Istaknuta je uloga plastiénih materijala, s osvrtom na medusobne razlike
u pojedinim fizi¢ko-hemijskim, mehaniékim i tehnolo$kim osobinama znacajnim
za kvalitet proizvoda. Pri tome su pomenute tendencije daljeg razvoja ovih
materijala, kao i problemi na é&jem su refavanju angaZovana znatna istraZi-
vanja.

Literatura

Guerault, M. A. (1967.) L’industrie laitére, 248, 602.

Naskovski, V. (1971l) AmbalaZza i prezentacija, 3—4, 13.

Levi, B. (1971.) AmbalaZa i prezentacija, 2, 3.

Poulnot, M. A. (1967.) L’industrie Iamere, 248, 606.

Ras§ié¢, J. (1971.) Mljekarstvo, 4, 82.

Rag§i¢, J. (1971.) Mljekarstvo, 5, 108.

Lakaut, R. (1967.) Emballages et conditionnement &’ aujourd hui. Paris.
Modern Packaging Encyclopedia. 1968. New York.

Packaging and Packaging materials with special reference to the packaging of
food. Food Industries studies, No. 5. United nations industrial developments or-
ganization. Vienna/New York. 1969.

Ambalaza i prezentacija, 5, 1971, Beograd.

CRIo WM

—
e

KOLORIMETRIJSKO ODREDIVANJE AKTIVNOSTI
LAKTOPEROKSIDAZE*

Jovanka PORDPEVIC i Snefana GAVRILOVIC, Zemun

Peroksidazu mleka u kristalnom stanju prvi je izdvojio Theorel (3),
§to mu je omogucilo da detaljnije ispita sastav i osobine ovog fermenta. On je
utvrdio da se koferment ovog encima sastoji od hemin grupe, da se peroksidaza
iz mleka razlikuje od fermenta izdvojenog iz rena veéom molekulskom tezinom
(93000) i manjim sadrzajem gvoZda (0,07%0). Polazeéi od ovih &¢injenica kao i od
porekla fermenta Theorell ga je nazvao laktoperoksidazom.

Laktoperoksidaza je ferment koji poti¢e iz mleénih éelija. Osobina joj je
da kataliSe oksidaciju razli¢itih supstrata s pomoéu H:20:, koji se javlja kao
akceptor elektrona. Ovaj tip reakcije moZe se prikazati na sledeéi naéin:

AH:2 + He0:2 peroksidaza A + 2H:0

—

Donatori elektrona (AH2) mogu biti fenoli, aromatiéni amini (para amino-
benzoeva kiselina, para fenilendiamin) i neka druga organska jedinjenja, koja
su iskorif¢ena u razli¢itim peroksidaznim probama.

Druga osobina laktoperoksidaze jeste njena termolabilnost. Ovaj ferment
se inaktiviSe pri temperaturnom reZimu visoke pasterizacije.

Ove dve osobine fermenta su iskorii¢ene kod peroksidazne probe koja se
koristi za utvrdivanje da li je mleko zagrevano na 80°C ili iznad ove tempera~
ture (4). Znadi da laktoperoksidaza ima praktiéni zna&aj za mlekarstvo.

* Ovaj rad na takmicenju »Nauka mladima« bio je pozitivno ocenjen. Jovanka
Dordevi¢ osvojila je prosle i ove godine Oktobarsku nagradu Beograda, dok je Snhe-
Zana Gavrilovié dobitnik Vukove i ovogodiSnje Oktobarske nagrade. Oba autora su
uéenice koje su zavriile zemunsku gimnaziju.
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Upoznajuéi se s naSom literaturom o fermentima u mleku imale smo priliku
da ustanovimo da je njihovoj problematici u nas posveteno malo paZnje a o
laktoperoksidazi smo nasle samo udZbenitke podatke. Imaju¢i u vidu znacaj
ovog fermenta za kontrolu mleka i odsustvo rezultata u naSoj literaturi, pristu-
pile smo, na sugestiju profesora, ispitivanju nekih osnovnih osobina laktope-
roksidaze.

