iroko podrudje rH, moze se
rH vrijednost odrediti s toénos¢éu od 0,5 rH.

Kolorimetrijske metode su jednostavne i jeftine, ali nedovoljno egzak-
tne te zahtijevaju upotrebu velikog broja razli¢itih indikatora da bi se odredi-
le semikvantitativne vrijednosti.

Redoks indikatori moraju biti inertni te ne smiju djelovati kataliticki na
istrazivani redoks sustav. Zbog fenolnog karaktera mnogi redoks indikatori
mogu biti toksi¢ni za mikroorganizme pa o tome treba voditi racuna u mikro-
bioloskim pokusima. Osim toga, oni sami mogu sudjelovati u redoks reakcija-
ma kao akceptori ili donatori elektrona (Webb, 1974, Hewitt, 1950).

2.2. Elektrometrijske metode

Za elektrometrijsko mjerenje redoks potencijala koristimo redoks elek-
trode tiji potencijal ovisi o aktivitetu iona medija u koji su uronjeni. Za redoks
elektrode najvaZnija je visoka elektroprovodljivost elektrodnog materijala,
neutralnost prema analiziranom mediju i dovoljne brzine elektronske izmje-
ne na granici otopine (Weisberger, 1971).

Oksidacijska, odnosno redukcijska sposobnost nekog sustava odreduje
se na osnovi mjerenja elektromotorne sile ¢clanka koji se sastoji od mjerne i
referentne elektrode. Kao mjerne elektrode koriste se redoks elektrode kon-
struirane na principu oksidacijsko-redukcijske izmjene, dok se kao referen-
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tna elektroda koristi zasi¢ena kalomel elektroda umjesto standardne vodiko-
ve elektrode ciji je potencijal dogovorno jednak nuli. Zasi¢éena kalomel elek-
troda ima konstantni potencijal prema vodikovoj elektrodi, koji pri tempera-
turi od 20°C (293 K) iznosi 249,6 mV. Ona se jednostavno prireduje i ima potpu-
no reproduktivan potencijal, pa se upotrebljava kao referentna elektroda za
odredivanje potencijala drugih elektroda. Umjesto zasiéene kalomel elektro-
de moze se upotrijebiti i elektroda srebro-srebroklorid, ¢iji konstantni poten-
cijal prema standardnoj vodikovoj elektrodi, pri temperaturi od 20°C (293 K),
iznosi 204 mV.

Redoks elektrode pripremaju se od metala koji je kemijski otporan pre-
ma sustavu. Te su elektrode izradene od plemenitih metala (zlato ili platina),
koje se uranjaju u otopinu koja sadrzi katione, anione ili molekule dvaju raz-
licitih stupnjeva oksidacije. One posreduju pri reverzibilnom prijelazu elek-
trona s jednog oksidacijskog stupnja u drugi (Brdicka, 1969).

Pojedinaéni potencijal nije mjerljiv, ve¢ samo razlika izmedu dva razliéi-
ta pojedinacna potencijala, tj. razlika potencijala.

Nakon uranjanja elektrode u otopinu nastoji se uspostaviti ravnoteza
pri ¢emu se javlja stalna potencijalna razlika u podrucju grani¢ne plohe me-
tala i otopine. Plemeniti metali (Pt, Au), uronjeni u vodene otopine, ne 3alju io-
ne u otopinu i potencijal takve elektrode ne ovisi iskljucivo o ravnotezi izme-
du plemenitog metala i iona, ve¢ dolazi do stvaranja razlike potencijala izme-
du elektrode i otopine.

