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Streszczenie

Uktad emulsyjny jest istotnym aspektem jakosci i stabilno$ci mleka, stad celem niniejszej
pracy byto okreslenie wplywu zmian w ukladzie emulsyjnym na technologiczne wtasciwosci
mleka. Realizacj¢ celu pracy rozpoczgto od dokonania przegladu literatury dotyczacej
biofunkcjonalnych wtasciwosciach otoczek kuleczek thuszczowych, w ktére bogata jest
maslanka. W kolejnych etapach badano: wptyw dodatku maslanki w proszku oraz warunkow
procesu homogenizacji na stabilno$¢ ukladu emulsyjnego 1 koloidalnego mleka;
wysokocisnieniowej homogenizacji (HPH) tacznej 1 rozdzielnej na stabilno$¢ cieplng (HS)
1 wlasciwos$ci uktadu emulsyjnego mleka oraz mozliwosci wykorzystania maslanki w produkcji

jogurtéw niskotluszczowych.

Stwierdzono wptyw HPH w zakresie temp. 4°C-60°C na zmniejszenie rozmiaru kuleczek
thuszczowych, w tym wigkszym zakresie im wyzsza temperature zastosowano. Zar6wno HS,
jak 1 lepkos¢ mleka zmniejszyly si¢ po homogenizacji, natomiast wzrosly przy dodatku
maslanki w zakresie od 0,3%-1,5%.

Stwierdzono takze zmniejszenie kuleczek tluszczowych mleka wraz ze wzrostem
temperatury po HPH tacznej, podczas gdy HPH rozdzielna skutkowata ich aglomeracja. Barwa
mleka po HPH tacznej byta o 1,5-2,0 razy wyzsza od barwy mleka po HPH rozdzielne;.

Dodatek maslanki w proszku przy produkcji jogurtu nie wptywat na szybkos¢ ukwaszenia
mleka. W jogurcie z dodatkiem maslanki stwierdzono nizszg zawarto$¢ fosfolipidow 1 nieco
wigksza ich strat¢ przy przechowywaniu oraz wyzsza zawarto$¢ kwasu mlekowego
w poréwnaniu z jogurtem z dodatkiem odtluszczonego mleka w proszku. Nie stwierdzono
roéznic pomiedzy jogurtami w zawartos$ci 1 profilu kwasow tluszczowych.

Poprzez modyfikacje¢ parametréw homogenizacji mozliwa jest poprawa wilasciwosci
technologicznych wyrobow mlecznych z dodatkiem maslanki, tj. HS 1 lepkosci. £.aczna HPH,
w wigkszym stopniu niz rozdzielna, stabilizuje fazg¢ emulsyjna mleka. Mozliwe jest
zastosowanie maslanki jako dodatku do poprawy stabilnosci uktadu emulsyjnego mleka oraz

jako dodatku przy produkcji jogurtu o nowych cechach funkcjonalnych.

Stowa kluczowe: uktad emulsyjny mleka, maslanka w proszku, homogenizacja, kuleczki

thuszczowe mleka, jogurt odttuszczony



Abstract

The emulsion system is an important aspect of milk quality and stability, hence
the purpose of this study was to determine the effect of changes in the emulsion system on
the technological properties of milk. In order to achieve the aim of the study, a review
of the literature on the biofunctional properties of milk fat globule membranes and buttermilk
as its source was performed. In the next stages, the following were examined: the influence
of buttermilk powder addition and the conditions of the homogenization process on the stability
of the emulsion and colloidal milk system; the impact of full-stream and partial high-pressure
homogenization (HPH) on thermal stability (HS) and the properties of the milk emulsion
system, and the possibility of using buttermilk in the production of low-fat yogurt.

The effect of HPH in the temperature range of 4°C-60°C on reducing the size of fat
globules was found, to a greater extent the higher the temperature used. The viscosity and HS
of milk decreased after homogenization and increased after the addition of buttermilk powder
in the range of 0.3%-1.5%.

Milk fat globules sizes were found to decrease with increasing temperature after
full-stream HPH, while partial HPH resulted in agglomeration. The colour of the milk processed
by full-stream HPH was 1.5-2.0 times higher compared to milk subjected to partial HPH
treatment.

The addition of buttermilk powder in yogurt production did not affect the rate of milk
acidification. Yogurt with the addition of buttermilk powder was characterized by a lower
content of phospholipids and a slightly higher loss of phospholipids during storage, as well as
a higher content of lactic acid compared to yogurt with skimmed milk powder. There were no
differences in the content and profile of fatty acids between the analysed yogurts.

Modification of homogenization parameters may improve the technological properties
of dairy products with the addition of buttermilk, i.e. HS and viscosity. Full-stream HPH
stabilizes the milk emulsion phase to a greater extent than partial HPH. It is possible to use
buttermilk as an additive to improve the stability of the emulsion system of milk and as

an additive in the production of yogurt with new functionalities.

Keywords: milk emulsion system, buttermilk powder, homogenization, milk fat

globules, skimmed yogurt



Wykaz publikacji wchodzacych w sklad cyklu stanowiacego
rozprawe doktorska

Podstawe niniejszej pracy stanowi cykl powigzanych tematycznie, czterech artykutow
naukowych, dotyczacych problematyki wplywu modyfikacji uktadu emulsyjnego mleka na
jego wlasciwosci technologiczne. Artykuty zostaty opublikowane
w czasopismach wymienionych w wykazie czasopism naukowych i recenzowanych materiatow
z konferencji migdzynarodowych Ministerstwa Edukacji 1 Nauki (MEiN) z dnia 18 lutego
2021 r., 21 grudnia 2021 r. oraz z dnia 5 stycznia 2024 r.

l. Garczewska-Murzyn, A., Smoczynski, M. (2021). Biofunctional Properties
of Milk Fat Globule Membrane Phospholipids. Polish Journal of Natural Sciences, 36 (4),
433-445. https:// www.uwm.edu.pl/polish-journal/sites/default/files/issues/articles/6-

garczewska-murzyn_smoczynski.pdf.

Punkty MEiNuy2021 — 40 pkt.
Punkty MEiNGstyczen2024 — 40 pkt.

Moj udzial procentowy w powstaniu publikacji 1 szacuje¢ na 80%. Praca wniesiona
przeze mnie polegala na opracowaniu zalozen, przegladzie dostepne;j literatury, przygotowaniu
wstepnej 1 ostatecznej wersji manuskryptu, a takze na przygotowaniu odpowiedzi na uwagi

recenzentow.

2. Garczewska-Murzyn, A., Kielczewska, K., Smoczynski, M. (2022).
The Influence of Buttermilk Powder on the Stability of Emulsion and Colloidal Phases
of Homogenized Milk. European Food Research and Technology 248, 2629-2636.
https://doi.org/10.1007/s00217-022-04075-y.

Punkty MEiNgudzien2021 — 70 pkt.
Punkty MEiNstyczen2024 — 70 pkt.
Journal Impact Factor — 3.3

Liczba cytowan — 2


https://www.uwm.edu.pl/polish-journal/sites/default/files/issues/articles/6-garczewska-murzyn_smoczynski.pdf
https://www.uwm.edu.pl/polish-journal/sites/default/files/issues/articles/6-garczewska-murzyn_smoczynski.pdf
https://doi.org/10.1007/s00217-022-04075-y

Moj udzial procentowy w powstaniu publikacji 2 szacuje na 65%. Praca wniesiona
przeze mnie przy tworzeniu publikacji polegata na opracowaniu koncepcji i projektu badan,
opracowaniu metodyki i przeprowadzeniu doswiadczen, analizie i interpretacji danych, na
przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu oraz na przygotowaniu odpowiedzi

na uwagi recenzentow.

3. Kietczewska, K., Brozek, O., Rudkowska, P., Garczewska-Murzyn, A.,
Smoczynski, M. (2022). The Effects of Full-Stream and Partial High-Pressure Homogenisation
on the Properties of Milk Emulsion. International Journal of Food Science and Technology, 57,
7167-7174. https://doi.Org/10.1111/1jfs.16059.

Punkty MEiNgrdzien2021 — 70 pkt.
Punkty MEiNstyczeﬁ2024 -70 pkt.
Journal Impact Factor — 3.3

Liczba cytowan — 1

Mo udzial procentowy w powstaniu publikacji 3 szacuje¢ na 40%. Praca wniesiona
przeze mnie przy tworzeniu publikacji polegata na opracowaniu metodyki, walidacji oraz na

przygotowaniu wersji oryginalnej manuskryptu.

4. Garczewska-Murzyn, A., Smoczynski, M., Kotowska, N., Kielczewska, K.
(2022). Effect of Buttermilk and Skimmed Milk Powder on the Properties of Low-Fat Yoghurt.
Journal of Food Science and Technology 59, 2160-2167. https://doi.org/10.1007/s13197-021-
05227-w.

Punkty MEiNgrdzien2021 — 70 pkt.
Punkty MEiNstyczen2024 — 70 pkt.
Journal Impact Factor — 3.1

Liczba cytowan — 5

Moj udzial procentowy w powstaniu publikacji 4 szacuje na 60%. Praca wniesiona
przeze mnie przy tworzeniu publikacji polegala na przeprowadzeniu doswiadczen, analizie

1 interpretacji danych, na napisaniu i korekcie manuskryptu.


https://doi.org/10.1111/Ijfs.16059
https://doi.org/10.1007/s13197-021-05227-w
https://doi.org/10.1007/s13197-021-05227-w

Zbior wymienionych powyzej publikacji wraz z zatacznikami i1 o$wiadczeniami
kontrybucji wspotautorow poprzedzaja: streszczenie i opis stanowigcy synteze zatgczonych
publikacji. Praca zawiera rowniez uzasadnienie celowos$ci podjetych badan, opis metodyki,

uzyskanych wynikoéw oraz dyskusje i wnioski.

