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Institut za mlekarstvo, Raziskovalna postaja Rodica, Biotehniske fakultete
u Ljubljani, radi izmedu ostalog i na modernizaciji kemijsko-analititkih me-
toda odredivanja sastojaka mlijeka. Kako su mineralne tvari vaZne za pre-
hrambenu vrijednost mlijeka, a igraju takoder i znacajnu ulogu kod prerade
mlijeka u mljeCne proizvode, bio je jedan od zadataka i problem odredivanja
Ca, Mg i P u mlijeku.

Klasi¢ne analiti¢ke metode tolne su i pouzdane, ali iziskuju kod izvodenja
dosta vremena, pa se zbog toga nastoji pronaéi jednostavnije, iako toéne me-
tode odredivanja, koje bi u prvom redu posluZile rutinskom radu u laborato-
rijima. Savremenije postupke u vezi s navedenim elementima predstavijaju
brzi volumetrijski i fotometrijski postupci, koji vrio dobro zamjenjuju klasi¢ne.

Cilj na8ih istraZivanja bio je, pronaéi §to jednostavniji analiti¢ki postupak
odredivanja Ca, Mg i P u mlijeku. Dosada$nji rad koncentrirao se u prvom
redu na odredivanje Ca i P, dok je rad na odredivanju Mg u toku. Dosadasnji
dobiveni rezultati poklapaju se u dozvoljenim granicama sa rezultatima gravi-
metrijske metode i moZe se reéi, da ée i ova metoda biti upotrebiva za rutinsko
odredivanje Mg.

Klasi¢ne metode odredivanja pojedinih elemenata sluZe se prethodnom pri-
premom pepela mlijeka, otapanjem pepela i odredivanjem pojedinih elemenata
po slijedeéim postupcima: Ca — permanganometrijski, Mg — gravimetrijski
i P — gravimetrijski, volumetrijski ili fotometrijski.

Za odredivanje Ca i Mg stoji na raspoloZenju niz prakti¢nih, direktnih
kompleksometrijskih metoda. S pomoéu njih mo%e se odrediti Ca i Mg, bez pret-
hodne pripreme pepela, dakle direktno u razrijedenom mlijeku. Kao titraciona
otopina upotrebljava se najviSe dinatrijeva sol etilendiamintetraacetata skra-
¢eno EDTA. Ovaj kompleks vezuje u dovoljno razrijedenom mlijeku kompletan
Ca i Mg. Razlititi autori upotrebljavaju kao indikatore razli¢ite, takozvane
metalne indikatore. Posebno zanimljiva je metoda prema Ntailianas~-Whitny-u
(15,18), kod koje se upotrebljava kao indikator za Ca i Mg, kalcein. Princip
metode bazira na dodavanju EDTA u suvi$ku, kojega nakon toga retitriramo
sa standardnom otopinom CaCle. Kod pH vrijednosti rastvora 12—12,5 na EDTA
vezuje se Ca i Mg, dok se kod poviSenog pH (13—13,5), na kompleks vezani Mg
izdvoji u vidu taloga kao Mg (OH)z2 Kod dalje titracije suviska EDTA odreduje
se jo§ sam Ca. ‘

Na kompleksometrijskim amnalizama Ca i Mg u mlijeku radili su mnogi
autori, koje navodimo u literaturi (1, 2, 4—8, 8—14, 17). Od brojnih fotometrij-
skih odredivanja P u mlijeku u toku rada preispitali smo molibd — metolnu
metodu (19) i molibdat — vanadatnu metodu (3).

*Referat sa IX Seminara za mljekarsku industriju, odrzanog 10--12. II 1971, Tehnolo§ki
fakultet, Zagreb.
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Izbor metode i rezultati

A. Kao metodu odredivanja Ca i Mg u mlijeku, odabrali smo metodu po
Gehrke-u (7), koja sluZi za analizu pepela krmiva. Ovu metodu smo, na osnovu
rezultata preliminarnih pokusa modificirali tako, da je upotrebiva za direktnu
titraciju razrijedenog mlijeka. Rezultate dobivene na osnovu modificiranog
postupka po Gehrke-u, usporedivali smo s rezultatima permanganometrijske
i modificirane kompleksometrijske titracije otopine pepela mlijeka. U tabli-
cama 1 i 2 prikazani su rezultati dobiveni navedenim metodama, to je srednje
vrijednosti, u procentima izraZene koli¢ine Ca, za 34 uzorka mlijeka.