Elektrodni potencijal predstavlja razliku potencijala izmedu elektrode i
otopine, a definira se Nerstovom jednadZzbom (Kjaergaard, 1977):

E = E° + RT/nFIn 8o/ 8rea (1)
gdje je: E° = standardni elektrodni potencijal

R = plinska konstanta, (8,314 J/molK)

n = broj izmijenjenih iona

F = Faradejeva konstata (96500 C/mol)
a.s = aktivitet iona u oksidiranom obliku
arq = aktivitetiona ureduciranom obliku
T = temperatura (K)

Umijesto redoks potencijala izrazenog u mV moze se koristiti i pojam rH
vrijednosti koji je uveo Clark, a koji predstavlja mjeru za oksidacijsku od-
nosno redukcijsku sposobnost kemijskog sustava (Hewitt, 1950). Ako se pla-
tinska elektroda uroni u takav sustav, uspostavlja se ravnoteza izmedu vodi-
ka apsorbiranog na platini ili onoga u reakciji. Taj tlak molekularnog vodika
je obi¢no mali, ali se mijenja prema sustavu; ako je oksidiraju¢i, tlak je veoma
mali, rH vrijednost je tada definirana kao negativni logaritam tlaka vodika
na indiferentnoj elektrodi uronjenoj u smjesu jednakih molekularnih koncen-
tracija oksidiranog i reduciranog oblika (Webb, 1964):

rH = — log pH, (2)
odnosno prema Clarku:

En

_ B 3
rH = 2 (PH + 5553 R7/F) @)
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gdje je: E, = ocitani elektrodni potencijal na aparaturi, korigiran s obzirom
na potencijal standardne vodikove elektrode

Ako kao referentnu elektrodu koristimo zasiéenu kalomel elektrodu,
jednadzba (3) ¢e pri 20°C biti sljedeéeg oblika:

E + 2496
rH = 2 (PH + 553 RT/F (@)
odnosno:
rH = 0,0343 E, + 2pH- (5)

Za, bioloske sustave racuna se potencijalna vrijednost pH 7 (Eh,). Odnos
izmedu Eh, i E, dan je izrazom (Montville i Conway, 1982):

Eh, = E, + 59,1 (pH, — 7) (6)
pH, = ocitana pH-vrijednost na aparaturi

Elektrode za mjerenje redoks potencijala moraju se prije mjerenja baz-
dariti.

Bazdarenje elektroda je mjerenje potencijala u definiranim otopinama
gdje postoji ravnoteza. Takav sustav predstavlja zasi¢ena otopina kinhidrona.

Kinhidron je labilan spoj koji se u vodenoj otopini raspada na 1 moleku-
lu kinona i 1 molekulu hidrokinona koji su sastavni dijelovi redoks sustava
(Brdicka, 1969). '

Pri 25°C (298 K) potencijal zasi¢ene otopine kinhidrona iznosi (Kjaerga -
ard, 1977):

E, = 699 — 59,1 pH @

Prilikom baZdarenja u 0,1 M HCI i kinhidronu potencijal elektrode pri
20°C (298 K) je 386—396 mV, odnosno rH vrijednost je 24,2 (Leistner i Mirna,
1959).

Mjerenje redoks potencijala provodi se u atmosferi dusika, a ocitava se
pH-instrumentom, na skali za ocitavanje potencijala (mV), svakih 5 minuta,
do uspostavljanja stacioniranog potencijala.

3. Redoks potencijal mlijeka

Redoks reakcije u mlijeku vezane su za prijenos elektrona i promjene
elektri¢nog naboja pojedinih spojeva. Te reakcije mjere se redoks potencija-
lom (izraZen kao E,) koji u svjeZem sirovom mlijeku, koje sadrzi otopljeni ki-
sik, iznosi od + 0,2 do + 0,3 V, najcesce 0,23 — 0,25 V dok je rH vrijednost mli-
jeka uglavnom izmedu 20,5 i 25.

Vrijednosti rH koje su manje od 25,3 teku u pravcu redukcije, dok su vri-
jednosti vece od ove karakteristicne za oksidacijske procese, 5to znaci da je
redukcijski karakter mlijeka uz te rH vrijednosti jace izrazen.

3.1. Faktori koji utjecu na promjene redoks potencijala
Otopljeni kisik je glavni faktor koji odreduje potencijal mlijeka pa je
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mlijeko proizvedeno muznjom u anaerobnim uvjetima negativnijeg potencija:
la, a kada se ono izlozi zraku potencijal raste.