Sumaryczne wskazniki bibliometryczne publikacji wchodzacych w sktad pracy

doktorskiej sg nastepujace:

Suma punktéw MEiNluty/grudzieﬁZOZl =250 pkt.
Suma punktoéw MEiN2p24 = 250 pkt.
Sumaryczny Impact Factor = 9.7

Baza Web of Science
Liczba cytowan = 8

Index Hirscha (Index h) =1
Baza SCOPUS

Liczba cytowan = 8

Index Hirscha (Index h) = 2

10



1. Wstep

1.1. Uklad emulsyjny mleka

Mleko jest modelowym produktem spozywczym, wcigz inspirujacym naukowcoéw do
dalszych badan oraz zrédlem wiedzy o wzajemnych powigzaniach mig¢dzy jego spozyciem
a wplywem na ludzki organizm. Zarowno mleko, jak i jego przetwory sa produktami
spozywczymi o wysokiej wartosci odzywczej 1 dietetycznej, ze wzgledu na zawarte w nich
biologicznie aktywne sktadniki (Korhonen, 2009). Badanie i zglebianie wiedzy nad
biologicznymi funkcjami sktadnikéw mleka oraz ich technologiczng przydatnoscia moze
przyczyni¢ si¢ do lepszego wykorzystania ich wilasciwosci odzywczych, a takze do
opracowania zywnosci biofunkcjonalnej, prozdrowotnej, o wyraznych walorach
terapeutycznych, przeznaczonej do zwalczania okreslonych choréb Iub zaspokajania
specyficznych potrzeb konsumentow. Na szczegdlng uwage zastuguja wyroby mleczne
w proszku: mleko w proszku, maslanka w proszku, serwatka w proszku, koncentraty
wszystkich bialek mleka oraz koncentrat biatek serwatkowych, ktore ze wzgledu na swoje
uzyteczne wilasciwosci 1 wartosci odzywcze, moga stanowi¢ ciekawe dodatki do zywnosci
(Silva & O’Mahony, 2017).

Tluszcz mlekowy jest prawdopodobnie najbardziej zlozonym i najmniej poznanym
sktadnikiem mleka. Zawartos$¢ lipidow zalezy od gatunku 1 waha si¢ od 3,8% do 3,9% w mleku
kobiecym i od 3,0% do 5,0% w mleku krowim (Rodriguez-Alcala i in., 2017). Wystgpuje on
w mleku, w formie kuleczek tluszczowych o wielkosci od 0,2 pm do 15 pm, ze $rednig
wielkoscig 4 um. Lipidy powstaja w komorkach nabtonkowych gruczotu mlekowego 1 sa
wydzielane w postaci zemulgowanej jako kuleczki thuszczu mlekowego, pokryte trojwarstwa
fosfolipidowo-biatkowa. Ta trojwarstwa, zwana rowniez otoczka kuleczek thuszczowych mleka
(ang. MFGM - Milk Fat Globule Membrane), jest bogata w skladniki o udowodnionych
wlasciwosciach  prozdrowotnych, funkcjonalnych oraz przydatnych technologicznie.
MFGM utrzymuje natywne kuleczki thuszeczu mlekowego w formie zemulgowanej i chroni je
przed flokulacja czy koalescencjg oraz zapobiega utlenianiu 1 hydrolizie thuszczu mlekowego,
co poprawia stabilno$¢ emulsyjng 1 przydatno$¢ technologiczng mleka w przemysle
mleczarskim (Bourlieu & Michalski, 2015; Dewettinck 1 in., 2008; El-Loly, 2011;
Heid & Keenan, 2005; Mather & Keenan, 1998; Singh & Gallier 2017; Smoczynski i in., 2012).
Kuleczki tluszczu mlekowego sktadaja si¢ z apolarnego rdzenia wewngtrznego, w sklad
ktorego wchodza triacyloglicerole 1 estry cholesterolu, otoczonego trojwarstwa

fosfolipidowo-biatkowa, o grubosci od 10 nm do 20 nm. MFGM jest zlozong struktura,

11



zbudowang z roznych komponentow, gtownie z biatek oraz niepolarnych i1 polarnych lipidow
(takich jak fosfolipidy i cholesterol), a ponadto zawiera cerebrozydy, glikoproteiny, enzymy,
neutralne lipidy, karotenoidy, witaming A, jony metali (zelazo, miedz) oraz inne sktadniki
(Danthine i in., 2000; Deeth, 1997; Huppertz & Kelly, 2006; Jukkola & Rojas, 2017; Singh, 2006).
Bialka stanowig znaczaca czg¢s¢ sktadowa, bo az 25%-60% natywnej otoczki tluszczowej
(Keenan & Mather, 2006), a wedtug Dewettincka 1 in. (2008) ich udziat w otoczce kuleczki
tluszczowej siega nawet 70%. Do glownych bialek otoczki zaliczy¢ mozna: mucyng 1
(skrocone nazwy: MUC 1, PAS 1), dehydrogenaz¢/oksydazg ksantynowa (XDH/XO),
mucyne 15 (MUC 15, PAS III), CD 36 (PAS IV), butyrofiling (BTN), adipofiling (ADPH,
ADRP), laktadheryne (PAS 6/7, MFG-E8) oraz biatko wigzace kwasy ttuszczowe (FABP)
(Dewettinck 1 in., 2008; Smoczynski i in., 2012). Jednym ze sktadnikéw otoczki kuleczek
thuszczowych moga by¢ rowniez triacyloglicerole, ktorych zawarto$§¢ wg literatury moze
stanowi¢ od 20% do 80% masy otoczki. Jednak nalezy pamigtac, ze wickszo$¢ triacylogliceroli
moze pochodzi¢ z zanieczyszczenia rdzeniem kuleczek thuszczowych, podczas izolacji same;j
otoczki. Dlatego w zalezno$ci od uzytych metod do izolacji materiatu, zauwazono duze
zrdéznicowanie podawanych wartosci w literaturze (Walstra, 1985).

Zawartos¢ ttuszczu w mleku krowim zalezy od wielu czynnikow, takich jak zdrowie
krowy, jej wiek, uwarunkowania genetyczne oraz metody karmienia i sktad pozywienia
(Vanderghem 1 in., 2010). Patrzac pod katem zaréwno zywieniowym, jak i przydatno$ci
technologicznej — tluszcz mlekowy jest uznawany za jeden z najwazniejszych sktadnikow
mleka, posiadajacy cenne wlasciwosci odzywcze 1 prozdrowotne (Tokas & Punia, 2019).

Z uwagi na biologiczng aktywnos$¢ fosfolipidow 1 bialek otoczki oraz ich prozdrowotne
oddziatywanie na funkcjonowanie organizmu czlowieka, otoczka kuleczek tluszczowych
mleka uwazana jest za nutraceutyk (Spitsberg, 2005; Dewettinck 1 in., 2008).

Zawartos¢ fosfolipidow w otoczce wynosi od 40% do 75% (Deeth, 1997; Singh, 2006),
a w mleku stanowi do 1% tluszczu mleka (Sanchez-Juanes i in., 2009). Wiekszos¢ fosfolipidow
jest wytwarzana w komorkach ssakow, w retikulum endoplazmatycznym (Singh, 2006;
Smoczynski 1 in., 2012; Vance, 2018). W skiad fosfolipidow mleka wchodza glicerofosfolipidy
1 sfingolipidy. Glicerofosfolipidy zbudowane sg z glicerolu zestryfikowanego kwasami
thuszczowymi w pozycjach sn-1 i sn-2 oraz fosforanem z inng grupa organiczng (np. seryna,
choling) w pozycji sn-3. W przypadku sfingolipidéw budowa jest zréoznicowana i opiera si¢ na
sfingozynie, czyli dlugotancuchowej aminie alifatycznej, zawierajacej dwie grupy
hydroksylowe i jedng grupe aminow3a. Przylaczenie kwasu ttuszczowego do grupy aminowe;j

powoduje powstanie ceramidu. Jesli fosfocholina jest przylaczona do ceramidu — powstaje
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sfingomielina, podczas gdy przylaczenie grupy sacharydowej prowadzi do powstania
sfingoglikolipidu (Dewettinck 1 in., 2008).

Polarne lipidy wystgpujace w otoczce kuleczki thuszczowej, pomimo niewielkiej
zawarto$ci, odgrywaja istotng role w odzywianiu i prawidlowym funkcjonowaniu komorek.
Dzigki swoim unikalnym wtlasciwosciom pehig liczne funkcje w organizmach zywych.
Sa gtownym elementem budulcowym bton komoérkowych (izolujg komorke od srodowiska
1 oddzielaja kompartmenty komorkowe). W organizmie cztowieka, szczegdlnie wysokie
stezenie fosfolipidow wystepuje w mozgu, gdzie wraz z dlugotancuchowymi
wielonienasyconymi kwasami thuszczowymi omega-3 stanowia podstawowy budulec uktadu
nerwowego. Polarne lipidy 1 ich pochodne sa bioaktywnymi czasteczkami biorgcymi udziat
w posrednictwie i rozpoznawaniu sygnatow komodrkowych, oddzialuja réowniez z innymi
sktadnikami komorki. Réwnoczesnie, wcigz ros$nie liczba doniesien udowadniajacych
prozdrowotne wlasciwos$ci lipidow mleka, a zwlaszcza dokumentujacych biologiczng role
fosfolipidow (Anto i in., 2020; Contarini & Povolo, 2013; Conway 1 in., 2014;
Corredig & Dalgleish, 1997; Dewettinck 1 in., 2008; El-Loly, 2011; Fontecha i in., 2020;
Nicolson & Ash, 2014).