Usporedba prosjeénih koli€¢ina (?/s) Ca
u 34 uzorka svjeZeg mlijeka

Tablica 1
Metoda A direktna kompleksometrijska titracija razrijedenog mli-

jeka 0,1400/y Ca
Metoda B kompleksometrijska titracija HCL — -otopine pepela

mlijeka 0,138 % Ca
Metoda C permanganometrijska titracija HCl — otopine pepela

mlijeka 0,135 9% Ca

Usporedba rezultata metode A s rezultatima metoda B i C

Tablica 2

s metodom B o/ s metodom C /g
Broj istih rezultata 18 52,94 13 38,24

Broj nesuglasnih rezultata
za + 0,01 % 5 14,70 14 41,18
+ 0,02 5 14,70 2 5,88
+ 0,039/ 0 0,00 1 2,94
— 0,01 % 6 17,66 4 11,76

Rezultati za koli¢inu Ca, dobiveni na osnovu prethodne pripreme pepela,
ne§to su niZi od onih, odredenih direktnom titracijom mlijeka. Ove razlike
pripisuje se gubicima, koji nastaju zbog isparivanja mlijeka i pripreme pepela.

S obzirom na dobivene rezultate moZe se zakljuéiti, da je modificirana
metoda direktnog odredivanja Ca u svjeZem mlijeku pouzdana i zbog jedno-
stavne laboratorijske tehnike prakti¢na, u prvom redu za rutinske analize.

' S obzirom na navedeno dajemo u nastavku metodiku odredivanja Ca i Mg
u svjezem mlijeku.

Odredivanje Ca

10 ml svjeZeg mlijeka otpipetira se u 100 ml odmjernu tikvicu i dopuni
do marke s bidestiliranom vodom. 10 ml tako pripremljenog razredenja (1 ml
mlijeka), otpipetira se u Erlenmajerovu tikvicu i dodaje se bidestilirane vode
do cca 50 ml. Slijedi dodavanje 3 ml pufera (5n KOH u 6,6%0 KCN) i za nozev
vrh mjeSavine pragka indikatora (0,1 g kalceina, 1 g uglja, 10 g KCIl). Promije-
Sana proba titrira se uz stalno mijefanje sa 0.002 M EDTA (elektri¢na sijalica,
na crnoj podlozi i pozadini), dok ne prestane zelena fluorescencija. 1 ml 0.002
M EDTA odgovara 0.08 mg Ca.
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Ca standard za odredivanje taéne M EDTA pripremi se na slijedeéi naéin:
2,5023 g CaCOs, suSenog na temperaturi 110°C, otopi se u 6 n HCI i razredi do
1000 ml. 1 ml ove otopine odgovara 1 mg Ca.

Odredivanje Ca i Mg zajedno

50 ml razrijedenog mlijeka (iz 1000 ml odmjerne tikvice) razredi se s bide-
stiliranom vodom do cca 100 ml u Erlenmajerovoj tikviei. Dodaje se 5 ml
pufera za pH 10 (67,5 g NH:«Cl otopi se u 200 ml vode, doda se 570 ml NH;
konc. i razredi destiliranom vodom do 1000 ml). Dodaje se 2 ml KCN (2 g KCN
na 100 ml destilirane vode) i na kraju jo$ 5 kapi indikatora (0,2 g NH:20H . HCI).
Uzorak se titrira sa 0,01 M EDTA, dok vinsko crvena boja ne prelazi u modru.
Kod titracije otopina se temeljito mije§a. Upotrebljeni ml EDTA (prerac¢unati
na to¢no 0,01 M) minus upotrebljeni ml EDTA za titraciju Ca (preratunati na
toéno 0.002 M) daju potroSnju EDTA za Mg. 1 ml 0,01 M EDTA odgovara
0,2432 mg Mg).