U ovom radu mi éemo prikazati rezultate nasih ogleda s laktoperoksidazom
iz kravljeg mleka.

NACIN RADA

Mi smo ispitivale aktivnost laktoperoksidaze kao funkciju vremena i kon-
centracije fermenta.

Za ispitivanje aktivnosti fermenta koristile smo metodu koju su pronasli
iispitali Auard, Roberts i Cardwell (1) i koja po oceni autora ima
prednost nad ostalim primenjenim metodama u tome $to je brza, lako izvod-
ljiva, jevtina i tatna.

Reagensi: Za ovu metodu potrebni su 0,3N rastvor H202 i 2% rastvor p-fe-
nilendiamina.

Prema preporuci autora metode 0,3N rastvor H202 smo pripremile rastva-
ranjem 1,75 ml 30%s H202 u hladnoj destilisanoj vodi tako da se dobije ukupno
100 ml rastvora.

29/p rastvor p-fenilendiamina spravljale smo tako §to smo na tehni¢koj vagi
odmerile 1 g p-fenilendiamina, rastvorile smo ga u oko 40 ml kljucale destili-
sane vode uz stalno meSanje. Dobijeni rastvor smo profiltrirale, isprale smo
filtar s malo tople vode i kada se rastvor ohladio nalile smo vode do crte (50 ml).

Svakog dana za analizu su koriS¢eni sveZe spravljeni rastvori.

Mleko za analizu smo dobijale od Instituta za stodarstvo u Beogradu.

Merenje aktivnosti laktoperoksidaze vrsile smo s pomoéu Beckman-
-ovog kolorimetra. Merenja sme vrSile uz pomoé¢ crvenog filtra, odnosno sa
svetlosnim talasima od 490 mu. Pre pocetka rada ukljudimo instrument da se
zagreje. Zatim doteramo kazaljku da pokazuje nultu tadku. Potom stavimo
odgovarajuéu epruvetu napunjenu do polovine destilisanom vodom i podesimo
kazaljku da pokazuje vrednost od 100% (providnost). Ovo smo ponavljale 2—3
puta dok instrument nije davao iste vrednosti pre i posle stavljanja epruvete
s destilisanom vodom.,

Tok rada: U Erlenmajerovu kolbu sipa se 40 ml destilisane vode, doda se
0,1 ml mleka i 0,5 ml rastvora p-fenilendiamina (mleko i rastvor p-fenilendia-
mina dodavale smo s pomoéu mikropipete). Posto se sadrZaj kolbe brzo izmesa
sipa se do polovine u specijalnu epruvetu (za kolorimetar) koja se stavlja u
otvor instrumenta pa se podesi da kazaljka pokazuje 100 (providnost), odnosno
nulu apsorpcije. Na taj naéin smo izbegle da nefermentativna oksidacija utiée
na rezultate. To znati da nam je pripremljeni uzorak za analizu, ali bez vodo-
nikperoksida, sluZio kao uporedna proba.

SadrZaj epruvete se ponovo pomeSa s delom koji je ostao u kolbi, pa se
mikropipetom brzo sipa 0,1 ml vodonikperoksida, brzo se promesa, sipa u epru-
vetu koja -se odmah stavi u kolorimetar. Brzo pro¢itamo vrednost na skali koja
pokazuje apsorpciju. Ova vrednost u tabelama je oznaéena kao vrednost 0 (nula).
Istovremeno sa stavljanjem epruvete u kolorimetar aktivira se §toperica. Vred-
nosti na kolorimetru su ¢itane svakih 30 sekundi. NajéeSée je vr§eno 10 merenja
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(5 minuta) koja su u tabelama oznafavana brojevima od 1 do 10. Kod uzoraka
kod kojih nije bilo veéih promena kod tri uzastopna ¢itanja, broj merenja je
mogao biti i manji.