Wiele prac badawczych dotyczy waznej roli fosfolipidow w rozwoju choréb zwigzanych
z wiekiem 1 starzeniem si¢ (np. choroba Alzheimera) (Hashioka i in., 2004; Spitsberg, 2005).
Wedtug literatury, wprowadzenie do diety fosfolipidow pochodzacych z mleka ma pozytywne
dzialanie na funkcje mozgu (pamie¢c¢), wykazuje dzialanie przeciwnowotworowe, zmniejsza
ryzyko choréb sercowo-naczyniowych, zapobiega stanom zapalnym, spowalnia starzenie si¢
1 przynosi korzystne efekty u pacjentow z choroba Alzheimera czy Parkinsona, pomaga
w leczeniu stluszczenia watroby, wspomaga rozwdj jelit noworodkéw oraz pelni role
gastroprotekcyjng (Conway 1 in., 2014; Dewettinck 1 in., 2008; Hashioka 1 in., 2004;
Nicolson & Ash, 2014; Rodriguez-Alcala i in., 2017). Dodatek fosfolipidow do diety wptywa
na poprawe stanu zdrowia, poprzez modyfikacje i regeneracj¢ sktadu blon komoérkowych
1 wewnatrzkomoérkowych (gtéwnie mitochondrialnych) (Nicolson & Ash, 2014). Uszkodzenia
w blonach komoérkowych 1 wewnatrzkomorkowych sg typowe przy chorobach przewlektych
(np. w chorobie nowotworowej), zwigzanych z ukladem nerwowym oraz w procesach
starzenia. Stad udzial fosfolipidow pochodzacych z mleka w diecie moze mie¢ wiele
pozytywnych skutkéw dla zdrowia cztowieka. Moga by¢ one stosowane jako suplementy
wspomagajace leczenie w wielu chorobach, bez zadnych toksycznych skutkow dla cztowieka

(Nicolson & Ash, 2014; Schmelz, 2000). Zrodta literaturowe wskazuja na wiele
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wlasciwosci technologiczne, moga one by¢ wykorzystane jako funkcjonalny dodatek do
wzbogacania produktow mlecznych.

Zawarto$¢ lipidow polarnych w mleku surowym waha si¢ na poziomie 9,4-40 mg/100 g
mleka (Pimentel i in., 2016; Rombaut & Dewettinck, 2006). Ich zréznicowana zawartos¢
w roznych produktach mlecznych jest zwigzana z zawartoscig thuszczu w produkcie, a dalej
z iloscig otoczek kuleczek thuszczowych, dlatego produkty wysokottuszczowe sg bogatsze
w fosfolipidy. Najwigkszg koncentracj¢ polarnych lipidéw znajdziemy w serum masta
(660-1250 mg/100 g produktu), jednak przydatno$¢ technologiczna tego produktu do
otrzymywania lipidéw polarnych jest ograniczona. Masto, ze wzgledu na wysoka zawartos¢
thuszczu, mozna uzna¢ za najlepsze zrédto fosfolipidow, jednak podczas zmaslania otoczka
kuleczki thuszczowej zostaje przerwana i w duzej mierze migruje do fazy wodnej, czyli do
maslanki, czgsciowo ze wzgledu na duze powinowactwo do biatek (Ambroziak & Cichosz,
2013; Yeagle, 2014). Maslanka, mimo ze jest produktem niskotluszczowym, ma wysokie
stezenie fosfolipidow. Znajdziemy w niej od 4 do 5 razy wiecej fosfolipidow niz w innych
produktach, biorac pod uwage zawarto$¢ fosfolipidow w stosunku do suchej masy. Wobec
powyzszego, maslanka moze by¢ bardzo dobrym zrédlem fosfolipidow, zwlaszcza po
oczyszczeniu 1 zageszczeniu, co daje mozliwos¢ uzyskania produktu o wysokiej wartosci
funkcjonalnej i odzywczej (Ambroziak & Cichosz, 2013; Lambert i in.,, 2016;
Rombaut & Dewettinck, 2006). Wynika to z przejscia do maslanki otoczki kuleczek
thuszczowych podczas zmaslania $mietanki, jak rowniez obecno$ci w maslance niewielkiej
ilosci tlhuszczu mlekowego w postaci duzej liczby kuleczek tluszczowych o matych rozmiarach
(Conway i in., 2014; Lambert i in., 2016).

Oprocz prozdrowotnych aspektow, maslanka bogata w otoczki kuleczek thuszczowych
charakteryzuje si¢ funkcjonalnymi wlasciwosciami, dzigki czemu znajduje zastosowanie
w wielu gateziach przemystu spozywczego, np. w cukiernictwie, piekarnictwie i przy produkcji
lodoéw (Vanderghem i in., 2010). Maslanka w proszku zawiera przede wszystkim naturalny
emulgator, jakim jest MFGM, a ponadto biatka plazmy mleka, takie jak kazeina i biatka
serwatkowe. Ta wlasciwos¢ maslanki jest istotna technologicznie, poniewaz surowce
1 produkty przetwarzane w przemysle mleczarskim to niejednorodne oraz wielofazowe uktady
emulsyjne i koloidalne (Amador-Espejo i in., 2014).

Homogenizacja hamuje zjawisko rozwarstwiania si¢ fazy tluszczowej z fazag wodna
podczas przechowywania ptynnych produktow mlecznych, poprzez zmniejszenie wielko$ci
kuleczek tluszczu mlekowego, zwickszenie ich liczby i powierzchni oraz modyfikacje

wlasciwosci otoczki kuleczek thuszczowych (Hayes i in., 2005; Pereda i in., 2007).
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Do mechanicznych metod tworzenia stabilnych emulsji nalezy homogenizacja
ci$nieniowa, znajdujgca powszechne zastosowanie w przemys$le mleczarskim. Homogenizacja
przeprowadzona pod wysokim ci$nieniem, zwana HPH (ang. High Pressure Homogenization),
jest dodatkowo czynnikiem wplywajacym na podwyzszenie temperatury i inaktywacje
mikroflory mleka. Zastosowanie tej technologii moze wyeliminowa¢ homogenizacj¢ lub
pasteryzacj¢ czy chociaz obnizy¢ temperature pasteryzacji, jednoczesnie skutecznie eliminujac
mikroorganizmy chorobotwodrcze (Hayes i in., 2005; Pereda i in., 2007; Pedras i in., 2012;
Sandra & Dalgleish, 2005). Homogenizacja HPH prowadzi do dyspers;ji ttuszczu mlekowego
i sprzyja modyfikacji bialek w mleku pelnym oraz w mniejszym stopniu w mieku
odtluszczonym, wskutek ich adsorpcji na zwigkszonej powierzchni kuleczek tluszczowych
(Pereda i in., 2007; Ye i in., 2008; Zamora i in., 2012). W mleku odtluszczonym HPH
nieznacznie zmniejsza wielko$¢ miceli kazeinowych, w wyniku dysocjacji kazeiny «, os1 1 as2
oraz rozpadu miceli kazeinowych (Sandra & Dalgleish, 2005; Touhami i in., 2022). Proces ten
prowadzi réwniez do denaturacji biatek serwatki, gtownie B-laktoglobuliny i w mniejszym
stopniu a-laktoalbuminy (Pereda i in., 2009). Skutkuje to roéwniez zmiang wiasciwosci
funkcjonalnych biatek i wptywa na ich koagulacj¢ (Sandra & Dalgleish, 2007).

Homogenizacja sprzyja adsorpcji biatek mleka na powigkszonej powierzchni kuleczek
thuszczu mlekowego w mleku pelnym (Pereda i in., 2007; Ye i in., 2008). Proces ten
wielokrotnie zwigksza powierzchni¢ kuleczek ttuszczu mlekowego, a powierzchniowo czynne
sktadniki mleka (gléwnie biatka mleka) sg adsorbowane na nowo utworzonej granicy faz.
Micele 1 submicele kazeinowe oraz w mniejszym stopniu biatka serwatkowe sg wiaczane
w struktur¢ nowej otoczki kuleczki thuszczowej (Zamora i in., 2012).

Badano wptyw zastosowania HPH na wlasciwosci produktéw mlecznych, m.in. mleka
spozywczego (Hayes i in., 2005), koncentratow mlecznych (Mercan i in., 2018 a), mleka
w proszku (Mercan i in., 2018 b) oraz masta (Sert & Mercan, 2020). Homogenizacja moze
réwniez modyfikowaé wtasciwosci odzywcze mleka i przetworow mlecznych. Liczne badania
wykazaly roznice w trawieniu natywnych i homogenizowanych kuleczek tluszczu
(Berton i in., 2012; Ye i in., 2010). W czasie przeprowadzania proceséOw technologicznych,
takich jak homogenizacja, istotnym jest zachowanie, w jak najwi¢kszym stopniu, natywnej
struktury zawartych w mleku sktadnikow bioaktywnych, dzigki czemu ich wartos¢ odzywcza
nie ulegnie pogorszeniu (Lu i in., 2021; Michalski & Januel 2006; Smoczynski i in., 2012).

Najczgsciej stosowang w przemysle mleczarskim jest homogenizacja tgczna, w czasie
ktorej homogenizowane jest mleko o standaryzowanej zawarto$ci tluszczu. W celu

zmniejszenia zmian w budowie natywnych sktadnikéw niettuszczowych, stosuje sie¢
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homogenizacje samej $mietanki, ktorg pozniej normalizuje si¢ zawarto$¢ thuszczu w mleku
odttuszczonym. Ten proces nazywamy homogenizacja rozdzielng. Homogenizacje
wysokoci$nieniowg rozdzielng wyrdznia nizszy wplyw na zmiany stabilnosci koloidalne;
mleka, w porownaniu z procesem przeprowadzonym metoda taczng. Dzigki temu, posredni lub
koncowy produkt jest bardziej zblizony swoimi wilasciwosciami do mleka surowego.
Przy zastosowaniu HPH rozdzielnej otrzymujemy produkt z wyzszg agregacja kuleczek
thuszczowych oraz wigkszymi rozmiarami kuleczek tluszczowych mleka, w poréwnaniu
z homogenizacja taczng (Ambroziak i in., 2019). W praktyce, 0 niestabilnosci emulsji $wiadczy
wystepowanie $mietankowania, podczas przechowywania produktu. Kontrola stabilno$ci
emulsji przeprowadzana jest w oparciu o podstdj thuszczu, wyrazonego jako objeto$¢ Smietanki.

