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NEKA RAZMATRANJA U VEZI REDUKTAZNE PROBE

Reduktazna proba predstavlja jednostavno i dobro merilo za orijentacionu
ocenu higijenskog kvaliteta mleka, s obzirom da se ona izvodi jednostavno i ne
iziskuje skupu opremu.

Redukcija metilenskog plavog, tj. prelaz u bezbojnu leuko bazu, zasniva
se na &injenici da aktivni aerobi i fakultativno anaerobni mikroorganizmi ko-
riste slobodan ili slabo vezani kiseonik u mleku, prouzrokujuéi pri tome pro-
menu u oksido-redukcionom potencijalu mleka.

Prema Sommeru (1), provetreno sveZe mleko ima oksido-redukcioni poten-
cijal Eh = + 0,30 do + 0,40 volti. Trofenjem ili vezivanjem kiseonika ovaj
potencijal opada, pa kada dostigne vrednost od Eh = -+ 0,05 do 0,15 volti, do-
lazi do prelaza metilenskog plavog u bezbojnu leuko bazu.

Pored mikrorganizama na redukciju utiéu i drugi faktori koji su takode
vezani za mleko. Treba spomenuti leukocite, encimske sisteme u mleku, sastoj-
ke mileka s reduycirajuéim svojstvom, itd.

Kao §to je navedeno, redukcija se bazira na troSenje kiseonika od strane
aktivnih mikroorganizama, pa je vreme redukcije bilo dovedeno u vezu s bro-
jem mikroorganizama u mleku. Medutim, mnogobrojni faktori komplikuju
pojednostavljenu predstavu o neposrednoj vezi vremena redukcije s brojem
mikroorganizama. Treba imati u vidu da vreme redukcije zavisi i od vrste
mikroorganizama.

Stevi¢ (2) navodi da okruglaste bakterije mletne kiseline brZe vrSe obez-
bojavanje od Stapicastih, a da bakterije Escherichia-Aerobacter grupe imaju
najjatu sposobnost redukcije. Pored vrste, od uticaja su i starost mikroorga-
nizama, njihova aktivnost i intenzitet potrosnje kiseonika, itd.

U literaturi se vrlo Zesto navodi relacija Barthel-Orla Jensen o poveza-

nosti vremena redukcije s verovatnim brojem mikroorganizama u mleku, kao
§to se vidi iz tabele 1.

Tabela 1
Vreme redukcije Broj mikroorganizama
do 15 minuta preko 20 miliona
od 15 minuta do 2 sata 4 do 20 miliona
od 2 do 5% sati 0,5 do 4 miliona
preko 5% sata do 0,5 miliona

U cilju provere u kojoj meri relacija Barthel-Jensen odgovara mleku
s otkupnog podruéja beogradske mlekare, izvrSena su ispitivanja na 211 uzo-
raka mleka na redukciono vreme i ukupan broj mikroorganizama. Statisticka
obrada dala je sledete podatke:

Tabela 2 ‘ X
Vreme redukcije Broj mikroorganizama
do 15 minuta 189 miliona do 25 milijardi
od 15 minuta do 2 sata 1,5 miliona do 680 miliona :
od 2 do 5% sati 0,3 do 24 miliona '
preko 5% sati 0,2 do 10 miliona. i
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Odigledna su velika odstupanja prema tabeli 1, a uz to su 8iroke varijacije -
i unutar istog vremena redukcije. Ovi podaci potvrduju glediSta da se vreme
redukcije zaista ne moZe smatrati pouzdanim i direktnim merilom broja mikro-
organizama, veé pre moZe poslu¥iti samo kao orijentaciono merilo biohemijske
aktivnosti mikroorganizama u mileku.

Naravno, ova ée aktivnost biti utoliko veéa, ukoliko ims viSe mikroorga-
nizama u mleku — pa shodno tome rezultiraée i kraée vreme redukcije.

Za na$u praksu vaZna je ova &injenica, s obzirom na postojeée propise
o kvalitetu mleka, koji s jedne strane limitiraju maksimalni broj mikroorgani-
zama, a s druge minimalno redukfazno vreme. Iz iznetih podataka, se wvidi,
da je sasvim malo verovatna moguénost da se na osnovu reduktaznog vremena
donosi sud o broju bakterija u mleku.

Medutim, samo reduktazno vreme ne daje punu sliku o biohemijsko]j
aktivnosti mikroorganizama u mleku, odnosno o transformacijama do kojih
dolazi pod uticajem aktivnih mikroorganizama.

