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Sazetak

Provedeno je odredivanje tocke ledista kravljeg mlijeka dvjema metodama, u istim
uzorcima mlijeka. Svrha istraZivanja bila je istraziti moguénost primjene metode infracrve-
ne spektrometrije usporedujudi vrijednosti tocke ledista mlijeka na instrumentu MilkoScan
FT 6000 s vrijednostima utvrdenim referentnom, termistor krioskopskom metodom na
instrumentu Cryoscope 4C3. Tijekom Cetiri mjeseca analizirano je ukupno 320 uzoraka
mlijeka. Jednom tjedno uzimani su uzorci mlijeka na sabiralistima mlijeka od 20-ak proizvo-
daca. Tocka ledista odredivana je objema metodama u triplikatu. IstraZivanjem su utvrdene
viSe vrijednosti tocke ledista mlijeka dobivene referentnom, u usporedbi s metodom infra-
crvene spektrometrije. Utvrdena je prosje¢na razlika odstupanja rezultata analiza dobivenih
infracvenom spektrometrijom i referentnom metodom, od 1,31 do 5,28 m°C. U prosjeku
razlika je iznosila 3,145 m°C. Razlike izmedu izracunatih srednjih vrijednosti ponovljivosti
(s,) referentne metode (0,194 %) i metode infracrvene spektrometrije (0,193 %) bile su
zanemarive. Izmedu srednjih vrijednosti dobivenih rezultata analiza razli¢itim istrazivanim
metodama nije utvrdena statisticki znacajna razlika (P>0,05; P>0,01), a dobiveni rezultati
istrazivanja upucuju na zaklju¢ak da se metoda infracrvene spektrometrije moze koristiti u
svrhu utvrdivanja patvorenja mlijeka kao metoda odabira (screening metoda). Na temelju
dobivenih rezultata istraZivanja predlaZe se primjena metode infracrvene spektrometrije u
odredivanju tocke ledista jer je brza i moze se provesti postoje¢om opremom koja sluzi za
odredivanje i drugih parametara kvalitete mlijeka, npr. na instrumentu MilkoScan FT 6000.

Kljucne rijeci: mlijeko, tocka ledista, infracrvena spektrometrija,

termistor krioskopska metoda

Uvod

Prakti¢na primjena odredivanja tocke ledista mli-
jeka dokazivanje je dodane vode, odnosno patvorenja
mlijeka i jedna je od vaznijih mjera utvrdivanja kvali-
tete mlijeka. Prema navodima autora Golc i Penca
(1987.), Golc Teger i sur. (2005.), Jan§tové i sur.
(2007.), tocka ledista mlijeka ovisi o godisnjem dobu,
stadiju laktacije, pasmini, vcemenu muznje, hranidbi
Zivotinja, a posebno o dodanoj, odnosno stranoj vodi
u mlijeko. Podaci o tocki ledista mlijeka predstavljaju

jedan od klju¢nih parametara koji sluzi prilikom ocje-
ne kvalitete mlijeka. Prema Pravilniku o kakvodi svje-
Zega sirovog mlijeka (N N 102/00), mlijeko uz ostale
zahtjeve kvalitete mora udovoljavati i da tocka ledista
ne smije biti visa od -517 m°C. Prema europskoj di-
rektivi (European Community, 1992., Council
Directive 92/46 EEC), tocka ledista kravljeg mli-
jeka ne smije biti visa od -520 m°C. Kuczaj (2001.)
navodi da dopustena vrijednost tocke ledista mlijeka
u Poljskoj ne smije biti visa od -512 m°C.
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Golc Teger i sur. (2005.) u svom istrazivanju
navode vrijednosti tocke ledista mlijeka u Sloveniji
od -562 do -423 m°C, u prosjeku -527 m°C. U Re-
publici Ceskoj, Navrétilova i sur. (2006.) iznose da
tocka ledista predstavlja jedan od ¢imbenika kvalitete
svjezega sirovog mlijeka i kao donju granicu toplinski
obradenog mlijeka navode vrijednost od -520 m°C.