Da bismo utvrdile kako koncentracija peroksidaze uti¢e na brzinu reakcije
vriile smo ispitivanja tako $to smo u razli¢ite kolbe sipale po 0,1, 0,3 i 0,5 ml
sveZeg mleka. Ostalo je bilo isto kao §to je napred opisano.
~ Radi preciznijeg merenja uticaja koncentracije peroksidaze vrsile smo me-
renja tako $to smo umesto 0,1 ml sirovog mleka dodavale 0,1 ml mleka koje je
sadrzalo 10, 20, 40, 60 i 80% sveZeg mleka dok je ostatak do 100%e satinjavalo
kuvano mleko u kome je peroksidaza inaktivisana. Uzorke za ova ispitivanja
smo sastavljale tako $to smo na 9,8, 6, 4 i 2 ml kuvanog mleka dodavale 1, 2,
4, 6 i 8 ml sirovog mleka. Posto je kuvano mleko pri¢injavalo teSkoce kod pipe-
tiranja mikropipetama (nije htelo da isti¢e iz pipete) usled zgruSavanja dela
njegovih belandevina pod dejstvom visoke temperature, mi smo pre meSanja
sa sirovim profiltrirale ovo mleko kroz papirni filtar. Kod ovih ispitivanja
vriena su kolorimetrijska merenja i kod sirovog mleka (100%0) kao i kod kuva-
nog mleka (0%).

RAZMATRANJE REZULTATA
a) Ispitivanje aktivnosti laktoperoksidaze u zavisnosti od vremena
Ova ispitivanja smo vrsile sa 0,1 ml sirovog mleka, kako je obja$njeno u

nadinu rada. Prosetne vrednosti dobijene merenjima s pomoéu Beckman
kolorimetra prikazane su u tabeli 1.

Tabela 1
Aktivnost peroksidaze kao funkcija vremena
Redni Vreme od Vrednost Razlike aps. Minimalne i
broj podetka apsorp- u jedinici maksimalne
merenja merenja cije vremena vrednosti
u sekund. (min.) Min. Max.
0 0 0,021 0 0,014 0,025
1 30 0,065 — 0,040 0,100
2 60 0,122 0,101 0,077 0,175
3 90 0,161 — 0,105 0,233
4 120 0,188 0,066 0,121 0,279
5 150 0,206 — 0,131 0,302
6 180 0,218 0,630 . 0,136 0,328
7 210 0,224 — 0,138 0,342
8 240 0,229 0,011 0,139 0,349
9 270 0,230 — 0,140 0,350
10 300 0,230 0,001 0,140 0,350

Rezultati koje smo dobile pokazuju da je aktivnost laktoperoksidaze raz-
li¢ita kod razlic¢itih uzoraka mleka. Najmanje i najveée vrednosti koje smo
dobile u toku merenja aktivnosti ovog fermenta navedene su u tabeli 1. In-
teresantno je da su uzorci mleka koji su pokazivali najmanju atkivnost u
poletku merenja imali i najmanju ukupnu aktivnost u toku ispitivanja i
obrnuto. Zato se i minimalne i maksimalne vrednosti poklapaju s rezultatima
dva ekstremna uzorka mleka.

Podaci govore da se s napredovanjem vremena vrednosti poveéavaju. Po-
rast ide uglavnom do osmog ¢itanja (4 minuta) a zatim se praktiéno zaustavlja
tako da se razlika izmedu osmog i desetog &itanja moZe takoreéi zanemariti.
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Intenzitet aktivnosti laktoperoksidaze nije ravnomeran u toku vremena.
To se moZe lepo videti iz razlike kolorimetrijskih merenja na kraju svakog
minuta, koja je takode prikazana u tabeli 1. Ako bi se razlike aktivnosti u
pojedinim minutima izrazile u procentima od razlike u prvom minutu, dobile
bi se prakti¢no iste vrednosti, po§to proseéna razlika u prvom minutu iznosi
0,101. Iz ovih podataka izlazi da se s napredovanjem vremena razlike brzo
smanjuju i da posle 4 minuta one praktiéno nestaju. Ovo se jasno vidi i iz
grafikona 1 u kome kriva pokazuje dinamiku promene u toku merenja a od-
sefci izmedu pojedinih tataka krive oznacavaju veli¢inu tih promena u toku
30 sekundi.

