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Celem badan bylo okreslenie wptywu temperatury oraz czasu przechowywania
(4 miesiqce) na zawartos¢ 5-hydroksymetylofurfuralu (HMF) i barwe mleka UHT.
Stwierdzono, ze wraz z uptywem czasu przechowywania mleka w temp. 4°C,
wzrastata w nim zawartos¢ catkowitego HMF. Stwierdzone zmiany zawartosci
wolnego i catkowitego HMF w mleku przetrzymywanym w temp. 20°C sugero-
waly zwiekszone tempo dalszych przemian tych zwiqzkow w kolejnych etapach
reakcji Maillarda. Barwe mleka przechowywanego w temp. 20°C charaktery-
zowala wieksza dynamika zmian (wzrost) udziatu w niej barwy czerwonej (a*)
i zottej (b*) oraz indeksu Zottosci (YI).
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Pod wptywem ogrzewania mleka nastgpuja zmiany w strukturze molekularnej
jego sktadnikow, ktore prowadza do wzajemnych interakcji migdzy nimi i tworze-
nia zwiazkow nietypowych dla mleka. W mleku sterylizowanym w systemie UHT
rowniez podczas jego przechowywania moga zachodzi¢ zmiany o charakterze che-
micznym, w tym przede wszystkim w wyniku reakcji Maillarda (1).

Reakcje Maillarda zapoczatkowane podczas procesu sterylizacji UHT, w trakcie
przechowywania produktu zachodza dos¢ wolno. Ich tempo i zakres zaleza m.in.
od stgzenia i struktury reagentow, pH, zawartosci wody, czasu i temperatury prze-
chowywania (1). Nastgpstwem reakcji Maillarda jest jednak zawsze zmniejszenie
przyswajalnos$ci biatka (2). Ponadto produkty reakeji Maillarda moga wptywaé na
podwyzszenie kwasowosci mleka, a takze pogorszenie jego cech smakowo-zapa-
chowych i zmiang barwy w wyniku powstawania barwnych melanoidyn odpowie-
dzialnych za brazowienie ogrzewanego mleka (3, 4). Brunatna barwe nadaje mleku
produkt posredni reakcji Maillarda — hydroksymetylofurfural (HMF), 1-amino-I-
-dezoksy-2-ketoza oraz inne zwiazki o wlasciwosciach redukcyjnych, pojawiajace
si¢ w posrednich stadiach reakcji Maillarda. Sa to zwiazki bezbarwne lub lekko
z0tte 1 odznaczaja si¢ silng absorpcja w pasmie bliskiego ultrafioletu, co pozwala
na fotometryczne oznaczanie ich zawarto$ci w mleku (3).

Kwestia monitorowania zawartosci HMF w produktach zywno$ciowych jest istot-
na zaré6wno ze wzgledu na wpltyw tego zwiazku na ich jakos$¢, jak i potencjalnie
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niekorzystne oddziatywanie na zdrowie konsumentow. Wiadomo bowiem, ze HMF
w wysokich koncentracjach jest cytotoksyczny, powoduje podraznienie oczu, gor-
nego uktadu oddechowego, skory i btony sluzowej jamy ustnej (5).

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu temperatury oraz cza-
su przechowywania na zmiany zawartosci HMF i barwy mleka sterylizowanego
w systemie UHT.

MATERIAL I METODY

Material badany

Badaniami objgto mleko UHT o 2% zawartos$ci thuszczu, zapakowane w 24 karto-
ny z laminatu wielowarstwowego o pojemnosci | dm?. Produkt pochodzit od jednego
producenta i z tej samej partii produkcyjnej. Po przewiezieniu do laboratorium,
opakowania z mlekiem podzielono losowo na 8 grup (po 3 opakowania w grupie),
ktore zakodowano literami od A do H. Mleko w opakowaniach zakodowanych li-
terami A B, C i D przechowywano w temp. 4°C, natomiast w opakowaniach E, F,
G, H w temp. 20°C, przez okres odpowiednio 1, 2, 3 i 4 miesi¢cy. Kazdorazowo, po
uptywie zatozonego czasu przechowywania mleka w kazdej z temperatur, dokony-
wano analizy jako$ci produktu pochodzacego z trzech opakowan.