Dodatek sktadnikow obnizajacych napigcie powierzchniowe na granicy faz tluszczu
mlekowego/serum mleka, z jednoczesnym zastosowaniem homogenizacji rozdzielnej, moze
by¢ jedna z metod ograniczenia zmian fazy koloidalnej. W przypadku modyfikacji fazy
koloidalnej mleka pelnego i odtluszczonego, rownowaga mineralna zostaje zakldcona
w wyniku dysocjacji koloidalnego fosforanu wapnia i fosforu oraz wzrostu jego zawartosci
w fazie rozpuszczalnej mleka (Kietczewska i in., 2008; Zamora i in., 2007). Utrata rownowagi
miedzy sktadnikami fazy koloidalnej, tj. biatkami 1 skladnikami mineralnymi, prowadzi do
zmian przydatnosci technologicznej mleka. Homogenizacja wysokocisnieniowa modyfikuje
wlasciwo$ci funkcjonalne i technologiczne biatek mleka; zwigksza wrazliwo$¢ mleka na
dziatanie koagulantow i obniza jego stabilno§¢ termiczng (Ambroziak i in., 2019;
Kietczewska 1 in., 2008). Oprocz tego, zaadsorbowane biatka na powierzchni
homogenizowanego ttuszczu mlekowego, wptywaja na jego wihasciwosci. Takie zjawisko
obniza stabilno$¢ termiczng mleka homogenizowanego, co jest istotnym parametrem przy
prowadzeniu obrobki wysokotemperaturowej, przy produkcji zywnos$ci. Obnizenie pH do
wartosci bliskiej punktu izoelektrycznego kazeiny powoduje szybka koagulacj¢ kazeiny wraz
z thuszczem, co jest z kolei waznym zjawiskiem wykorzystywanym w serowarstwie.

W stodkiej maslance, poddanej obrobce HPH, znajduja si¢ kuleczki thuszczu mlekowego
0 mniejszych rozmiarach, nizszym zakresie adsorpcji biatka oraz wyzszym udziale
procentowym sktadnikéw otoczki kuleczki ttuszczowej na powierzchni homogenizowanych
kuleczek tluszczu, niz w mleku (Kietczewska i in., 2021). Kasinos i in. (2014) wykazali, ze
dodatek fosfolipidow zapobiegt zwigkszeniu wielkosci kuleczek tluszczowych mleka
i adsorpcji biatek na ich powierzchni po procesie homogenizacji.

Jogurt, jako jeden z produktéow, do ktorego produkcji mozna wykorzysta¢ maslanke

w proszku, jest otrzymywany na drodze fermentacji z uzyciem jogurtowych kultur
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starterowych, zawierajacych m.in. Lactococcus delbruecki ssp. bulgaricus i Streptococcus
thermophilus (Horiuchi & Sasaki 2012). Stezenie sktadnikow suchej masy jogurtu jest waznym
wyznacznikiem tekstury, sktadu i reologii produktu koncowego. Jedng z metod zwigkszania
zawartos$ci suchej masy mleka, przeznaczonego do produkcji jogurtu, jest dodanie mleka
w proszku lub biatek mleka w proszku, przed jego ukwaszeniem (Jergensen i in., 2019).
Zwicgkszenie zawartosci suchej masy przez dodatek stodkiej maslanki, zapobiega synerezie oraz
poprawia strukture¢ i konsystencj¢ niskottuszczowego jogurtu (Trachoo & Mistry, 1998).
Thuszcz mlekowy jest bardzo waznym sktadnikiem pod wzgledem dyspersji, sktadu kwasow
thuszczowych, ale jest tez nos$nikiem ksztaltujacym smak i konsystencje jogurtu. Dlatego
poszukuje si¢ zamiennikow, dodatkéw, ktore moglyby by¢ stosowane w produktach
niskotluszczowych. Dzigki zastosowaniu maslanki mozna zmodyfikowac cechy sensoryczne
niskottuszczowych jogurtow, tak aby przypominaty jogurty petnottuste (Zhao i in., 2018).

Maslanke w proszku, jako produkt bogaty we fragmenty otoczek kuleczek thuszczowych,
wykorzystano do produkeji jogurtow. Dodatek ten nie zaktocit fermentacji mleka przez bakterie
jogurtowe, a nawet przyczynit si¢ do wzrostu zawartosci kwasu mlekowego oraz naturalnie
zapobiegat synerezie serwatki i wplynal pozytywnie na zdolno$¢ zatrzymania wody,
jak i zwiekszyt adhezyjnos¢ skrzepu jogurtowego w czasie przechowywania (Le i in., 2011).

Zbadano rowniez wykorzystanie maslanki w proszku na poprawg stabilno$ci termicznej
rekombinowanego mleka. W przypadku mlecznych produktow rekombinowanych, dodatek
maslanki oraz §mietanki w proszku podczas procesu intensywnej obrobki cieplnej (sterylizacji),
mial duzy wplyw na powstrzymanie wzrastajacej pod wpltywem ciepta lepkosci, jak réwniez
wplynal pozytywnie na stabilizacj¢ cieplna rekombinowanych wyrobow. Naturalny dodatek
$mietanki czy maslanki w proszku do produktow mlecznych rekombinowanych, poddawanych
wysokiej obrobce termicznej, pozwala unikna¢ dodatku substancji, takich jak lecytyna sojowa,
pozytywnie wpltywajgca na stabilno$¢ cieplng (Kasinos i in., 2014).

Zastosowanie dodatku zawierajacego lipidy polarne, pochodzace =z kuleczek
thuszczowych mleka, skutkuje wzbogaceniem wyrobu o natywne skiladniki mleka
z udowodnionymi wilasciwosciami zdrowotnymi, jak rowniez umozliwia wykorzystanie jego
wilasciwos$ci technologicznych, wysoce pozadanych w technologii mleczarskie;.

Omowione powyzej wlasciwosci sktadnikéw otoczki kuleczek thuszczowych mleka,
wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania ich w produktach mleczarskich, w celu modyfikacji
okreslonych cech funkcjonalnych. Osiggnigcie pozadanych cech wyrobow mleczarskich,
w czasie przeprowadzanych zabiegéw technologicznych (np. brak podstoju $mietanki), przy

pomocy naturalnie wystepujacych sktadnikow mleka, a w tym przypadku sktadnikoéw otoczki
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kuleczek thuszczowych, wpisuje si¢ w trend projektowania wyrobow o prostym sktadzie,

z tzw. ,,czysta etykieta” 1 naturalnym pochodzeniem.
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1.2. Uzasadnienie wyboru problemu badawczego

Przeglad literatury, dotyczacej biofunkcjonalnych witasciwosci fosfolipidow,
pochodzacych z otoczek kuleczek ttuszczowych mleka (publikacja 1), wskazuje na duze
zainteresowanie badaczy wiasciwosciami prozdrowotnymi i odzywczymi tych sktadnikow.
W dostepnej literaturze znaleziono jednak stosunkowo nieliczne badania skoncentrowane na
charakterystyce wlasciwosci technologicznych ww. sktadnikow, ktére moglyby pozytywnie
wplyna¢ na modyfikacje uktadu emulsyjnego i koloidalnego mleka. Zmiany w ukltadzie
emulsyjnym mleka sa na co dzien wykorzystywane w przemysle mleczarskim, w celu
stabilizacji uktadu, niedopuszczenia do podstoju $mietanki, tak aby otrzymane wyroby
charakteryzowaty si¢ wWysoka jakoscia i odpowiadaty potrzebom konsumentow. W tym celu
wykorzystuje si¢ zabieg homogenizacji oraz dodatek emulgatorow. Trend czystej etykiety oraz
funkcjonalno$ci zywnosci, oczekiwanej przez kupujacych, wymaga od przetworcoOw
poszukiwania rozwigzan technologicznych prowadzacych do otrzymania produktow
o wskazanych wlasciwos$ciach, z wykorzystaniem naturalnych dodatkéw — najlepiej natywnych
sktadnikéw mleka.

W celu okreslenia wptywu zmian w ukladzie emulsyjnym 1 koloidalnym na
technologiczne wiasciwosci mleka, na wstepie dokonano analizy stanu wiedzy na temat
biofunkcjonalnych witasciwosci otoczek kuleczki thuszczowej, w ktore bogata jest maslanka
(publikacja 1). Nastepnie podjeto badania dotyczace realizacji zalozonego celu pracy.
Pierwszy kierunek dotyczyt charakterystyki zmian we witasciwosciach fizykochemicznych
mleka, w wyniku modyfikacji jego  sktadu, poprzez dodatek  maslanki
w proszku oraz warunkow przeprowadzenia procesu homogenizacji (publikacja 2). Drugim
kierunkiem byto zastosowanie homogenizacji tacznej i rozdzielnej w celu ograniczenia wplywu
homogenizacji na sktadniki niettuszczowe mleka (publikacja 3). W ramach badan okreslono
réwniez mozliwo$¢ wykorzystania maslanki i odtluszczonego mleka w proszku, jako dodatku
do standaryzacji zawarto$ci suchej masy mleka, w produkcji jogurtéw niskotluszczowych
(publikacja 4).

