PRILOG REDUKTAZNOJ PROBI MLEKA
Dorde ZONJI
- »MLEKOSIM, Novi Beograd

Koli¢ina boje koja dolazi na 1 cem mleka kod izvodenja reduktazne pro-
be ima uticaja na ishod probe odnosno na vreme redukcije. O.ovoj proble-
matici objavljeno je viSe radova. Izmedu ostalih treba navesti rad Zeilin-
gera (1), a kod nas u poslednje vreme rad Sotlarove, Kervine i
Slanovec (2).

Povezanost vremena redukc1]e s koliéinom dodate boje mileku nije li-
nearna, odnosi su mnogo sloZeniji. Zeilinger (1) je tak zakljuio, na
osnovu podataka do kojih je doSao, da se teSko moZe uofiti neka zajednicka
matemati¢ka tendencija vremena redukcije koja bi bila povezana s promen-
ljivom koli¢inom upotrebljene boje kod izvodenja reduktazne probe (kod is-
tog uzorka mleka).

U ovom radu ulinjen je pokulaj da se iznade zakonitost koja povezuje
vreme redukeije s promenljivom kolid¢inom upotrebljene boje.

Poslo se pri tome od postavke da se mora pre svega formulisati kinetika
procesa redukcije. Napominjemo, da smo za ovaj deo rada koristili objav-
ljene podatke citiranih autora (1, 2).

Kinetiku procesa redukcije metilenskog plavog moZemo formuhsan na
sledeéi nadin:
oznad¢imo sa C, koli¢inu boje koja je dodata mleku, tj. u vremenu t=20, a
nakon redukcije od t minuta, koli¢inu boje u mleku oznatimo sa C, tada na
osnovu zakona o dejstvu masa imamo:

d
‘=K e ' 1
| dt |
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K.... konstanta brzine redukcije.

Na osnovu 1. i 2. nalazimo C tj. koli¢inu jo§ ne redukovanog metilenskog
plavog integracijom, te dobijamo
InC = — K.t + Const. - 3
Pod uslovom da je t =10, C=C,
dobljamo da je In C, = const. 1 konacno
In C=1InC,—Kk. t 4
Ovo je u stvari izvod kinetike hemijske reakeije prvog reda.

Kada je redukcija metilenskog plavog zavrSena, tj. boja je prevedena u leu-
kobazu, mo¥emo staviti:

c=0
pa obrazac 4. prelazi u
kt=1n C,
5
Konstanta brzine redukcije iznosi:
‘ - K =1nC, ‘ 6
t
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Zeilinger (1) je u svom radu naveo sledete rezultate ogleda:
Tabela 1. ‘ ‘
Upotrebljeno boje (gama) (*)
na 10 cem mleka

br. uzoraka 150 75 37,4
vreme redukcije minuta

1 250 220 175

2 340 300 215
‘3 75 60 40
4 95 70 60
5 125 . 110 4 105
6 12 8 3
7 115 85 - 47
8 100 80 53
9 345 345 310
.10 180 110 63
11 345 340 300
12 465 ' 435 400

(*) gama = 1 milioniti deo grama
(Uzorei 10, 11 i 12 = pasterizirano mleko) »
Primenimo 1i obrazac 6 na ove podatke, dobijamo sledete koeficijente

K K, Ky)
Tabela 2. .
Koli¢ina boje (gama)
br. uzoraka 150 75 37,4
Kl K2 K3
1 0,020 0,0195 0,0206
2 0,0147 0,0144 0,0168
3 0,0668 ‘ 0,0719 0,0905
4 0,0527 0,0615 0,0603
5 0,04092 0,03925 0,0345
6 0,418 0.539 1.207
-7 0,0435 0,0508 - 0,0770
8 0,05011 0,0539 0,0683
9 : : 0,0145 0,0125 0,0168
10 0,0278 0,0392 0,0575
11 0,0145 - 0,0127 0,0120
12 0,0107 . 0,0992 0,0905

Proratunati koeficijenti morali bi biti, teorijski, iste vrijednosti. Medu-
tim, 1ma3u01 u vidu da je redukcija vrlo komplikovan biohemijski proces,
moZda i ne bi se ni mogla otekivati potpuna identi¢énost proraunatih vred-
nosti. Uostalom, poznato je da se delovanje fermenatau.nekim intervalima
koncentracije supstrata pokorava kinetici reakcije 1. reda, a u drugim, da
mogu nastati znatna odstupanja, pa je vrlo tefko jednostavno matematitki
formulisati ceo tok odvijanja ovog procesa, odnosno teorijski izvod za kine-
tiku wusaglasiti sa stvarnoSéu.