Metody analityczne

Barwe mleka charakteryzowano na podstawie wartosci parametrow L* (ja-
sno$¢), a* (udzial barwy czerwonej), b* (udziat barwy zottej), C* (nasycenie barwy),
h® (kat tonu barwy) w uktadzie CIELAB (6). Parametry L*, a* i b* okre$lano meto-
da odbiciowa za pomoca spektrokolorymetru MiniScan XE Plus firmy HunterLab
(Hunter Associates Laboratory, Reston, Virginia, USA), ze zrodlem §wiatta D65,
standardowym obserwatorem kolorymetrycznym o polu widzenia 10° oraz otworem
pomiarowym o $rednicy 2,54 cm. Za wynik koncowy przyjeto srednia arytmetyczna
z trzech pomiaréw probki mleka umieszczonej w zestandaryzowanej szklanej kuwe-
cie dostarczonej przez producenta spektrokolorymetru. Temperatura probki mleka
w czasie pomiardw wynosita ok. 20°C (+1°C). Warto$¢ C* obliczono ze wzoru:
C* = (a*>+ b*2)/2, Ponadto obliczono wartosci indeksu zottosci (Y1), wykorzystujac
wzor: Y1 = 142,86b*/L* (7).

Oznaczenie wolnego i catkowitego hydroksymetylofurfuralu (HMF) przepro-
wadzono metoda Keeney'a i Bassette’'a (8). Warto$¢ absorbancji probek w czasie
oznaczen mierzono na spektrofotometrze Specord® 40 (Analytik Jena AG, Jena,
Germany), przy dtugosci fali 443 nm, wobec probki kontrolnej, w ktérej zamiast
mleka uzyto wody destylowanej. Zawarto$¢ wolnego i catkowitego HMF obliczano
Ze WZOrow:

wolny HMF (umol - dm=) = (A—0,015%) x 81,0%*)
catkowity HMF (umol-dm=) = (A—0,055%) x 87,5%%)

gdzie:
* — absorbancja uzyskana przy wykonywaniu oznaczenia na §wiezym mleku su-
rowym,

** — wspotczynnik nachylenia krzywej wzorcowe;.
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Za wynik koncowy oznaczenia przyjmowano $rednig z dwoch réwnoleglych ozna-
czen. Oszacowano podstawowe parametry walidacyjne zastosowanej metody anali-
tycznej. Do okreslenia precyzji oznaczenia wykorzystano warto$¢ wzglednego od-
chylenia standardowego (RSD), ktora wyniosta 1,82%. Miara doktadnosci metody
byl procent odzysku analitu, ktorego Srednia warto$¢ ustalono na poziomie 98,34%.
Granicg oznaczalno$ci analitu (LOQ) ustalono przy wartosci 0,07ug/cm3. W pro-
cesie walidacyjnym wykorzystano rozcienczenia wzorca podstawowego (5-HMF)
firmy Sigma-Aldrich.

Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie w programie komputerowym
STATISTICA (data analysis software system), wersja 7.1 (StatSoft, Tulsa, Okla-
homa, USA). W celu okre$lenia wplywu czasu i temperatury przechowywania
mleka UHT na oceniane parametry jego jakosci, przeprowadzono dwuczynni-
kowa analize wariancji. Statystyczna istotno$¢ réznic obliczono za pomoca testu
Duncana.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazaty brak wyraznych zmian (p>0,05) zawarto-
$ci wolnego HMF w mleku przechowywanym w warunkach chtodniczych (4°C)
(tab. I). Jego nieco wigksza zawartos¢ stwierdzono w mleku przechowywanym naj-
dtuzej, czyli przez 4 miesiace. W mleku przechowywanym w warunkach temperatu-
ry pokojowej (20°C), najwigksza zawartos¢ wolnego HMF odnotowano w mleku po
uptywie 3 miesigcy (tab. I). Byta ona wigksza (p<0,01) od zawartosci tego zwiazku
oznaczonej w mleku po 2 miesiacach przechowywania. Ponadto stwierdzono, ze
mleko po 3 miesiacach przechowywania w temperaturze pokojowej odznaczato si¢
wigksza zawartoscia (p<0,05) wolnego HMF w poréwnaniu z mlekiem przetrzy-
mywanym w temp. 4°C.