Cilj istrazivanja bio je utvrditi moguc¢nost pri-
mjene metode infracrvene spektrometrije u odre-
divanju tocke ledista mlijeka na osnovi usporedbe
rezultata s referentnom, termistor krioskopskom
metodom. Naime, referentna termistor krioskopska
metoda zahtijeva dulji vremenski period za odredi-
vanje to¢ke ledista u odnosu na metodu infracrvene
spektrometrije. Zbog toga postoji sve veca potreba
za brzim ali dovoljno preciznim metodama odredi-
vanja tocke ledista, a posebno za onim koje se mogu
provesti postoje¢om opremom koja sluzi za odrediva-
nje i drugih parametara kvalitete mlijeka.

Materijal i metode rada

[strazivanje je provedeno kroz razdoblje od prvog
do Cetvrtog mjeseca 2008. godine. Uzorkovalo se na
sabiralistima mlijeka, jednom tjedno od 20 proizvo-
daca. Tocka ledista mlijeka odredena je referentnom,
termistor krioskopskom metodom na instrumentu
Cryoscope 4C3, proizvodaca Advanced instruments,
prema HRN EN ISO 5764 i standardnom metodom
infracrvene spektrometrije na instrumentu MilkoS-
can FT 6000, proizvodaa Foss, prema HRN ISO
9622. Referentna, termistor krioskopska metoda
oznacena je oznakom KR, a metoda infracrvene spek-
trometrije oznakom IR.

Tocka ledista mlijeka odredivana je objema me-
todama u triplikatu. Ukupno je analizirano 320 uzo-
raka mlijeka. Podaci istraZivanja obradeni su pomoc¢u
statistickog programa Statgraphics Centurion XV
(2006). Programom su utvrdena osnovna statisti¢ka
obiljezja: aritmetitka srednja vrijednost (X), standar-
dna devijacija (s), standardna greska (s,), koeficijent
varijacije (C). Istim programom provedeno je i ispi-
tivanje znacajnosti razlika izmedu dviju istrazivanih
metoda, analizom varijance (ANOVA). Daljnja testi-
ranja opravdanosti razlika izmedu aritmeti¢kih sredi-
na vrijednosti svih mjeseci obradena su metodom naj-
manje znacajnih razlika (LSD) po Fisheru. Izratunate
vrijednosti ponovljivosti referentne metode i metode

infracrvene spektrometrije oznacene su sa s, relativ-
ne sa s %.

Rezultati istraZivanja i rasprava

Istrazivanjem su utvrdene vise vrijednosti tocke
ledista dobivene referentnom, u usporedbi s meto-
dom infracrvene spektrometrije (tablica 1, grafikon
1). U tablici 1 prikazana su u svakom mjesecu ispiti-
vanja srednje vrijednosti tocke lediSta za svako sabirno
mjesto. Dobivene vrijednosti tocke ledista ispitivanih
uzoraka mlijeka kretale su se od maksimalno -397,00
m°C za referentnu, odnosno -397,13 m°C za metodu
infracrvene spektometrije do minimalnih vrijednosti
od -561,67 m°C za referentnu i -561,32 m°C za me-
todu infracrvene spektrometrije (tablica 1), a nesto
niZe su od dobivenih vrijednosti tocke ledista mlijeka
u istrazivanju Golc Teger i sur. (2005.), koji navode
raspon od -562 do -423 m°C. Uoc&ena je i u tablici
1 vidljiva podjednaka, mala varijabilnost tocke ledista
mlijeka za obje istraZivane metode ispitivanja, od 2,33
do 4,79 za referentnu i od 2,37 do 4,68 za infracrvenu
spektrometriju.