Nezavisno od ove konstatacije, prlmenom koeficijenata moZemo pribli-
Zno proratunati vreme redukcije pri promenjivoj kolitini boje (kod istog
uzorka mleka).
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Primer br. 1.

Kod upotrebe 150 gama boje, vreme redukcije iznosilo je 250 minuta;
koriséenjem koeficijenta K, proratunavamo putem obrasca 6. vreme reduk-
cije sa 75 i 37,4 gama i dobijamo:

75 gama 37,4 gama
proradun 215 min. 181 min.
mereno 220 min. 175 min.

Primer br. 4.
proraéun 81,9 68,7
mereno 70,0 60,0

- Primer br. 12.
proratun 400 335
mereno 435 400

Odstupanja prora¢unatih vrednosti od stvarno nadenih su promenljiva, a
ponekad su visoka.

Ako po istom postupku obradimo podatke Sotlarove, Kervine i Slano-
vec (2) dobijamo:

koncentracija boje vreme obezbojavanja minufta
u mleku proratunato mereno
2,5 gama/cem — 49,50
5,0 ’ 60,1 68,20
10,0 ” 70,8 85,30
2,5 gama/cem — 230

5,0 ” 280 300

10,0 Yy 328 © 330

2,5 gama/cem —_ 69,73
5.0 ’ 84,70 96,71
10,0 ’ 99,7 122,23

Napomena: mereno vreme je prosek.

Da je kinetika redukcije metilenskog plavog mnogo komplikovanija no
kinetika neke druge encimske odnosno fermentske reakcije, proizlazi i iz
¢injenice §to za vreme izvodenja reduktazne probe dolazi do porasta broja
mikroorganizama i do promene redox potencijala mleka i promene pH, da-
kle u pitanju je kinetika jednog biologki, dinami¢nog sistema, a nikako jed-
nog kvantitativno definisanog sistema. ,

Karakteristika reakcije 1. reda je da vreme koje je potrebno da polovina
polazne koli¢ine supstrata, u ovom sludaju koli¢ina metilenskog plavog, bu-
de svedena na polovinu, ne zavisi od polazne koncentracije boje. Naime, ako
se u obrascu 4. stavi da je

~ C
c=- | 7
2
dobijamo vreme ts tj. vreme »poluvrednosti«. Ovo vreme iznosi
ts = 1n2 8
k
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Proratunamo 1 ts za neke podatke od Zeilingera (1) dobijamo sle-
deée vrednosti:

Tabela 3. |
Koncentracija boje (gama)
150 75 37,4
1 34,6 min. 35,2 min. 33,6 min.
2 13,1 min. ) 11,2 min. 11,4 min,
8 13,8 min. 12,8 min. © 10,1 min.
odnosno, koristimo li podatke od Sotlarove, Kervine, Slanovec (2)
10,0 5,0 2,5

1 12,8 min. 12,1 min, 10,6 min.
2 49,8 min. 53,3 min. 49,8 min.
3 18,4 min. 17,1 min. 15,0 min.
4 3,09 min. 2,5 min. 2,1 min.

Ni u ovom sludaju kao ni kod koeficijenata brzine ne dobijamo potpuno
iste velitine, 8to bi bilo nuZno kod reakcije 1. reda. Uofava se smanjenje vre-
mena sa smanjenjem koli¢ine boje.

Sve ovo ukazuje da bi obrazac za kinetiku redukcije morao biti dopu-
njen nekim faktorima koji bi bili povezani, na primer, s porastom broja
mikroorganizama za vreme izvodenja probe, odnosno s promenom redox
potencijala i pH mleka, itd.

Redukcija metilenskog plavog odvija se u zavisnosti od temperature.