Tabela |. Zawarto$¢ wolnego i catkowitego HMF w mleku UHT po przechowywaniu w temp. 4 i 20°C ($rednia
arytmetyczna = SD)

Table I. Content of the free and total HMF in the UHT milk stored at temperature of 4 and 20°C (arithmetic
means = SD)

Czas przechowywania (miesigce) Statystyczna
istotnos¢
Cecha | Temperatura PN
1 > 3 4 réznic miedzy
Srednimi grup
HMF 4°C 2,56 + 0,09 | 1,72 = 0,18 | 2,56 + 0,30 | 3,26 = 0,18 ns
wolny 20°C 3,64 +2,20 | 1,59 + 0,12 |5,18Y = 2,14| 3,10 = 0,85 2<3%*
4°C 6,62 + 0,66 |7,29% + 1,31| 9,80 + 0,38 | 6,27 = 0,72 1,2,4<3**
HMF _ D 3¥* 4%
catkowity 20°C | 6,39+ 061|335 119|843+ 049 | 493+ 074 | 4<3**
1<3*

** _p<0,01; * - p<0,05; ns - p>0,05
Wartosci oznaczone réznymi literami w kolumnach roznig sig statystycznie istotnie, XY — p<0,01; xy — p<0,05
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Poziom catkowitego HMF w mleku przechowywanym w warunkach chtodni-
czych wyraznie wzrost po 3 miesiacu, a nastgpnie obnizyt sig (tab. I). Jego $rednia
zawarto$¢ w tym mleku byta wigksza (p<0,01) od stwierdzonej w mleku po uptywie
pozostatych zatozonych okresow przechowywania. Zmiany zawarto$ci catkowitego
HMF w mleku przetrzymywanym w temperaturze pokojowej podobnie, jak w przy-
padku wolnego HMF, nie wykazywaty jednoznacznie okreslonej tendencji (tab. I).
Jego zawarto$¢ byta najwigksza w mleku po 3 miesigcach przechowywania, a naj-
mniejsza w produkcie przechowywanym przez 2 miesiace (réznice migdzy srednimi
grup doswiadczalnych potwierdzone statystycznie przy p<0,05 i p<0,01). Po dru-
gim miesiacu przechowywania mleka stwierdzono wptyw temperatury prowadze-
nia tego procesu na zawartos¢ catkowitego HMF. Na wyzszym poziomie (p<0,01)
ksztaltowata si¢ ona w mleku sktadowanym w temp. 4°C.

Uzyskane w badaniach wlasnych zawartosci HMF w mleku UHT byly wigksze od
podawanych przez innych autorow. Cais-Sokolinska i Pikul (9), badajac poziom ogol-
nego HMF w mleku UHT, przechowywanym w warunkach chtodniczych, stwier-
dzili wzrost jego zawartosci o 70% po 6 tygodniach i o 300% po 12 tygodniach
w stosunku do poczatkowej zawarto$ci, ktora wynosita 2,15 uM/dm?3. W przypadku
wolnego HMF wzrost jego zawarto$ci w mleku nie byt tak dynamiczny i wynosit
srednio 50% po 6 tygodniach i 85% po 12 tygodniach przechowywania. Wzrost za-
wartosci ogdlnego i wolnego HMF stwierdzili réwniez Cais i wspolpr. (10), ktdrzy
analizowali zmiany jakosci mleka UHT w czasie 24-tygodniowego przechowywania
w warunkach chtodniczych (4 1 8°C) oraz temp. 20°C. Nalezy jednoczes$nie zauwa-
zy¢, ze cytowani badacze nie stwierdzili istotnych ré6znic w koncentracji catkowitego
HMF w mleku przechowywanym w temperaturze chtodniczej, a jego zawartos$c
w mleku przetrzymywanym w temp. 20°C byla o ok. 20% wigksza (niezaleznie od
czasu przechowywania).

Fink i Kessler (11) stwierdzili réznice w zawartosci HMF miedzy mlekiem UHT
przechowywanym przez 32 tygodnie w warunkach chtodniczych i temp. 35°C oraz
wyzszej. Cytowani autorzy nie zaobserwowali natomiast zréznicowania zawarto-
$ci tego zwiazku w mleku przechowywanym w temp. 4 i 20°C. Réwniez Akalin
1 GonC (12) stwierdzili, ze przechowywanie mleka w temperaturze pokojowej nie
powodowato istotnego wzrostu zawartosci HMF. Dopiero podwyzszenie tempera-
tury przechowywania mleka do 30°C miato wptyw na tworzenie si¢ wigkszej ilosci
tego zwiazku. Informacje o braku istotnego wplywu przechowywania mleka UHT
w temp. ponizej 30°C na zawartos¢ HMF mozna znalez¢ takze w innych pracach
(13, 14, 15).