Utvrdena je prosje¢na razlika odstupanja rezulta-
ta analiza dobivenih infracrvenom spektrometrijom i
referentnom metodom, od 1,31 do 5,28 m°C (tablica
2). U prosjeku razlika je iznosila 3,145 m°C.

Usporedujuéi prosjecne rezultate analiza mjesec-
nih ispitivanja uzoraka mlijeka odredene metodom
infracrvene spektrometrije sa zahtjevima Pravilnika
o kakvodi svjezega sirovog mlijeka (NN, 102/00) u
pogledu dopustenih vrijednosti tocke ledista, moze se
utvrditi da dobiveni rezultati zadovoljavaju zahtjeve
navedenog pravilnika. Prosje¢ni rezultati analiza, kon-
trole u 3. mjesecu, referentnom metodom visi su 3,22
m°C od zahtjeva Pravilnika o kakvo¢i sviezega sirovog
mlijeka, a u ostalim mjesecima zadovoljavaju postav-
ljene zahtjeve Pravilnika kod obje istraZivane metode
(tablica 1). Dobiveni su rezultati gotovo iste prosje¢ne
ponovljivosti za obje istrazivane metode, s %=0,194
za referentnu metodu i s %=0,193% za metodu in-
fracrvene spektrometrije (tablica 3). Sli¢ne rezultate
ponovljivosti za iste metode navode Van Crombrug-
ge (2003.) u radu tocka ledista, primjena infracrvene
spektroskopije u analizi mlijeka i mlije¢nih proizvoda,
te Sanchez i sur. (2007.) u ispitivanju tocke ledista
kozjega mlijeka. Provedenom analizom varijance nije
utvrdena statistic¢ki znacajna razlika P>0,05; P>0,01
izmedu utvrdenih prosje¢nih vrijednosti analiza dobi-
venih dvjema istrazivanim metodama (tablica 3).
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Tablica 1: Srednje vrijednosti tocke ledista i osnovna statisticka obiljezja
Table 1: Average values of milk freezing point values and statistical marks

Metoda ispitivanja/Method of analysis

KR (n=320) IR (n=320)

Vrijednosti
E?;i(ce:)lidlsm Mjeseci ispitivanja/Investigated months
statisticka

(n=80) (n=80) (n=80) (n=80) (n=80) (n=80) (n=80) (n=80)
Milk freezing
point values -521,73 -517,05 -521,42 -520,12  -525,37 -522,03 -524,36 -523,44
(m°C) and
statistical -516,70 -522,07 -515,45 -511,40 -519,19 -524,76 -520,56 -512,75

k

fnarks 52127 -521,95  -506,70  -521,49 -52333  -52463  -510,58  -522,05

52440 508,40 511,56  -520,26  -52632  -511,94  -520,72  -520,27
X -521,03*®, -517,37*>, .513,78, -518,32:¢, .523,55* -520,84, -.519,06*, -519,63,
S 12,15 18,24 24,64 22,43 12,39 17,87 24,31 22,73
S 1,36 2,04 2,75 2,51 1,39 2,00 2,72 2,54
C 2,33 3,52 4,79 4,34 2,37 3,43 4,68 4,39
min. -545,00 -536,67 -555,91 -561,67 -561,32 -540,22 -551,12 -559,05
max. -468,33 -421,00  -397,00 -400,00  -474,15 -425,57 -398,40 -397,13

a, b... P<0,05 - Vrijednosti u istom redu oznacene razli¢itim slovima se znacajno razlikuju/ a, b... P<0,05 - Values within the same
row with different letter differ significantly

A, B... P<0,01 - Vrijednosti u istom redu oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju/ A, B... - P<0,01 Values within the same
row with different letter differ significantly

Tablica 2: Razlike izmedu utvrdenih vrijednosti tocke ledista mlijeka dviju metoda ispitivanja
Table 2: Differences between determined milk freezing point values of two investigated methods

Metoda/Method IR-KR
Mjesec/Month 1. 2. 3. 4.
Razlika (m°C)/Difference (m°C) 2,52 3,47 5,28 1,31