U mlijeku koje je oslobodeno kisika npr. propuhavanjem plina koji ne
sadrzi kisik (dusik), ili djelovanjem mikroorganizama, na redoks potencijal
najvide utjece askorbinska iselina koja je najjaci reducirajuc¢i sastojak mlije-
ka. Veca koli¢ina askorbinske kiseline znagi i vise tvari koje se reduciraju, od-
nosno ona svojom oksidacijom uvjetuje smanjenje redoks potencijala (Webb,
1974).

Harland i sur. (1952) istrazivali su vezu izmedu tehnoloskih postupaka
i redoks sustava koji utjeéu na ocuvanje kvalitete mlijeka. Autori su odredili
E, vrijednosti mlijeka rekonstituiranog od svjeze pripremljenog susenog pu-
nomasnog mlijeka izmedu 340 i 390 mV, a krace predgrijavanje rezultira niz-
im redoks potencijalom, dok uklanjanje kisika iz sustava prije toplinske obra-
de (85°C/30 minuta) rezultira manjom E, vrijedno3¢u nego u prisutnosti kisi-
ka, odnosno na zraku, 5to znaci da deaeracija prije predgrijavanja smanjuje
E, i poboljsava o¢uvanje kvalitete.

Sindhu i Roy (1974) odredivali su oksidacijsko-redukcijski potencijal
kravljeg mlijeka i mlijeka bizona. U 180 uzoraka svjezeg mlijeka bizona odre-
dilii su redoks potencijal 0,129—0,469 V, dok je za svjeze kravlje mlijeko izno-
sio 0,234—0,278 V.

Na redoks potencijal mlijeka utje¢u i kupri ioni. Oni pokazuju veliki afi-
nitet primanja elektrona, djeluju kao jako oksidacijsko sredstvo te uzrokuju
porast redoks potencijala. Bakar je znacajan katalizator u reakcijama oksida-
cije te je posljedica vece koli¢ine prisutnog bakra i pove¢anje redoks potenci-
jala, a to narocito dolazi do izrazaja ako se mlijeko kontaminira tijekom obra-
de ili skladistenja. Utjecaj bakra na redoks potencijal, koli¢inu askorbinske
kiseline i razvoj oksidiranog okusa u kravljem mlijeku istraZivali su Un-
nkrishnan i sur. (1976). Bakar uvjetuje povecanje redoks potencijala u krav-
liem mlijeku, a E, kravljeg mlijeka znacajno se povecava kada je oksidirano
vise od polovice normalno prisutne askorbinske kiseline. Uzorci u koje nije
dodan bakar pokazuju slabi pad E, tijekom skladistenja, zahvaljujuci aktiv-
nosti bakterija, medutim, ti uzorci su neugodna mirisa i okusa i nakon 96 sati
skladistenja. Prisustvo bakra u kupro obliku dovodi do ranije oksidacije masti
uzrokujuéi neugodan miris i okus pa ¢e u uzorcima kojima je dodan bakar u
obliku kupro iona do¢i do ranije oksidacije nego li u uzorcima u kojima je do-
dan bakar u obliku kupri iona. Ukoliko se bakar doda kravljem mlijeku prije
pasterizacije, dolazi do trenutnog povecanja E,, dok uzorcima kojima je ba-
kar dodan nakon pasterizacije E, poc¢ne rasti tek poslije perioda zaka3njenja.

Vah¢ié i sur. (1992) odredili su rH vrijednosti 72 uzorka sirovog
(17,88—19,29), pasteriziranog (19,75—21,53) i steriliziranog mlijeka
(19,48—21,31). Istim uzorcima autori su odredili i koli€ine bakra, Zeljeza i as-
korbinske kiseline. Kvantitativnu ovisnost izmedu redoks potencijala, kao za-
visne varijable, i koli¢ine bakra, Zeljeza i askorbinske kiseline, kao nezavisne
varijable, izrazili su mnogostepenom regresijom. Efikasnost dobivene jednad-
Zbe za sirovo mlijeko je 99,88%, pasterizirano 99,99% i sterilizirano 99,98%.
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Pored navedenih faktora, na promjenu redoks potencijala utjecali su
skladistenje, zagrijavanje, dijaliza.