Przeglad literatury wskazuje, ze okreslenie wpltywu odpowiednich warunkow
homogenizacji mleka, w celu stabilizacji uktadu emulsyjnego i koloidalnego mleka, byto
przedmiotem wielu analiz. Natomiast nieliczne badania dotyczyly mozliwosci zastosowania
kombinacji odpowiednio dobranych warunkéw procesu homogenizacji z rownoczesnym
dodatkiem substancji wptywajacych na uktad emulsyjny mleka. Stad wykorzystanie dodatku
maslanki, bogatej w sktadniki otoczki kuleczek thuszczowych, stabilizujace uktad emulsyjny,

wraz z procesem mechanicznym, jakim jest HPH, moze pozytywnie wplynaé¢ na uktad
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emulsyjny i koloidalny mleka. Dlatego w przeprowadzonym doswiadczeniu (publikacja 2)
podjeto sie kompleksowej analizy wtasciwosci technologicznych homogenizowanego mleka
z dodatkiem maslanki w proszku. Weryfikacja wptywu temperatury, ci$nienia oraz rodzaju
homogenizacji, z rownoczesnym, zmiennym dodatkiem maslanki, moze pozwoli¢ na dobranie
optymalnych warunkéw produkcji i zaprojektowanie innowacyjnych, naturalnych,
rownoczesnie funkcjonalnych produktow mleczarskich, o nowych wlasciwosciach
sensorycznych i technologicznych. Szczegétowa analiza zmian w mleku, wywotanych przez
proces homogenizacji oraz modyfikacja uktadu emulsyjnego mleka z wykorzystaniem
homogenizacji tacznej i rozdzielnej (publikacja 3), wskazuje jak wazne jest, dla otrzymania
innowacyjnego produktu, dobranie wlasciwych warunkéw procesu homogenizacji
(np. zastosowanego ci$nienia, temperatury). Przeprowadzono réwniez badania nad
wykorzystaniem maslanki w produkcji  jogurtu, rownocze$nie wzbogacajac  go
w biofunkcjonalne witasciwosci sktadnikéw otoczek kuleczek thuszczowych. W tym celu
wykorzystano maslanke w proszku, jako dodatek do standaryzacji zawarto$ci suchej masy
mleka, do produkcji jogurtow niskottuszczowych (publikacja 4). Innowacyjnosc
przeprowadzonych badan polegata na szczegotowej analizie otrzymanego produktu pod katem
wlasciwosci przydatnych technologicznie oraz pordéwnaniu otrzymanych wynikow ze
standardowymi, obecnymi na rynku, jogurtami niskottuszczowymi z dodatkiem
odttuszczonego mleka w proszku.

Uzyskane wyniki w ww. badaniach uzupeiniajg wiedz¢ w zakresie technologii mleka
1 wyrobow mleczarskich pod katem modyfikacji uktadu emulsyjnego 1 koloidalnego mleka,
z zachowaniem wysokiej jakosci gotowych wyrobow. Dodatkowym uzasadnieniem
przeprowadzonych badan jest bardzo duza ztozonos¢ sktadu produktéw mleczarskich, ktory
W czasie przeprowadzanych proceséw technologicznych ulega dodatkowej modyfikacji, nie
bez wptywu na wilasciwosci gotowych produktow. Trend czystej etykiety 1 naturalnego
pochodzenia sktadnikow wyrobow mleczarskich, sktania do badan dotyczacych wptywu
modyfikacji ukladu emulsyjnego mleka jako surowca, z wykorzystaniem w tym celu
natywnych skladnikéw mleka, ktore oprocz technologicznych, wykazuja roéwniez

udokumentowane wiasciwosci prozdrowotne.
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2. Cel pracy

Gléwnym celem pracy byto okreslenie wptywu zmian w uktadzie emulsyjnym mleka na

jego wilasciwosci technologiczne.

Aby zrealizowa¢ gtoéwny cel niniejszej pracy, ustanowiono nast¢pujace posrednie cele:

analiza dostepnej literatury dotyczacej biofunkcjonalnych wiasciwosci fosfolipidow,
jako gléwnych sktadnikéw otoczek kuleczek ttuszczowych mleka oraz potencjalnych
korzys$ci wynikajacych z ich obecnos$ci w diecie cztowieka,

okreslenie mozliwosci wykorzystania potencjalnych wilasciwosci technologicznych
maslanki w proszku, bogatej w sktadniki otoczek kuleczek tluszczowych, w celu
modyfikacji uktadu emulsyjnego mleka,

okreslenie wplywu homogenizacji nisko- i1 wysokoci$nieniowej, w potaczeniu
z dodatkiem maslanki w proszku, na dyspersj¢ kuleczek thuszczu mlekowego oraz
stabilno$¢ emulsyjng i koloidalng mleka,

porownanie wptywu homogenizacji dwustopniowej, przeprowadzonej metoda taczna
1 rozdzielna, przy zastosowaniu roznych parametrow temperatury, na stopien dyspersji
thuszczu mlekowego, stabilno$¢ emulsji, barwe oraz lepkos¢,

okreslenie mozliwosci wykorzystania maslanki, jako dodatku do standaryzacji

zawartosci suchej masy mleka, w produkcji jogurtow niskottuszczowych.

Realizacja badan w ramach pracy doktorskiej stuzyta weryfikacji nastepujacych hipotez
badawczych:
1.

sktadniki otoczek kuleczek tluszczowych posiadaja biofunkcjonalne, prozdrowotne
wlasciwosci, opisane w literaturze i moga by¢ wykorzystane jako technologiczny
dodatek wplywajacy na wlasciwosci mleka,

zastosowane warunki podczas procesu homogenizacji, w istotny sposéb wptywajg na
uktad koloidalny i emulsyjny mleka,

istnieje mozliwos¢ wykorzystania maslanki w proszku w celu modyfikacji lub
poprawy wtasciwosci uktadu emulsyjnego mleka i produktow mleczarskich,
zastosowanie odpowiednio dobranej techniki homogenizacji (ci$nienie, temperatura)
wraz z dodatkiem maslanki, bogatej w funkcjonalne sktadniki otoczki kuleczki
thuszczowej, umozliwi otrzymanie produktu o wysokiej jakosci, ze stabilnym uktadem

koloidalnym i emulsyjnym,
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wykorzystanie maslanki w proszku moze pozytywnie wptyna¢ na charakterystyke
otrzymywanych produktéw mleczarskich,

istnieje mozliwos¢ wykorzystania, opisanych w literaturze, prozdrowotnych

I technologicznych cech maslanki w proszku, w produkcji innowacyjnych produktow
mleczarskich.
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3. Material i metody

3.1. Organizacja badan

W celu analizy wptywu zmian w uktadzie emulsyjnym na technologiczne wlasciwosci
mleka, prace badawcze rozpocz¢to od analizy literatury dotyczacej funkcjonalnych
wlasciwo$ci  fosfolipidow, jako sktadnikow otoczek kuleczek thuszczu mlekowego
(publikacja 1), ktére w duzej mierze odpowiadajg za stabilizacje catego uktadu emulsyjnego.
Po zapoznaniu si¢ ze zrodtami naukowymi wskazujacymi na biofunkcjonalne, prozdrowotne
wilasciwosci sktadnikow MFGM (publikacja 1), w badaniach skupiono si¢ na mozliwo$ciach
wykorzystania ich potencjalnych wiasciwosci technologicznych (maslanki bogatej w ww.
sktadniki). Obok homogenizacji moga one petni¢ role mozliwego dodatku wptywajacego na
uktad emulsyjny mleka i wzbogacajacego innowacyjne, prozdrowotne wyroby mleczarskie.
Cze$¢ doswiadczalng prac badawczych podzielono na kolejne 3 etapy:

Etap 1 — Zbadanie wptywu potaczonego efektu homogenizacji oraz dodatku maslanki
w proszku, jako czynnikéw wptywajacych na uktad emulsyjny mleka.

Badano wptyw dodatku maslanki w proszku (od 0,3% do 1,5%) na stabilno$¢ fazy emulsyjnej
I koloidalnej mleka homogenizowanego z zastosowaniem roéznych warunkow (temperatura,
ci$nienie) procesu homogenizacji. W uzyskanych probkach mleka okreslono rozktad wielkosci
kuleczek ttuszczowych mleka, stabilno$¢ cieplng oraz lepkos¢ (publikacja 2).

Etap 2 — Okreslenie wplywu homogenizacji tacznej i rozdzielnej na wlasciwosci emulsyjne
mleka.

Badaniom poddano probki mleka o zawartosci ttuszczu 3,5%, uzyskane po homogenizacji
facznej 1 rozdzielnej, i scharakteryzowano wptyw tych procesow na wielkos¢ kuleczek
thuszczowych, proces rozdziatu faz i zmiany w kolorze (publikacja 3).

Etap 3 — Wykorzystanie maslanki w proszku jako mozliwego dodatku do standaryzacji suchej
masy mleka przy produkcji jogurtu.

W tym celu wyprodukowano jogurty roznigce si¢ uzytym dodatkiem produktu w proszku
(maslanka 1 odtluszczone mleko) do standaryzacji suchej masy mleka. Uzyskane jogurty
przebadano pod katem sktadu, kwasowosci, synerezy, zawartosci kwasow thuszczowych

i fosfolipidow (publikacja 4).
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3.2. Material badawczy
3.2.1. Publikacja 2

Badajac wptyw dodatku maslanki w proszku na stabilno$¢ fazy emulsyjnej i koloidalnej
mleka homogenizowanego, wykorzystano mleko krowie i stodkg maslanke. Mleko surowe
pochodzito  ze  Stacji  Dydaktyczno-Badawczej ~w  Baldach Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Maslanke stodka w proszku otrzymano jako produkt
uboczny, w wyniku wyrobu masta metoda periodyczng, nastgpnie zostala ona wysuszona
jednoetapowo, rozpytowo w suszarce Biichi Mini B-290 (Biichi Labortechnik AG, Flawil,
Szwajcaria). Dodatek maslanki w proszku do mleka, o standaryzowanej zawartosci tluszczu
3,5%; wynosit od 0,3% do 1,5% (w/v) i byl dodawany w odstepach 0,3% (w/v). Mleko
o objetosci 800 ml bez dodatku oraz z dodatkiem maslanki w proszku w ww. ilo$ciach, zostato
poddane procesowi konwencjonalnej homogenizacji pod cisnieniem 20 MPa i w temperaturze
60°C oraz wysokocisnieniowej homogenizacji (HPH) pod ci$nieniem 100 MPa i kolejno
w temperaturach: 4°C, 20°C, 40°C i 60°C, w homogenizatorze PandaPlus 2000 (Gea Niro
Soavi, Parma, Wtochy).