Jak wspomniano wczesniej, produkty reakcji Maillarda moga wplywacé na barwe
mleka UHT, w wyniku powstawania barwnych melanoidyn, odpowiedzialnych za
brazowienie ogrzewanego mleka. Przeprowadzone badania nie wykazaty wyraznych
zmian warto$ci parametru L* (jasno$¢) barwy mleka przechowywanego w temp.
20°C (tab. II). Jedynie w mleku przechowywanym najdtuzej zaobserwowano nie-
znacznie nizsza (p<0,01) warto$¢ L* w porownaniu z mlekiem przechowywanym
przez 3 miesiace. W przypadku barwy mleka przechowywanego w temp. 4°C, naj-
nizsza (p<0,01) wartos¢ parametru L* stwierdzono po 1 miesiacu przechowywania
(tab. IT). Odnotowano takze tak, jak w przypadku mleka przechowywanego w temp.
20°C, spadek (potwierdzony statystycznie) warto$ci L* po 4 miesiacach przecho-
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wywania produktu. Ponadto stwierdzono, ze mleko przechowywane w temperatu-
rze pokojowej odznaczalo si¢ wyzszymi wartosciami L*, a statystycznej istotnosci
réznicy migdzy $rednimi grup nie potwierdzono jedynie dla wynikow pomiarow
wykonanych po 2 miesiacach przechowywania produktu.

Tabela Il. Parametry barwy mleka UHT po przechowywaniu w temp. 4 i 20°C ($rednia arytmetyczna = SD)
Table Il. Color parameters of the UHT milk stored at temperature of 4 and 20°C (arithmetic means + SD)

Czas przechowywania (miesigce) Statystyczna
Temperatura istotnos¢
Cecha °c \7nic mied
1 2 3 4 roznic miedzy
Srednimi grup
*%*
4 84,28X+0,38 | 85,57+0,03 | 85,47*+0,22 | 85,04*+0,16 1 <2’i3’4**
L* 4<3 ,2
20 85,66Y+0,11 | 85,77+0,15 | 85,93V+0,11 | 85,42Y+0,07 4<3**
4 -2,49+0,10 |-2,33+0,005 | —-2,39X+0,08 | —2,40%¥+0,03 2<1*
a*
20 -2,52+0,08 | —2,21+0,05 | -2,13Y+0,07 | -2,21Y+0,05 | 2,3,4<1**
4 8,34X+0,05 | 8,04%+0,005 8,31+0,06 8,30+0,11 2<1,3,4**
b* * %
20 8.047£006 | 7,76'+019 | 840008 | 839x013 | '2=0%
4 8,71X+0,06 | 8,37%+0,00 8,65+0,04 8,64+0,10 | 2<1,3,4**
C* *%
20 8,43Y+0,04 | 8,07Y+0,16 8,66+0,01 8,68+0,11 1‘22?;‘1
4 14,14X£0,09 | 13,43%+£0,00 | 13,90+0,07 | 13,94+0,17 2<1,3,4**
Yl 1,2<3,4%*
20 13,41Y+0,08 | 12,92¥+0,30 | 13,96+0,04 | 14,03+0,22 ’2<1’**

** - p<0,01; * - p<0,05
Wartosci oznaczone réznymi literami w kolumnach roznig sig statystycznie istotnie, XY — p<0,01; xy - p<0,05

Barwa mleka po 2 oraz 3 i 4 miesiacach przechowywania w temperaturze po-
kojowej odznaczata si¢ wigkszym (odpowiednio p>0,05 i p<0,01) udziatem bar-
wy czerwonej w poréwnaniu z mlekiem po analogicznym czasie przechowywa-
nia w temp. 4°C (tab. 1I). Mleko przetrzymywane w temp. 20°C cechowal réwniez
wzrost (p<0,01) warto$ci parametru a* w stosunku do mleka po 1 miesiacu prze-
chowywania.

Charakterystyczny dla barwy mleka po 2 miesiacach sktadowania w temp. 4°C
1 pokojowej byt spadek, w stosunku do mleka przechowywanego przez 1 miesiac,
udziatu barwy zd6ltej, a nastepnie jej wzrost po 3 miesiacu przechowywania (tab.
II). W efekcie $rednie wartosci parametru b* mleka po 2 miesiacach przechowywa-
nia byly nizsze (p<0,01) od stwierdzonych dla mleka przechowywanego przez 1, 3
i 4 miesiace. Nalezy réwniez zwroci¢ uwagg, ze po pierwszych dwoch miesiacach
przechowywania wartosci b* byly nizsze (p<0,01) dla mleka przechowywanego
w temperaturze pokojowej, natomiast po 3 i 4 miesiacu byty one juz zblizone do
warto$ci dla mleka przechowywanego w temperaturze chtodniczej. Wskazuje to tym
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samym, ze dynamika wzrostu udziatu barwy zottej w barwie mleka przetrzymywa-
nego w wyzszej temperaturze byta wigksza.