Da bi dobili uvid u pravac biochemijskih aktivnosti, u nizu ogleda odre-
divali smo pored reduktaznog vremena i promenu pH mleka za vreme reduk-
cije. Ovaj pokazatelj je odredivan (pH-metrom) odmah nakon dodatka meti-
lenskog plavog i po zavrietku redukcije. Rezultati su pokazali da je u 75%%
sluéajeva do§lo do sniZenja pH za 0,05 do 0,67 jedinica, u 19% sluéajeva pH
je bio poviSen za 0,05 do 0,11 jedinica, dok u 6% sludajeva nije doslo do pro-
mena pH.

SniZenje pH je rezultiralo verovatno zbog izrazitijeg delovanja mleéno-
-kiselinskih mikroorganizama, dok su kod povienja pH verovatno imali pre-
vagu trulezni mikroorganizmi koji su alkalizirali mleko.

Smatramo da bi kombinacija odredivanja reduktaznog vremena s odredi-
vanjem pH mogla dati mnogo potpuniju sliku o bakteriolofkom ili higijenskom
kvalitetu mleka, no jednostavno odredivanje reduktaze.

Koncentracija upotrebijenog metilenskog plavog uti¢e na ishod reduktazne
probe, na 5ta su veé¢ mnogi autori ukazivali. Na ovom pitanju radio je kod
nas 1 Pordevié (3). U naSoj praksi, zbog toga $to nije propisana metodika izvo-
denja reduktazne probe, bilo je veé rasprava izmedu proizvodackih i otkupnih
organizacija za mleko. Smatramo, da bi bilo neophodno u Sto skorije vreme
ovo pitanje propisom regulisati.

Pre svega, u prodaji se nalaze preparati oduosno boja — metilensko plavo
raznog sastava (MP rodanid, MP hlorid), s promenljivim sadrzajem boje.
Pored toga, sadrZaj vilage moZe biti vrlo promenljiv. Na primer, na§li smo
sadrzaj od oko 11% vlage u metilenskom plavom. Prema Schonbergu (4) za
izvodenje reduktazne probe u obzir dolazi metilensko plavo bez cinkhlorida,
tj. metilensko plave B extra i medicinale (DAB6, Ph. Btg III, Helv. IV, itd.).
Ne odgovara metilensko plavo koje sadrzi cinkhlorid, tj. preparati B, BB, BB
extra i 2 B extra. (Merck, Kahlbaum).

U cilju standardizacije izvodenja reduktazne probe, u nekim zemljama
propisano je koliko boje moZe doéi na 1 cem mleka. Na primer u USA 3,74
gama, u Svajcarskoj 2,84 gama, u Austriji 3,74 gama, a u Zap. Nematkoj prema
Roederu na 10 cem mleka dodaje se I cem rastvora, koji u 100 cem sadrzi
10 mg metilenskog plavog (DAB 6). (Napomena: 1 gama = 1 milionti deo
grama).
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Kod nas, neke mlekare koriste engleske tablete metilenskog plavog
(firme BDH), neke tablete »Feinchemie«, K. H. Kalies, a neke opet metilensko
plavo u prahu raznog porekla.

Kod upotrebe engleskih tableta BDH i prema uputstvu za izvodenje reduk-
tazne probe, jednostavnim proratunom dobijamo da koli¢ina boja iznosi 2,37
gama na 1 cem mleka. Kod upotrebe tablete »Feinchemie« koli¢ina boje iznosi
5 gama na 1 ccm mleka. Nije bolja situacija ni kada mlekare same pripre-
maju rastvor boje, posto nije ujednatena metodika pripreme. Na primer, prema
praktikumu Pejié—Pordevié (3) treba rastvoriti 1—2 grama metilenskog pla-
vog u 20 ccm alkohola, pa 5 ccm ovog zasicenog rastvora pomeSati sa 195 cem
destilisane vode. Od ovog rastvora dodaje se 1 ccm na 20 ccm mleka. Prema
Klimmer-Schénbergu (4) dodaje se 0,5 cem rastvora metilenskog plavog na 20
cem mleka, itd. U cilju provere intenziteta plave boje pripremili smo 3 kon-
cenfracije boje: 0,1 g u 1000 ccm vode, 1 gram u 20 ccm alkohola, od toga
5 cem na 195 cem vode i 2 grama boje u 20 cem alkohola, a od toga 5 cem
na 195 cem vode. Nakon razblaZenja s vodom u srazmeri 1:100, merenja na
fotometru dala su sledeée vrednosti: 1. uzorak: 0,110, 2. uzorak: 0,117, 3. uzorak:
0,180.