Probke kontrolng stanowito mleko niechomogenizowane o zawarto$ci ttuszczu 3,5%, bez
dodatku maslanki. Przeprowadzono 4 niezalezne do$§wiadczenia z wykorzystaniem czterech
partii mleka surowego. Wszystkie procesy technologiczne przeprowadzono na Hali
Technologicznej im. prof. Stefana Poznanskiego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego

w Olsztynie.

3.2.2. Publikacja 3

Mleko wykorzystane do przeprowadzenia badan nad okresleniem wptywu HPH tacznej
i rozdzielnej na wlasciwosci emulsyjne mleka, pochodzito ze Stacji Dydaktyczno-Badawczej
w Batdach Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Zostato ono zakonserwowane
dodatkiem azydku sodu. Standaryzowano je do 3,5%; a $mietanke do 20% zawartos$ci thuszczu,
po odwirowaniu w temperaturze 45°C, w wirdwce ciagtej (Tetra Pak — Obram, Tomaszkowo,
Polska). Mleko oraz $mietanke poddano dwustopniowej HPH w homogenizatorze Panda 2000
(GEA Niro Soavi, Parma, Wlochy). W procesie wysokoci$nieniowej homogenizacji
rozdzielnej, $mietankg (zaw. 20% thuszczu) uzyta do standaryzacji mleka odttuszczonego,
homogenizowano pod cisnieniem 100 MPa/20 MPa. Przy wykorzystaniu wysokoci$nieniowej
homogenizacji tacznej, mleko o zawartosci ttuszczu 3,5% homogenizowano pod ci$nieniem
100 MPa/20 MPa. Dodatkowo zastosowano rézne temperatury procesu (publikacja 2, fig. 1).

Probke kontrolng stanowito mleko niechomogenizowane o zawartosci tluszczu 3,5%. Badane
24



probki mleka przechowywano w temperaturze 4°C + 1°C, a przed analizg doprowadzano je do
temperatury pokojowe;j.
Wszystkie procesy technologiczne odbyty si¢ na Hali Technologicznej im. prof. Stefana

Poznanskiego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

3.2.3. Publikacja 4

Do przeprowadzenia doswiadczenia nad wptywem dodatku maslanki i odtluszczonego
mleka w proszku do mleka, na wtasciwosci jogurtu niskotluszczowego, wykorzystano mleko
surowe, pozyskane zima z gospodarstw wojewodztwa warminsko-mazurskiego, a takze stodka
maslanke w proszku i1 odtluszczone mleko w proszku, wyprodukowane w zakladzie
przemystowym. Mleko surowe bylo standaryzowane pod katem zawartosci tluszczu poprzez
odwirowanie w temperaturze 45°C w wirowce (Gea Westfalia Separator System GmbH, Oelde,
Niemcy). Zawarto$¢ suchej masy w mleku, na poziomie 13%, otrzymano przy uzyciu maslanki
w proszku (BMP) i odtluszczonego mleka w proszku (SMP), natomiast zawarto$¢ tluszczu
standaryzowano do 1,5% dodatkiem $mietanki o zawartosci 30% tluszczu. Probki mleka
poddano nastgpnie dwuetapowemu procesowi homogenizacji w temperaturze 65°C i ciSnieniu
pl = 15 MPa oraz p2 = 3 MPa, przy uzyciu homogenizatora PandaPlus 2000 (Gea Niro Soavi,
Wilochy) oraz pasteryzacji w temperaturze 95°C przez 60 s, przy uzyciu urzadzenia Thermomix
TM 31 (Vorwerk, Wuppertal, Niemcy). Do mleka, po uprzednim schtodzeniu do temperatury
45°C, dodano liofilizowang kulture starterowa YC-X11 Yo-flex (Chr. Hansen, Hoersholm,
Dania), zawierajaca szczepy Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus i Streptococcus
thermophilus. Probki po wymieszaniu umieszczono w plastikowych kubkach i inkubowano
w temperaturze 45°C, do osiagniecia pH 4,6-4,7. Otrzymane jogurty schtodzono do

temperatury 4°C i poddano analizom po 1 dniu, 7 i 21 dniach przechowywania.
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3.3. Metody badan

3.3.1. Pomiar rozkladu wielkosci czastek

Do analizy wielkosci kuleczek thuszczowych mleka wykorzystano metode dyfrakcji
laserowej, przy uzyciu analizatora wielkos$ci czgstek Mastersizer 3000, wyposazonego
w He-Ne laser (632,8 nm), z przystawka dyspergujaca Hydro EV (Malvern Instrument,
Malvern, Wielka Brytania). Wspotczynniki zatamania §wiatla wynosity 1,46 — dla mleka
I 1,33 — dla wody dejonizowanej, jako $rodka dyspergujacego. Pomiaré6w dokonywano przy
obskuracji w zakresie 10% do 12% (publikacja 2 i 3). Badano probki mleka o zawarto$ci
thuszczu 3,5%; bez 1 z odczynnikami dysocjujacymi kazeing, usuwajacymi zaabsorbowane
substancje z powierzchni kuleczek thuszczu 1 zapobiegajacymi agregacji kuleczek thuszczu
mlekowego (publikacja 3). Wielkos¢ kuleczek thuszczu mierzono, dodajac 1 jednostke 0,4 M
cytrynianu trisodu, zawierajacego 4% SDS (dodecylosiarczan sodu), na 3 jednostki mleka

(publikacja 3). Nastepnie wyznaczono parametry:

dsz = Zdi*ni/Zdi?ni (publikacja 3)
dsz = Zdi*ni/Zdi*ni (publikacja 2 i 3)
gdzie:

ds2 — $rednica Sautera,

da3 — $rednica De Brouckere'a,

ni — liczba czastek o $rednicy di,

di — $rednica kuleczek thuszczowych.

Zmierzono réwniez SSA — powierzchni¢ wtasciwg (ang. Specific Surface Area) kuleczek

thuszczowych (publikacja 2) (Huppertz i in., 2003).

3.3.2. Lepkos¢
Pomiar lepkosci przeprowadzono w temperaturze 20°C, przy uzZyciu reometru
rotacyjnego (Rheolab QC, Anton Paar Gmbh, Graz, Austria), z zastosowaniem uktadu

cylindréw koncentrycznych DG42/SS i szybkosci $cinania w zakresie 1-100 s2.

Wykre§lono krzywe plynigcia i wyznaczono liniowg zalezno$¢ zmian naprezenia
$cinajacego w funkcji szybkosci $cinania, przy wspétczynniku determinacji R? > 0,99. Lepkos¢
wyrazono za pomocg wspotczynnikow kierunkowych, ktore sa rowniez tangensem kata

pomiedzy funkcja liniows a osig x (publikacja 2) (Zander i in., 2011).
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3.3.3. Stabilno$¢ koloidalna

Oceng stabilnosci cieplnej (HS) mleka okreslono na podstawie czasu cieplnej koagulacji
w temperaturze 140°C, w tazni olejowej — za pomoca subiektywnego testu oceny stabilnosci
cieplnej mleka — test White'a i Davies'a (TewesBis, Barczewo, Poland) (publikacja 2)
(Dumpler i in., 2020).

3.3.4. Analiza mikroskopowa

Mleko barwiono 1,0% (w/v) Nile Blue i 1,0% (w/v) Fast Green (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, USA). Probki mleka analizowano pod mikroskopem konfokalnym Nikon
Eclipse Ti-E, z oprogramowaniem kontrolnym C1 (Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam,
Holandia), przy powigkszeniu 100 x (publikacja 3) (Ye i in., 2010).

3.3.5. Separacja faz

Probki mleka umieszczono w cylindrach miarowych o pojemnosci 100 ml
i przechowywano w lodowce przez 192 h. Objetos¢ warstwy gornej i dolnej mierzono co
24 godziny (Huppertz i in., 2003). Po doktadnym wymieszaniu gornej i dolnej warstwy
oznaczono zawarto$¢ thuszczu. Zawarto$¢ thuszczu, oddzielnie w warstwie goérnej i dolnej,
oznaczano odpowiednio po 120 hi 192 h. W przypadku braku obserwacji wyraznie oddzielonej
warstwy $mietanki, do analizy pobierano warstwe¢ gorng, ktora stanowita 10% oraz dolng, jako
90% catkowitej objetosci mleka. Zawarto$§¢ tluszczu w mleku i $mietance oznaczano
butyrometrem, zgodnie z normg ISO 19662:2018I/IDF 238:2018 (2018) i ISO 19660:2018IIDF
237:2018 (2018) (publikacja 3).

3.3.6. Analiza koloru

Barweg, wymieszanych przed pomiarem probek, analizowano bezposrednio po
homogenizacji. Analiz¢ barwy przeprowadzono w przestrzeni CIELAB, a barwe¢ wyrazono
trzema warto$ciami: L* — jasnos$¢ od czerni (0) do bieli (100); a* — od zielonego (-) do
czerwonego (+); b* — od niebieskiego (-) do zottego (+). Parametry barwy L*, a*, b* mierzono
za pomocg miernika Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta Sensing Americas, Inc., Nowy
Jork, USA).

Otrzymane wyniki wykorzystano do obliczenia nasycenia C* ze wzoru:

C* = (8.*2 + b*2)0,5
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Catkowitg réznice barwy pomiedzy mlekiem niechomogenizowanym

1 homogenizowanym okre§lono za pomocg wzoru:
AE = (AL? + Aa* + Ab%)*®

Pomiary wykonano zgodnie z instrukcja urzadzenia (publikacja 3) (Dobrzanska & Cais-
Sokolinska, 2014).

3.3.7. Sklad chemiczny
Zawarto$¢ suchej masy ogotem (S.m.) oznaczono zgodnie z wytycznymi AOAC (AOAC
International, 2007; metoda 990.20; 33.2.44). Zawartos¢ thuszczu oznaczono metoda Gerbera

zgodnie z normg IDF 238 (ISO 19662:2018IIDF 238:2018, 2018) (publikacja 4).