U cilju ustanovljenja temperaturnog koeficijenta Q 10, merili smo vre-
me redukecije na temperaturi od. 27°C i 37°C, a temperaturni koeficijent pro-
racunat je po obrascu:

Q10 = 22 9
K1
Neki od dobijenih rezultata vidljivi su iz narednog pregleda:/
Tbale 4.

K1 (27°C) K2 (37°C) Q 10
0,0422 0,1055 2,5
0,0243 0,0703 2,89
0,0301 0,1055 3,50
0,1583 0,3166 2,0
0,2110 ~ 0,3166 1,5
0,0791 0,1584 2,0

Prema tome, porastom temperature za 10°C brzina redukecije poveéava se
za 2 do 3,5 puta (u opsegu eksperimentalnih podataka). Ovaj podatak je u
skladu s poznatom @&injenicom, da se brzina mnogih biohemijskih reakcija
povetava za oko 2 puta pri porastu temperature za 10°C.

Na osnovu ovih koeficijenata brzine redukcije moguée je proratunati
aktivacionu energiju kod redukcije. Veli¢ina aktivacione energije kod mleka
s neidentifikovanom mikroflorom je interesantna, jer u.literaturi ima vrlo
oskudnih podataka za redukciju s poznatom, &istom mikroflorom.
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Poznato je, da odvijanju neke hemijske reakcije podleZe samo deo mo-
lekula, i to onaj koji prema Maxwell—Boltzmannovom zakonu
raspodjele energije poseduje potrebnu energiju, tj. aktivacionu energiju.
Praktiéno to znaéi, da i kod reduktazne probe mora doéi do izvesnog pret-
hodnog aktiviranja da bi do$lo do prelaza metilenskog plavog u bezbojnu
leukobazu.

Prema Arheniusu vaZi sledeéi odnos izmedu kofecijenta brzine i
aktivacione energije:
Ink = InC—A
RT
. konstanta
. aktivaciona energija
. gasna konstanta
. apsolutna temperatura
In ... prirodni logaritam
Posto eliminifemo C s pomoéu vrednosti K, i K,, dobijamo aktivacionu
energiju A:

Ha 0

A = (InK, —1nK,) - RT, - T,
T,—T,
Upotrebimo li podatke iz tabele 4. dobijamo sledeée vrednosti za aktiva-
cionu energiju:
Tabela 5.

22617 kalorija/mol
19753 kalorija/mol
23250 kalorija/mol
12889 kalorija/mol
7533 kalorija/mol
12908 kalorija/mol

Lembke i saradnici (3) nasli su kod izvodenja reduktazne probe
sa ¢istim kulturama Bact. coli i Stept. lactis aktivacionu energiju 30.000—
—32.000 kalorija/mol.

Ove jako diferentne vrednosti u aktivacionoj energiji ukazuju na svu
sloZzenost odvijanja ove na izgled jednostavne probe na ¢€iji ishod uticu ne
samo broj i vrsta mikroorganizama, ve¢ i njihova bioloSka aktivnost.

Teorijska razmatranja oko formulacije kinetike redukcionog procesa po-
kazuju da izmedu koliine upotrebljene boje i vremena redukcije postoji po-
vezanost, ali da se ista ne moZe jednostavno formulisati kao reakcija 1. reda,
ve¢ da su odnosi mnogo sloZeniji. Prakti¢ki zakljuéak bi bio da se mora
standardizirati odnos koli¢ine boje i mleka kod izvodenja reduktazne pro-
be, poSto moguénosti preradunavanja dobijenih rezultata po diferentnim
metodama za sada nije sigurna.

S o

Literatura:

1. Zeilinger, A.: Zur Reduktaseprobe, XIII Internat. Milchwirtschafts-Kongress.
Haag 1953, sveska II.

2. Sotlar, M, Kervina, F., Slanovec, T.: Izbor preparata i koncentracija
metilenskog plavila za reduktaznu probu, Simpozij, Bled, 1971. :

3. Lembke, A, Kaufmann, W, Lagoni, H.: Kinetische Betrachtungen
Uber die mikrobielle Methylenblau Reduktion XIII. Internat. Milchwirtsch. Kon-
gress, Haag 1953, sveska II.

174 Mljekarstvo 22 (8) 1972