S i T

Jedna od karakteristika katalizatora jeste da oni ispoljavaju svoju aktiv-
nost u malim koli¢inama tako da udinak katalizatora nije u srazmeri s njego-
vom koli¢inom. Tako npr. neznatna koli¢ina fermenta saharoze moZe da pre-
vede znatnu koli¢inu saharoze u invertni Seéer (3). Medutim, na8i podaci
pokazuju da se razlike smanjuju brzo s napredovanjem vremena i da prak-
ti¢no nestaju posle &etiri minuta. »

Imajuéi u vidu napred navedenu osobinu katalizatora kao i rezultate koje
smo dobile, pomislile smo da je prestanak reakcije verovatno posledica nedo-
statka reagensa (vodonikperoksida i p-fenilendiamina). Za to smo izvrile
proveru da li je ovo u pitanju pa smo posle zavrSetka poslednjeg ¢itanja na
kolorimetru dodavale uzorku ili samo 0,1 ml H.O, ili samo 0,5 ml p-fenilen-
diamina ili 1 jedan i drugi reagens, pa smo ponovo vriile merenje na kolo-
rimetru. Ova merenja su pokazala da dodavanje samo vodonikperoksida ne
dovodi do promene boje, §to zna¢i da se ne radi o nedostatku ovog reagensa.
Dodavanje samo p-fenilendiamina je izazvalo samo neznatnu promenu (0,004)
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ali se boja nije menjala s vremenom. To navodi na zaklju¢ak da se ne radi o
nedostatku ove supstance i da je mala promena kod ponovnog ¢&itanja posledica
toga $to je ona svojom bojom uticala na rezultat. Dodavanje i vodonikper-
oksida i p-fenilendiamina uzorku kod koga je zavrSeno merenje uticalo je na
isti nadin kao i dodavanje samo p-fenilendiamina, s tim &to je razlika bila
neznatno veca (0,006).

Iz ovih ogleda izlazi da smanjeni intenzitet reakcije s vremenom i njen
prestanak posle 4 minuta nisu posledica nedostatka reaktiva. Ove éinjenice
su nas navele na moguénost da se radi o smanjenju i prestanku aktivnosti
fermenta posle izvesnog vremena. Zbog toga smo izvrSile nova ispitivanja da
bismo potvrdili ovu nasu pretpostavku.

b) Ispitivanje uticaja koli¢ine fermenta

Da bismo utvrdile da 1i je smanjenje razlika i prestanak promene boje
u vezi s fermentom izvele smo dve vrste ogleda s razlititim koncentracijama
laktoperoksidaze. Kod jedne vrste ogleda postupili smo tako da je kod prve
varijante radeno isto kao $to je objasnjeno u nadinu rada, tj. dodavano je
po 0,1 ml sveZeg mleka. Kod druge i tree varijante razlika je bila u tome Sto
je dodavano po 0,3 i po 0,5 ml sirovog mleka. Prosetne vrednosti ovih ispiti-
vanja su prikazane u tabeli 2.

Tabela 2
Uticaj koncentracije laktoperoksidaze na ukupnu aktivnost
Redni Dodata kolidina mleka
broj 0,1 ml 0,3 ml ' 0,5 ml
merenja
... .. .0017 . ... . .002 . . . . . . 0038
1. .. .. .0047. . ... .0172. . . . . .027
2 . . 0097 . . . . . .030 . . . . . . 0542
3. . 0143 . . . . . . 048 . . . . . . 0742
4 . . 0173 . . . . . . 0581 . . . . . .08
5 . . 0198 . . . . . .065 . . . . . . 0930
6 . . 0211 . . . . . .068 . . . . . . 0965
7. .0219 . . . . . .0710 .. . . . . 1010
8 . .022 . . . . . .072¢4 . . . . . . 1010
9 . . 022 . . . . . .07 . . . . . .1010
10 . .022 . . . . . . 0733 . . . . . . 1010