Tablica 3: Srednje vrijednosti tocke ledista mlijeka i ponovljivosti (s_is %)
Table 3: Average value of milk freezing point and repeatability values (s_and s %)

Statisti¢ka obiljeZja/Statistical marks

Metoda ispitivanja

v 0
Method of analysis ¥ o S 00 5% 1
KR (n=320) -517,63%, 19,364 0,194
IR (n=320) -520,77¢, 19,325 0,193

a, b... P<0,05 - Vrijednosti u istom redu oznacene razli¢itim slovima se znacajno razlikuju/a, b... P<0,05 - Values within the same
row with different letter differ significantly

A, B.. P<0,01 - Vrijednosti u istom redu oznacene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju/ A, B... P<0,01 - Values within the same
row with different letter differ significantly
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Grafikon 1: To¢ka ledista mlijeka
Fig. 1: Milk freezing point

Zakljulci

Na temelju provedenog istraZivanja i dobivenih
rezultata moZe se zakljuciti da su prosje¢ni rezulta-
ti analiza toc¢ke ledista mlijeka utvrdeni metodom
infracrvene spektrometrije u prosjeku visi 3,145
m°C u usporedbi s referentnom metodom. Prosje¢-
ni rezultati ponovljivosti za obje istraZivane metode
neznatno se razlikuju, s %=0,194 za referentnu me-
todu is %=0,193 za metodu infracrvene spektrome-
trije. Izmedu utvrdenih prosje¢nih vrijednosti analiza
dobivenih dvjema istrazivanim metodama nije utvr-
dena statisti¢ki znacajna razlika P>0,05; P>0,01.
Rezultati upucuju na zaklju¢ak da se metoda infracr-
vene spektrometrije moze koristiti u svrhu utvrdiva-
nja tocke ledista kravljeg mlijeka, odnosno patvore-
nja mlijeka kao metoda odabira (screening metoda).
Primjenom metode infracrvene spektrometrije zna-
¢ajno bi se povecao broj analiziranih uzoraka mlijeka
u istom vremenskom razdoblju u odredivanju tocke
ledista mlijeka, u usporedbi s referentnom, termi-
stor krioskopskom metodom.

Milk freezing point determination with
infrared spectroscopy and thermistor
cryoscopy method

Summary

Two analytical methods were used for deter-
mination of the freezing point on identical test raw
milk samples. The aim of this research was to in-
vestigate possibility of usage infrared spectrometry
method, with MilcoScan FT 6000 milk analyzer for
determination of milk freezing point, comparing to
results obtained by using a reference thermistor cry-
oscopy method with Cryoscope 4C3 analyzer. Dur-
ing period of four months, total of 320 milk samples
were analyzed. Once a week milk samples were sam-
pled at collection reservoirs from twenty milk pro-
ducers. Milk freezing point was analyzed with each
of investigated methods in three consecutive testing
respectively repetition. The results of freezing point
were recorded as higher by reference in comparison
to infrared spectroscopy method. Mean difference
from 1.31 to 5.28 m°C respectively 3.43 m°C was
determined between results obtained with infrared
spectroscopy and reference method. Mean repeat-
ability results for both investigated methods showed
slight difference, s %=0.194 for the reference meth-
od and s%=0.193 for the infrared spectrometry
method. Statistically significant difference between
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the means of the obtained results with two differ-
ent investigated methods (P>0.05; P>0,01) was
not determined. The results indicate the conclusion
that infrared spectroscopy method can be used for
detecting adulteration of milk with water addition as
screening method. Based upon the obtained results
usage of infrared spectrometry method in determi-
nation of raw milk freezing point is recommended
because it is faster and can be carried out with cur-
rent analyzers used for determination of other milk
quality parameters, for example analyzer MilkoScan

FT 6000.

Key words: milk, freezing point, infrared
spectrometry method, thermistor
cryoscopy method
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