Prema tome intenzitet odnosno koli¢ine boje bile su razliéite.

S druge strane, direktna merenja koli¢ine prisutne boje u 5 ccm zasi¢enog
rastvora metilenskog plavog pokazala su da je bilo rastvoreno 0,0515 grama
boje. Prema tome, pri izvodenju reduktazne probe prema uputstvu Klimmer-
Schoénberga, dolazi na 1 ccm mieka 6,5 gama boje, a pri dodavanju 1 ccm ras-
tvora na 20 cem mleka dolazi 13 gama boje.

Zeilinger () je naSao da kod istog uzorka mleka osetnije razlike u vre-
menu redukcije nastaju tek onda, ako se koncentracija boje menja u sraz-
meri 2:1,

Do kakvih se rezultata dolazi kod ispitivanja istog uzorka mleka po 3
razne metode, koje se kod nas primenjuju, pokazuje sledeéa tabela:

Tabela 3

Broj uzorka
1 2 3

Vreme redukcije u minutima

180 240 180
140 240 230
55 90 75
100 85 105
245 105 105
80 345 305
290 385 330
300 '350 275
275 110 105

Iz prednjeg jasno proizlazi da bi bilo od interesa za naSe mlekarstvo da
se usvoji jedinstvena metodika rada i da bi pravilne bilo pri tome da se
odredi koli¢ina boje koja moZe doéi na 1 cem mleka pri izvodenju reduktazne
probe. Isto tako trebalo bi propisati koji preparati metilenskog plavog dolaze
u cobzir. Sadas$nja neujednalenost metodike rada mora se Sto hitnije ukloniti.

Ako reduktazna proba treba da sluzi kao merilo higijenske ispravnosti
mileka, onda je po nafem miSljenju, van diskusije da se ona mora izvoditi na
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mestu gde ée se mleko obraditi odnosno preraditi, dakle u mlekari, jer u mle-
kari poéinje u stvari finalizacija mleka.

Odsustvo hladenja mleka na mestu proizvednje ili u sabirnoj stanici moze
izvanredno uticati na skraéenje reduktaznog vremena, kao i obratno, poSto
se hladenjem smanjuje aktivnost mikroorganizama, a uz to se u hladnom
mleku vie rastvaraju gasovi, dakle i kiseonik, a koli¢ina kiseonika utie na
ishod reduktazne probe. Naga komparativna ispitivanja su jasno pokazala

efekat hladenja.

Vrst uzorka

Temperatura mleka 1 2 3
vreme redukcije u minutima
50 C 180 168 170
geC 140 146 122
200 C 72 19 9
200 C 37 10 3

Oznake: 1. vreme redukcije u sabirnoj stanici
2. vreme redukcije nakon 2 sata transporta
3. vreme redukcije nakon 4 sata transporta.
Bez obzira na higijensku ispravnost ispitanih uzoraka mleka, uticaj hla-
denja je vrlo evidentan. PoboljSanje higijenskog nivea u proizvodnji mleka
i efikasno hladenje neposredno nakon muZe su osnovni faktori koji obezbe-

duju zadovoljavajuée reduktazno vreme.
Sada$nji minimalni zahtev od 2 sata redukcije treba smatrati prelaznim,

jer takvo mleko spada jo§ uvek u kategoriju vrlo loSeg mleka — prema krite-
rijumu mnogih priznatih autoriteta.
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IONSKI IZMJENJIVACI I NJIHOVA PRIMJENA
U MLJEKARSTVU

Jedan od vaZnih uvjeta svake kvalitetne proizvodnje jest dovoljna koli-
¢ina kvalitetno odgovaraju¢e vode. (Vidi navod br. 1)

Mnoge grane industrije koje su se kvalitetno razvile zahvaljuju svoj
razvitak odgovarajuéoj kvaliteti vode.

Na pocetku proizvodnje industrija nije znala za$to joj neka voda odgovara
za kvalitetnu proizvodnju, jer tehnolofki procesi nisu bili struéno i naucno
istraZeni. Znalo se samo empirijski, da odredena vrsta vode najbolje odgo-
vara za neki tehnoloSki proces. Zbog toga su se podizale razne grane industrije
uz kvalitetno odgovarajuéu vodu. Lak$e je i jeftinije podiéi tvornicu, dopre-
miti sirovine, gorivo i ambalau do tvornice kao i izgraditi naselje, nego dopre-
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