Konsekwencja roznic stwierdzonych w wartosciach chromatycznych wskaznikow
barwy mleka bylo zréznicowanie nasycenia jego barwy (tab. II). Zaréwno w mleku
przechowywanym w temperaturze chlodniczej, jak i pokojowej, zdecydowanie naj-
nizsze warto$ci parametru C* (p<0,01) stwierdzono po 2 miesigcu przechowywania,
anajwyzsze po 3 i 4 miesiagcu. Ponadto stwierdzono, ze §rednie warto$ci parametru
C* obliczone dla mleka po 1 i 2 miesigcu przetrzymywania w temp. 4°C byty wyzsze
(p<0,01) w poréwnaniu z mlekiem przetrzymywanym w temp. 20°C.

Francis i Clydesdale (16) zaproponowali wykorzystanie indeksu zottosci (Y1),
jako wskaznika barwy mleka, ktoérego warto$¢ informuje o procesie brazowienia
mleka. Analiza Y1 dla badanego mleka UHT (tab. 11) wykazatla, ze jego wartosci
w mleku przechowywanym przez 3 i 4 miesiace w temperaturze pokojowej byty
wyzsze (p<0,01) w poréwnaniu z wartosciami obliczonymi dla mleka z pozostatych
dwoch grup. Z kolei w mleku sktadowanym w temp. 4°C, warto$¢ Y1 po 3 i 4 mie-
sigcach trwania eksperymentu nie przekroczyta jego warto$ci obliczonej dla mle-
ka po 1 miesiacu jego przechowywania (p>0,05). Najnizsze wartosci Y1 (p<0,01)
stwierdzono w mleku po 2 miesiacach przechowywania zaréwno w temperaturze
chlodniczej, jak i pokojowej. Ponadto analiza statystyczna wykazata, ze $rednie
wartosci tego indeksu w mleku po 1 i 2 miesigcu przechowywania w temperaturze
chtodniczej byly wyzsze (p<0,01) niz w mleku przetrzymywanym w temperaturze
pokojowe;j.

Uzyskane wyniki, wskazujace na wzrost wartosci b* i C* wraz z uptywem czasu
przechowywania mleka UHT oraz ich zdecydowanie wigksze warto$ci w mleku
przechowywanym w wyzszej temperaturze sa zgodne z wynikami badan Cais-So-
kolinskiej 1 wspotpr. (10). Z kolei w badaniach Popov-Ralji¢ i wspotpr. (17), pomiary
barwy mleka UHT o zawartoS$ci thuszczu 3,2 %, przechowywanego w temp. 20+£5°C
przez 15, 30, 45, 60 1 90 dni, wykonane w uktadzie CIEL*a*b*, wykazaty tendencje
do zmniejszania si¢ warto$ci L* 1 b* oraz wzrostu a*. W mleku zawierajacym 1,6%
thuszczu warto$ci L* i b* rowniez zmniejszaty sig, natomiast zmiany wartosci a* nie
wykazywaty jednoznacznej tendencji (wzrastaly i spadaty w toku przechowywania
produktu).

WNIOSKI

1. Wraz z uplywem czasu przechowywania mleka UHT w temp. 4°C obserwowa-
no w nim wzrost zawartosci catkowitego HMF. Stwierdzone w mleku przetrzymy-
wanym w temp. 20°C charakterystyczne zmiany zawartos$ci wolnego i catkowitego
HMF sugerowaly zwigkszone tempo dalszych przemian tych zwiazkow w kolejnych
etapach reakcji Maillarda. Tym samym byto to prawdopodobnie przyczyna braku
istotnych réznic w zawarto$ci analizowanych zwiazkow migdzy mlekiem przecho-
wywanym w temp. 4 1 20°C.

2. Barwg mleka przechowywanego w temp. 20°C charakteryzowata wigksza
dynamika zmian (wzrost) udziatu w niej barwy czerwonej (a*) i zottej (b*) oraz
indeksu zo6ttosci (YI).
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CHANGES IN THE HYDROXYMETHYLFURFURAL (HMF) CONTENT
AND COLOR OF UHT MILK DURING STORAGE

Summary

The aim of this study was to determine the effect of temperature and storage time (4 months) on the
hydroxymethylfurfural (HMF) content and color of UHT milk. The total HMF content of milk increased
during storage at 4°C. The changes noted in the content of free and total HMF in milk stored at 20°C
point to a faster rate of transformations in successive stages of the Maillard reaction. The color of milk
stored at 20°C was characterized by more dynamic changes, including an increase in the values of redness
(a*), yellowness (b*) and the yellowness index (YI).
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