Ovi podaci pokazuju istu tendenciju kao i oni koji su izloZeni u prethod-
nom ogledu. I ovde je najveta aktivnost laktoperoksidaze bila u prvom minutu
merenja i opadala je s napredovanjem vremena. Medutim, razlike u vredno-
stima kod primene razli¢itih koli¢ina mleka, odnosno pri razli¢itim koncen-
tracijama laktoperoksidaze, su jo§ izraZenije. To pokazuje ¢injenica da je
ukupna aktivnost na kraju merenja bila kod upotrebe 0,1 ml mleka 0,229,
kod primene 0,3 ml istog mleka 0,733, a 0,5 ml je pokazivalo vrednost 1,010.
Isto tako, na kraju prvog minuta uzorak koji je sadrfao 0,5 ml mleka je po-
kazivao za 55%0 veéu vrednost na kolorimetru od onog koji je sadrZao 0,3 ml
mleka i 5,6 puta (560%0) veéu vrednost od uzorka za 0,1 ml mleka.

Ako se podaci bolje sagledaju, moZe se primetiti da su vrednosti proéitane
na kolorimetru otprilike 3 i 5 puta veée za uzorke koji sadre 0,3 odnosno 0,5
ml mleka od vrednosti koje su dobijene za uzorak sa 1 ml mleka. Ova sraz-
mera nije potpuna ali dopusta da se zakljuéi da se s poveéanom koncentra-
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cijom laktoperoksidaze povetava efekat ukupne aktivnosti fermenta za odre-
deno vreme.

Ovi podaci takode pokazuju da nije nedostatak reagensa razlog Sto se
reakcija zaustavlja posle odredenog vremena, jer se vrednosti na kolorimetru
mnogostruko poveéavaju pri poveéanju koncentracije fermenta a pri istoj ko-
li¢ini reagenata. Oni takode govore da razloge za smanjenje aktivnosti per-
oksidaze treba traziti ili u promenama samog fermenta ili u uslovima za nje-
govo delovanje. Ovu nafu pretpostavku potkrepljuju i navodi profesora
DZzamiéa (3) koji kaZe: »Katalizatori se ne menjaju po zavrSetku hemij-
skog procesa. U praksi se, medutim, deSava da katalizator izgubi stalno ili pri-
vremeno kataliticka svojstva« i dalje »Poznato je da proteini dosta lako pod-
leZu procesu denaturacije. Kako su fermenti takode proteini mogu takode
da se denaturidu i na taj naéin gube katalitiéko dejstvo. U toku reakcija koje
katalizuju bioloski katalizatori Cesto bivaju inhibirani proizvodima katalizo-
vane reakcije ili se pak njihovo fizi¢ko i strukturno stanje toliko promenilo
da dolazi do prekida katalize, koji po svome karakteru moZe da bude rever-
zibilan ili ireverzibilan.«

Druga vrsta ogleda izvedena je tako da je smanjivana koncentracija fer-
menta u mleku. To je postignuto tako $to je kuvanom mleku dodavano 10,
20, 40, 60 i 80%0 sirovog mleka. Od te meSavine dodavano je po 0,1 ml, kako
metoda predvida.

Ovim ogledima Zelele smo da vidimo da li ée i manja koncentracija fer-
menta ispoljavati na isti nacin svoje dejstvo i da izbegnemo dodavanje vete
koli¢ine mleka od one koja je predvidena metodom. Rezultati ovih analiza
prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3
Uticaj koncentracije peroksidaze na njenu aktivnost
Redni Koncentracija sirovog
broj mleka (%)
merenja
0 ) 10 20 40 60 80 100
0 0,000 0,000 0,002 0,002 0,010 0,012 0,023
1 0,000 0,003 0,007 0,013 0,029 0,048 0,107
2 0,000 0,011 0,016 0,028 0,052 0,079 0,187
3 0,001 0,012 0,018 0,040 0,069 0,106 0,241
4 0,002 0,015 0,021 0,050 0,082 0,125 0,279
5 0,004 0,017 0,024 0,056 0,091 0,138 0,298
6 0,004 0,018 0,025 0,061 0,096 0,149 0,354
7 0,004 0,020 0,027 0,065 0,101 0,154 0,324
8 0,004 0,021 0,027 0,067 0,103 0,158 0,328
9 0,004 0,022 0,028 0,068 0,105 0,161 0,329
10 0,004 0,022 0,029 0,069 0,107 0,163 0,329