B. Kod izbora metodike odredivanja ukupnog P u mlijeku ne mozZe se
izbjeéi priprema pepela. Nakon viSe preliminarnih pokusa odabrali smo vlaZno
spaljivanje mlijeka sa Se-H2S0+¢ i dodatkom H:02, koji se pokazao kao najbrzi
i dao je bezbojne i bistre rastvore.

Posebnu paZnju obratili smo izboru fotomerijske metode, to jest bojadisa-
nju neutraliziranog i razrijedenog rastvora. Kod toga se pokazalo kod molib-
dat-metolne metode jako variranje intenziteta boje, koja je bila posebno osjet-
ljiva na starost reagenata i vrijeme fotometriranja. S druge strane postignuti
su vrlo dobri rezultati s molibdat-vanadatnom metodom, koja je davala i s viSe
mjeseci starim reagentima, kao i kod ponovnog mjerenja nakon viSe sati,
praktiéki iste rezultate. U tablici 3 navodimo rezultate ukupnog P za 8 uzoraka
mlijeka, dobivenih molibdat-vanadatnom metodom i to paralelno sa suhim i
vlaZnim spaljivanjem mlijeka.

Rezultati za vkupni P u mlijeku (molibdat-vanadatna fotometrijska metoda,
vlaZno i suho spaljivanje)

Tablica 3 P

Broj uzoraka 1 2 3 4 5 6 ki 8 X
Vlazno spaljivanje mg

P/100 ml mlijeka 88 88 86 88 85 86 88 90 87,4
Suho spaljivanje: mg

P/100 ml mlijeka 92 89 84 90 82 90 84 90 87,6
Razlika 0,2
Postotak razlike 0,249/

S obzirom na dobro poklapanje rezultata opredijelili smo se za slijedeéi
postupak fotometrijskog odredivanja P u svjeZzem mlijeku:

Rastvor: 2 ml mlijeka otpipetira se u 100 ml Kjeldahlovu tikvicu, dodaje
se 5—6 ml Se-H2S0s 1 10—15 kapi 15%0~-nog He0e. Zagrijavamo tako dugo, da je
tekuéina sasvim bistra.

Neutralizacija: Nakon ohladenja vrlo briZljivo dodaje se 2—4 ml vode i
ponovo hladi. Pod tekuéom vodom vrlo oprezno dodaje se zasi¢ena otopina
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NaOH, dok se tekuéina jo§ zagrijava. Nakon toga dodaje se 5 kapi fenolftaleina
i toliko NaOH, da se postigne crvena boja. Prema potrebi proba se ponovo
hladi i dodaje joj se kap po kap HNOs (1:1) do obezbojavanja.

Fotometriranje: Ohladenu, neznatno dusi¢no kiselu otopinu kvantitativno
se filtrira iz Kjeldahlove tikvice u 100 ml odmjernu tikvicu. Dodaje se 10 ml
molibdat-vanadat-HNOs reagenta u omjeru 1:1:1 (molibdat reagent : 25 g amon
molibdata otopi se u vodi na 500 ml; vanadat reagent: 1.25 g amon vanadata
otopi se u 10 ml HNOs konec. i dopuni do 500 ml s vodom; HNO? pripremiti u
omjeru 1:2). Nakon toga dopuni se tikvica vodom do marke. Otopina za uspo-
redivanje: 10 ml reagenta za bojadisanje i vode do 100 ml.

Fotometriranje se vr§i nakon nekoliko minuta kod plavog filtra, odnosno
kod 480 mu. BaZdarnu krivulju odredi se sa standardnim otopinama od 2 do 24
gama P/ml, koju u datim granicama predstavlja premisa, $to omoguéava izra-
¢unavanje rezultata s pomoéu Lambert-Beerove formule.

Iz alikvotnog dijela vlaZnog rastvora, pripremljenog za fotometriranje P,
moZe se odredivati i N prema poznatoj makro ili mikro Kjeldahl metodi.
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