Tijekom skladistenja (4—6°C) redoks potencijal opada brzo i gotovo line-
arno s vremenom skladistenja. U sluc¢aju zagrijavanja takoder dolazi do opa-
danja redoks potencijala npr. (100°C/30 minuta) smanjenje je za 0,05 V. Dijali-
za uvjetuje povecanje redoks potencijala §to moze uzrokovati povetanje kon-
centracije oksidiranih tvari ili istovremeno smanjenje reduciranih tvari (as-
korbinska kiselina) (Sindhu i Roy, 1974).

U obranom mlijeku Nojeim i sur. (1981) odredili su redoks potencijal
(Ey) 321 mV, pH 6,8 i koli¢inu otopljenog kisika 0,8 ppm.

Redoks potencijal moze biti i negativne vrijednosti. To je u slucaju djelo-
vanja bakterija koje smanjuju potencijal mlijeka koriste¢i pri tom otopljeni ki-
sik i stvarajuéi reducirane tvari u procesu svog metabolizma.

+020

Q— -
+0.10 ' h N

£ h VOLTS

-0.10

-0.20 —

-010
0 I 2 3 4 5 L]

trajanje/sati — duration/hours

Slika 1. Promjene redoks potencijala djelovanjem Streptococcus lactis tijekom inkuba-
cije pri 25°C.
Fig. 1 Redox potential changes during the incubation with Streptococcus lactis at 25°C
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Promjena redoks potencijala mlijeka djelovanjem Streptococcus lactis u
toku inkubacije (25°C) prikazana je na slici 1.

U tijeku prva tri sata ne dolazi do promjene potencijala, §to se vidi i na
slici 1, a zatim naglo pada unutar jednog sata. Nakon toga slijedi faza uspore-
nog pada i prestanka tog procesa nakon $est sati. U prvoj fazi ne dolazi do
smanjenja redoks potencijala zbog relativno malog broja mikroorganizama
kao i zbog suprostavljanja oksidacijsko-redukcijskog sustava mlijeka promje-
nama potencijala. Do naglog pada redoks potencijala dolazi tek kada se sav-
lada taj otpor. I nastale reducirajuce tvari uvjetuju naglo smanjenje redoks
potencijala mlijeka. Faza usporenog pada posljedica je smanjenja aktivnosti
mikroorganizama zbog nastajanja tvari koji usporavaju njihovu aktivnost
(Weeb, 1974).

Oksidacijsko-redukcijski potencijal ovéjeg i kravljeg mlijeka, kao i vezu
izmedu redoks potencijala i ukupnog broja bakterija, odredivali su Pappas i
sur. (1989).

Autori su odredili redoks potencijal ov¢jeg mlijeka 131,0—156,2 mV, a
kravljeg 119,8—156,3 mV. Korelacija izmedu redoks potencijala i ukupnog
broja bakterija za ov¢je mlijeko je negativna (r = — 0,458) jer povetanjem bro-
ja bakterija redoks potencijal opada.

Bassalik-Chabielska i sur. (1983) pratili su rast Streptococcus i Stap-
hylococcus vrsta u svieZzem mlijeku mjerenjem redoks potencijala. U aerob-
nim uvjetima aktivno mlijeko inhibira rast Streptococcus vise nego li Staphy-
lococcus vrsta.

Laboratorijski pasterizirane uzorke sirovog mlijeka Juven i sur. (1981)
inokulirali su mikroorganizmima: Citrobacter freundii, Enterobacter agglo-
merans, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella ozaenae i Serratia
liquefaciens. Svi mikroorganizmi uzrokuju smanjenje redoks potencijala (E;)
mlijeka od 20 mV (Escherichia coli) do 152 mV (Staphylococcus liquefaciens).