Navedeni podaci pokazuju istu tendenciju kao i kod prethodnih ispitiva-
nja, tj. najveéu aktivnost u toku prvog minuta i zatim opadanje i prestanak
delovanja. Izuzetak &ini kuvano mleko (koncentracija 0) koje ne menja boju
u toku prvog minuta a zatim je menja u vrlo maloj meri. Verovatno je ovo
posledica ¢isto hemijske (neencimatske) reakcije dodatih hemikalija.

S povetanjem koncentracije sirovog mleka zapaZa se jasno veéa aktivnost
kako na poéetku tako i u daljem toku merenja. Ovaj podatak takode govori
da je aktivnost peroksidaze u prvom redu posledica njene koncentracije. Mo-
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ra se primetiti da je u ovim ogledima ispoljena manja proporcionalnost kon-
centracije fermenta nego §to je bio slu¢aj u prethodnom ogledu.

Razlike u boji bile su uo€ljive i golim okom. Stavljajuéi posle merenja
Erlenmajerove kolbe sa sadrZajem jednu do druge, onim redom kojim su is-
pitivane, mogle smo jasno uoéiti razlike u intenzitetu boje od vrlo blede
ruZi¢asto-ljubicaste, kod najmanje koncentracije mleka, do indigo-plave boje,
kod potpuno sirovog mleka.

Ovi podaci ukazuju na moguénost da se ovom metodom pribliZzno odredi
da li je pasterizovanom mleku dodato sirovo. Oni isto tako nagoveStavaju
moguénost da se ova metoda iskoristi za dokazivanje velidine greSke kod
visoke pasterizacije (niZa temperatura), koja bi dovela do toga da celokupna
koli¢ina peroksidaze nije inaktivisana. '

Zakljuéak

1. Laktoperoksidaza pokazuje najveéu atkivnost u toku prvog minuta
posle dodavanja svih reagenasa. S napredovanjem vremena aktivnost se sma-
njuje i na kraju ¢etvrtog minuta prestaje.

2. Smanjenje i prestanak aktivnosti laktoperoksidaze nije prouzrokovano
nedostatkom reagenasa veé je posledica promena ili na samom fermentu ili u
uslovima za njegovo delovanje.

3. Koncentracija fermenta je od najveteg znafaja za intenzitet i ukupnu
aktivnost laktoperoksidaze. S povefanjem koncentracije znatno se pojatava
ukupna aktivnost ovog fermenta.
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Vijesti
SEDMICA ZIVEZNIH NAMIRNICA U IZRAELU

Priredba »Druga sedmica ZiveZnih namirnica« odrZat ée se 14—19. sijetnja
1973. u Tel Aviv Hiltonu. Prireduje ga zajednicki komitet za ZiveZne namir-
nice jeruzalemske privredne konferencije, izraelskog ministarstva trgovine i
izraelskog izvoznog instituta. Osim tradicionalnog sajma ZiveZnih namirnica
odrZat ¢e priredbe komitet za ZiveZne namirnice jeruzalemske privredne kon-
ferencije.

Za vrijeme sedmice za ZiveZne namirnice gosti ée imati prilike da posjete
razne pogone, upoznati s novim proizvodima i metodama rada i utvrditi koji
proizvod odgovara potrebama njihovog trZista.

Osim ostalog raspravljat ¢e se o problemima proizvodnje Zivenih namir-
nica u Izraelu i o prodaji proizvoda u inozemstvo.
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