3.3.8. Kwasowos¢

Warto§¢ pH mierzono za pomoca pehametru Testo 205 (Testo, Titisee-Neustadt,
Niemcy). Mleko (100 ml) miareczkowano 0,25M NaOH, przy pomocy fenoloftaleiny jako
wskaznika. Wyniki wyrazono w stopniach Soxhleta-Henkla [SH]. Zawarto$¢ kwasu
mlekowego oznaczono zgodnie z wytycznymi AOAC (AOAC International, 2007; metoda
947.05; 33.2.06) (publikacja 4).

3.3.9. Synereza

Synerez¢ mierzono za pomoca testu wirowkowego (Amatayakul i in., 2006). Probke
jogurtu mieszano cienka szpatutkg 20 razy w kierunku zgodnym z ruchem wskazowek zegara
I nastgpnie 20 razy w przeciwnym. Okoto 20 g jogurtu przeniesiono do polipropylenowych
probowek wird6wkowych 1 pozostawiono w celu ustabilizowania si¢ w temperaturze 4°C
na 2 godziny. Nastgpnie probki wirowano w Heraeus Megafuge 16 (Thermo Fisher, Waltham,
USA), przy 3000 obr./min i 10°C przez 15 minut. Po odwirowaniu zwazono oddzielong
serwatke. Synerez¢ wyrazono jako procent oddzielonej serwatki, w stosunku do masy

odwirowanej probki (publikacja 4).

3.3.10. Ekstrakcja frakcji lipidowej

Tluszcz z jogurtu wyekstrahowano metoda opisang przez Har¢ i Radina (1978).
Do ekstrakcji thuszczu zastosowano mieszaning 3 : 2 heksanu i izopropanolu. Do probek,
w kolbach stozkowych ze szlifowanego szkta, dodawano mieszaning rozpuszczalnikow w ilo$ci

18 ml na 1 g badanego materiatu. Po energicznym mieszaniu probek przez 60 s dodano wodny
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roztwor siarczanu sodu (1 g soli rozpuszczonej w 15 cm? wody) i zmieszano w stosunku 12 : 1.
Po doktadnym rozdzieleniu faz, gorng warstwe zebrano do zlewek szklanych i rozpuszczalnik
odparowano w temperaturze 30°C, w inkubatorze Binder BF 53 (Binder, Tuttlingen, Niemcy)
(publikacja 4).

3.3.11. Zawartos¢ fosfolipidow

Zawarto$¢ fosfolipidow oznaczono metoda kolorymetryczng, wg metody opisanej przez
Stewarta (1980). Wyekstrahowany tluszcz odwazono do polipropylenowej probowki
wirowkowej i rozpuszczono w 2 ml chloroformu. Nastgpnie do probowki dodano 1 ml
odczynnika tiocyjanianowego (27 g chlorku Zelaza i 30 g tiocyjanianu amonu w 1 | wody
destylowanej). Mieszaning odwirowano przez 7 min w Heraeusie Megafuge 16 (Thermo Fisher,
Waltham, USA), przy 1500 obr./min. Po usunig¢ciu gornej, czerwonej warstwy, Zmierzono
absorbancj¢ dolnej warstwy przy 488 nm, za pomoca spektrofotometru Helios Beta (Spectronic
Unicam, Wielka Brytania). Zawarto$¢ fosfolipidow w 1 mg tluszczu okreslono na podstawie
krzywej korelacji absorbancji ze stezeniem fosfolipidow. Do wykre§lenia krzywej
standardowej wykorzystano standardowe roztwory fosfolipidow (Sigma-Aldrich, Merck,
Darmstadt, Niemcy) (publikacja 4).

3.3.12. Profil kwasow tluszczowych

Ekstrakty tluszczowe metylowano zgodnie z norma ISO 15884:2002/IDF 182:2002
(2002). Profil kwasow ttuszczowych oznaczono metoda chromatografii gazowej, przy uzyciu
detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Badanie
wykonano w odpowiednich warunkach: kolumna kapilarna CP-Sil 88 (100 m; 0,25 mm;
0,20 mb) (Agilent Technologies J&W), gradient temperatury — 60°C (1 min) do 180°C, przy
Dt = 5°C/min; temperatury wtryskiwacza i detektora odpowiednio — 225°C i 250°C; gaz no$ny
— hel, nat¢zenie przepltywu gazu no$nego — 0,8 ml/min; podziat — 1 : 100, objeto$¢ probki — 1 |
i wktadka — 0,4 mm. Materialem odniesienia byt bezwodny thuszcz mlekowy BCR-164 (LGC
Standards, Polska) (publikacja 4).

3.3.13. Analiza statystyczna

Wpltyw homogenizacji (HP), dodatku maslanki (BM) oraz interakcji migdzy
homogenizacja a dodatkiem maslanki (HP x BM) na analizowane parametry mleka, okreslono
metoda dwuczynnikowej ANOVA, na poziomie istotnosci p = 0,05. Wartosci poréwnano

testem t: z dwiema probkami zaktadajgcymi rowne wariancje, z poprawka Bonferroniego
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p/n =0,0033, gdzie poziom istotno$ci byt na poziomie p=0,05; a liczba testow n=15. Obliczen
statystycznych dokonano w programie Microsoft Excel (Microsoft Office 365) (publikacja 2).

Aby okresli¢ istotnos¢ wptywu HPH tacznej 1 rozdzielnej na witasciwosci emulsyjne
mleka, wyniki analizowano jednoczynnikowg ANOVA, a istotno$¢ rdznic pomig¢dzy $rednimi
okre$lono w tescie Duncana, przy p = 0,05. Dane analizowano w programie StatSoft Inc.
Statistica v. 13.1 (Tulsa, Oklahoma, USA) (publikacja 3).

Przy badaniu wplywu dodatku maslanki i odtluszczonego mleka w proszku na
wlasciwosci jogurtu niskotluszczowego, uzyskane wyniki poddano dwuczynnikowej analizie
wariancji z powtorzeniami. Rdznice pomiedzy procesami poréwnano na poziomie istotnosci
p=0,05; stosujac test post-hoc Tukeya. Wyniki przedstawiono jako wartos$ci
srednie + odchylenie standardowe. Dane analizowano w programie Microsoft Excel (Microsoft
Office 365) (publikacja 4).
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4. Wyniki i dyskusja

4.1. Omowienie biofunkcjonalnych wlasciwosci fosfolipidow

pochodzacych z otoczek kuleczek thuszczowych mleka (publikacja 1)

Dokonano przegladu literaturowego dotyczacego lipidow polarnych, pochodzacych
z otoczek kuleczek tluszczowych mleka, pod katem ich wlasciwosci biofunkcjonalnych.
W pracy przegladowej omowiono lipidowe skladniki mleka, ich zawartos¢ w mleku oraz
sposob powstawania. W tabeli 1 (publikacja 1, table 1) zaprezentowano udzial procentowy
poszczegdlnych grup lipidowych, wystepujacych jako sktadniki MFGM. Nastegpnie
scharakteryzowano klasyfikacj¢ fosfolipidow. Kolejno omoéwiono fosfatydylocholing,
fosfatydyloetanoloaming, sfingomieling, fosfatydyloinozytol, fosfatydyloseryn¢ oraz inne
fosfolipidy, tj. lizofosfatydylocholing, laktocerebrozyd i glukocerebrozyd. Przedstawiono ich
budowe chemiczng, wystepowanie 1 miejsce powstawania. Szczegdtowo zaprezentowano ich
oddziatywanie w organizmie, jak i1 funkcje jakie petnig w otoczce kuleczki thuszczowej mleka.

Waznym aspektem, ktory zostal omowiony w artykule przegladowym, byty odzywcze
wartos$ci polarnych lipidéw mleka. Przedstawiono wiele doniesien naukowych wskazujacych
na bezposredni zwigzek pomiedzy spozyciem sktadnikow MFGM, w tym lipidow polarnych,
a profilaktyka 1 leczeniem chordb. Zaznaczono, ze suplementacja diety skladnikami otoczki
kuleczek tluszczowych mleka, przede wszystkim fosfolipidami, moze mie¢ szereg
pozytywnych skutkéw 1 zostala z powodzeniem stosowana w leczeniu wielu chordb
przewlektych, bez Zadnych toksycznych skutkow dla cztowieka.

Podkreslono rolg¢ mleka i jego przetworow, jako cennego Zrddla bioaktywnych lipidow
pochodzacych z otoczki kuleczek tluszczowych. W tabeli 2 (publikacja 1, table 2)
przedstawiono zawarto$¢ polarnych lipidow w poszczegdlnych produktach mleczarskich.
Maslanka, zaraz po serum masta, zawiera najwigcej lipidow polarnych, w przeliczeniu na
zawarto$¢ thuszczu, co czyni ja bardzo dobrym zrédiem tych sktadnikow z mozliwo$cia
wykorzystania w przemysle mleczarskim.

Tres¢ artykutu przegladowego, omawiajgca biofunkcjonalne wtasciwosci fosfolipidow
pochodzacych z otoczek kuleczek ttuszczowych mleka, wskazata, Ze pojawia si¢ coraz wigcej
badan dokumentujacych korzysci zdrowotne, wynikajace ze spozycia lipidow pochodzacych
z mleka. Fakt, ze korzystne oddziatywanie lipidow polarnych na organizm cztowieka, pojawia
si¢ juz przy niewielkich ilosciach, wskazuje na mleko jako ich potencjalne zrédto.