U sirovom mlijeku bakteriostatski efekt penicilina za sve istrazivane so-
jeve znacajno je visi u anaerobnim nego aerobnim uvjetima. U aktivnhom mli-
jeku uc¢inak penicilina bio je razlic¢it za svaki soj kada su istrazivani u razlici-
tim uvjetima redoks potencijala (Krolikovska i sur., 1991).

Masti, bjelanc¢evine i laktoza ne utje¢u na redoks potencijal mlijeka.

3.2. Redoks potencijal fermentiranih mlijeénih proizvoda

Mijerenjem redoks potencijala mogu se kontrolirati procesi proizvodnje
sira i fermentiranih proizvoda.

Tijekom fermentacije »Cheddar« sira, redoks potencijal se smanjuje na
oko —150 do —200 mV.

Dodatak cisteina »Cheddar« siru pripremljenom uz dodatak ciste kultu-
re mikroorganizama smanjuje E,, a povecava se koli¢ina H,S. Sir pripremljen
bez ¢iste kulture visokog je E,, bez sumpornih spojeva, a dodani cistein sma-
njuje E,, te poveéava proizvodnju sumpornih komponenata (Manning i Pri-
ce, 1983).

Najaktivnije bakterije u metabolitskom poticanju pigmenta shrdave
mrlje« (rusty spot) u »Cheddar« siru su one koje se proizvode pri niskom elek-
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trodnom potencijalu, dok se pogreska poznata kao suljevitost« (0iliness) moze
sprijeciti rastom bakterija koje snizuju redoks potencijal kako bi se sprijecila
oksidacija mlije¢ne masti. Takva oksidativna bojenja ne javljaju se kada je E;
manji od +0,3 V pri pH 6,5, dok se shrdave mrlje« ne javljaju kad je E, iznad
—0,1 V pri pH 5,0 (Hewitt, 1950).

Cabrini i Cavini (1984) su pri proizvodnji talijanskog sira »Grana Pa-
dano« koristili sljede¢e kulture: Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis,
Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium, koje su dodavali u obrano, ste-
rilno mlijeko. Pri temperaturi od 15°C Steptococci pokazuju prosjecni E, od
—380 mV unutar deset sati, dok Lactobacilli trebaju 15—48 sati da bi postigli
prosjecnu E, vrijednost od —300 mV.

Emde i sur. (1992) kontrolirali su procese proizvodnje fermentiranih
proizvoda zakljucivsi da mikroorganizmi moraju biti anaerobni, mikroaero-
filni ili fakultativno anaerobni.

Jogurt inokuliran sa Streptococcus thermophilus i Lactobacillus bulgari-
cus 18 sati pri 42°C oksidacijsko-redukcijskog je potencijala —80mV, pH 3,85 i
koncentracije mlije¢ne kiseline 158 mM. Povecéanje inhibicije mlijecne kiseline
uzrokuje Salmonella typhimurium, ali u uvjetima gdje prevladava niski pH i
redoks potencijal, odnosno niski redoks potencijal pove¢ava baktericidnu
sposobnost jogurta (Rubin i Vaughan, 1979).

Vrijednosti redoks potencijala razli¢ite su za razli¢ite fermentirane pro-
izvode. Dikanovié-Lucéan i Pali¢ odredili su rH-vrijednosti jogurta 19,30;
bifido jogurta 19,27; acidofila 18,29; AB kulture 19,66 i jogurt napitka 21,14. Te
su vrijednosti rezultat najnovijih istrazivanja te su to jos uvijek neobjavljeni
podaci.

OXIDATION-REDUCTION POTENTIAL OF MILK AND MILK PRODUCTS
Summary

Redox potential measurement is one of physico-chemical methods
which are easy to perform, accurate and reliable. The results give one an in-
sight into oxidation, i.e. reduction properties of milk so it is very useful met-
hod for quality determination of milk and dairy products.

Theory and methods of redox potential measurements, as wéll as up to
date research of milk, cheese and yogurt are described.

Additional index words: redox potential, milk, cheese, yoghurt
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