Prozdrowotne, biofunkcjonalne wtasciwosci fosfolipidow moga pomoc w zapobieganiu
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1 tagodzeniu wielu chorob, m.in. zwigzanych z wiekiem 1 starzeniem si¢. Moga okaza¢ si¢

przydatne w profilaktyce i leczeniu chorob cywilizacyjnych.
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4.2. Wplyw dodatku maslanki w proszku na stabilnos$¢ fazy emulsyjnej

I koloidalnej mleka homogenizowanego (publikacja 2)

Przeprowadzone badania oraz uzyskane wyniki przedstawiajg wptyw zastosowanego
procesu homogenizacji, w roéznych temperaturach i przy zmiennym dodatku maslanki
w proszku, na wielko$¢ kuleczek thuszczowych, stabilno$¢ termiczng 1 lepko$é
homogenizowanego mleka. Doswiadczenie miato na celu zbadanie wptywu Ww. parametrow
produkcyjnych wraz z okre$§lonym dodatkiem maslanki w proszku, na istotne technologicznie
wlasciwosci fazy emulsyjnej i koloidalnej mleka homogenizowanego.

Mleko surowe charakteryzowato si¢ nastepujacym sktadem: zawarto$¢ suchej substancji
— 12,82% + 0,10; tlhuszczu — 3,81% =+ 0,20; biatka — 3,54% + 0,01; kazeiny — 2,84% +0,1;
gestoscia — 1,029 g/cm®+ 0,002 i pH — 6,72 + 0,04. Maslanka w proszku zawierata 7,67%
thuszczu; 34,41% biatka; 8,24% popiotu i 4,05% wody.

Zbadano 1 przeanalizowano zmiany rozkladu wielkos$ci czastek w probkach mleka
z dodatkiem maslanki w proszku oraz w probce kontrolnej bez dodatku. Probki poddano
procesowi homogenizacji konwencjonalnej i wysokocisnieniowej w roznych temperaturach.

Na rysunku 2 (publikacja 2, fig. 2) przedstawiono rozktad wielkosci czgstek mleka
niehomogenizowanego, charakteryzujacy si¢ obecno$cig dwoch pikéw. Byly one rowniez
obecne w rozktadzie wielko$ci czastek mleka konwencjonalnie homogenizowanego i mleka
poddanego HPH w temperaturze 4°C. Podniesienie temperatury do 20°C spowodowato
pojawienie si¢ dodatkowego piku, w zakresie mniejszych rozmiaréw czgstek (publikacja 2, fig. 2).

Obliczenia, na podstawie zastosowanej dwuczynnikowej analizy ANOVA, wykazaty, ze
dodatek maslanki w proszku i zastosowane parametry homogenizacji oraz interakcja migdzy
tymi czynnikami, w istotny sposob wptywaja na zmniejszenie $redniej $rednicy das ($rednica
De Brouckere'a) kuleczek ttuszczu mlekowego w mleku, o zawartosci thuszczu 3,5% (p = 0,05).
Nie jest to jednak zalezno$¢ liniowa (publikacja 2, table 1).

Konwencjonalna homogenizacja i HPH w temperaturze >40°C spowodowaly
zmniejszenie warto$ci ds3 w mleku bez dodatku maslanki, natomiast w mleku poddanym HPH
w temperaturze < 20°C, nie zaobserwowano zmian wartosci d43. Gdy temperatura obrobki
przekraczata 40°C, warto$ci ds3 nie ulegaty zmianie i nie roznity sie¢ statystycznie od warto$ci
d43 W mleku poddanym konwencjonalnej homogenizacji. W zalezno$ci od parametrow procesu,
zmiany wielkoS$ci kuleczek thuszczu mlekowego przebiegaly w podobnym kierunku zar6wno
w mleku z dodatkiem, jak i bez dodatku maslanki. W mleku z zastosowanym procesem HPH,
z dodatkiem 0,3%-1,2% maslanki w proszku, wielko$¢ kuleczek tluszczu zmniejszyta si¢ juz

w temperaturze > 20°C, natomiast wartos¢ ds3 W mleku z zastosowanym procesem HPH
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w temperaturze 40°C, zmniejszyla si¢ dopiero przy 1,5% dodatku maslanki. W mleku
z dodatkiem 0,3%-1,5% maslanki wartosci dsz zmniejszyly si¢ po obrobce HPH
w temperaturze > 40°C i po konwencjonalnej homogenizacji (publikacja 2, table 1).

Dodatek maslanki w proszku nie spowodowat istotnych zmian wartosci ds3 W mleku
niechomogenizowanym. W mleku poddanym obrobce HPH w temperaturze 20°C i 40°C,
wielko$¢ kuleczek tluszczu mlekowego zmniejszyta si¢ po dodaniu 0,3% maslanki, jednak nie
zaobserwowano istotnych zmian tego parametru, niezaleznie od ilo$ci dodanej maslanki.
W mleku poddanym HPH w temperaturze 60°C S$rednica kuleczek tlhuszczu zmniejszata sig
wraz ze wzrostem dodatku maslanki do 0,6%, po czym nie stwierdzono zmian tego parametru.
W mleku zawierajgcym maslanke i poddanym konwencjonalnej homogenizacji, wielko$¢
kuleczek ttuszczowych réznita si¢ jedynie w probkach z dodatkiem maslanki w ilosci 0,3%
1 0,6% (publikacja 2, table 1).

Inni autorzy w swoich badaniach takze wykazali, ze proces homogenizacji zmniejszyt
$rednice kuleczek ttuszczu mlekowego (Hayes i in., 2005; Pereda i in., 2007). Zmniejszenie
wielkosci kuleczek ttuszczu mlekowego wraz ze wzrostem dodatku MFGM zaobserwowali
takze Kanno i Kim (Kanno & Kim, 1990), ktorzy analizowali wlasciwosci emulgujace izolatow
MFGM oraz wlasciwosci fizykochemiczne emulsji tluszczu mlekowego, stabilizowane
izolatami MFGM. Kiedy do mleka, poddanego obrobce HPH, dodawano maslanke bogata we
fragmenty MFGM, ulegaty one adsorpcji na kuleczkach ttuszczu mlekowego, co zwigkszato
powierzchni¢ powstatych, matych kuleczek tluszczu (El-Loly, 2011). W przedstawionym
badaniu homogenizacja konwencjonalna, z zastosowanym cisnieniem 20 MPa, spowodowata
zmniejszenie wielkosci kuleczek thuszczu mlekowego, a dodatek maslanki miat niewielki
wplyw na ten parametr. Zastosowanie konwencjonalnej homogenizacji prowadzito do
powstawania zmniejszonej wielkosci, natomiast dalsze zwigkszenie ilo$ci dodatku maslanki
nie mialo wplywu na wielkos¢ kuleczek ttuszczu.

Zastosowana homogenizacja zmniejszata $rednice kuleczek tluszczu mlekowego
I wptywata na emulgacje¢ thuszczu. W mleku o tej samej zawartosci thuszczu, zmniejszenie
srednicy kuleczek tluszczu, poprzez zastosowanie homogenizacji, wigzalo si¢ z zwigkszeniem
calkowitej powierzchni kuleczek. Do mleka przed homogenizacja byta dodawana maslanka
w proszku, bogata we fragmenty MFGM, ktore stabilizowaty kuleczki thuszczu i zapobiegaty
ich aglomeracji. Fosfolipidy, pochodzace z MFGM, sg sktadnikami powierzchniowo czynnymi
| ustawiajg si¢, z jednej strony w Kierunku polarnych czasteczek wody, a drugg strong do

niepolarnych czgsteczek thuszczu. W mleku homogenizowanym fosfolipidy pochodzace
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z MFGM pokrywajg mate kuleczki thuszczu 1 zapobiegajg ich agregacji w wigksze jednostki
(El-Loly, 2011).

Stabilnos¢ cieplna (HS) oznacza stabilno$¢ biatek mleka poddanych dziataniu wysokiej
temperatury, przy zachowaniu wtasciwosci koloidalnych mleka. Niska wartos¢ HS moze
doprowadzi¢ do sedymentacji lub zelowania biatlek mleka podczas obrobki w wysokiej
temperaturze. Na HS probek mleka istotny wplyw miaty parametry homogenizacji i dodatek
maslanki. Z kolei nie zaobserwowano wplywu interakcji pomi¢dzy zastosowanymi procesami
na HS badanego mleka. Brak wplywu, przy zastosowaniu obydwodch proceséw rownoczesnie,
mozna thumaczy¢ réznym wplywem samej homogenizacji na HS, jak i dodatku maslanki.
W mleku bez dodatku maslanki, poddanemu procesowi HPH w temperaturze 4°C,
zaobserwowano obnizenie warto$ci HS, natomiast przy zastosowaniu pozostatych wariantow
homogenizacji — nie zauwazono istotnych zmian w stabilnosci cieplnej. Wartos¢ HS mleka,
z dodatkiem 0,3%-1,5% maslanki, nie ulegta zmianie w wyniku homogenizacji, niezaleznie od
zastosowanych parametréw obrobki, poniewaz juz sam dodatek maslanki istotnie zwigkszatl HS
mleka w kazdym analizowanym wariancie. Im nizsza temperatura homogenizacji, tym
zaobserwowano wigkszy wzrost HS mleka, przy najnizszym dodatku maslanki. Stabilno$¢
cieplna mleka poddanego obrobce HPH, w temperaturze 4°C i 20°C, wzrosta po dodaniu
maslanki, w ilo$ciach odpowiednio > 0,9% i > 0,6%. W mleku poddanym HPH w temperaturze
40°C i 60°C, HS wzrosta dopiero po dodaniu maslanki w ilosciach odpowiednio > 1,2% i 1,5%.
W mleku poddanym konwencjonalnej homogenizacji HS wzrosta, gdy zastosowano dodatek
maslanki w ilosci > 1,2%. W mleku nichomogenizowanym, dodatek maslanki w ilo$ci
0,3%-1,5% nie powodowat istotnych zmian w HS (publikacja 2, table 2).

Wedhug innych zZrdédet naukowych zastosowanie HPH powodowato zmniejszenie
stabilnosci etanolowej (Amador-Espejo i in., 2014) i HS mleka (Ambroziak i in., 2019;
Kielczewska i in., 2008). Na obnizenie odpornosci mleka homogenizowanego na czynniki
koagulujace wplywaja nastgpujace czynniki: zaburzenie rownowagi dynamicznej bialek,
w wyniku oddzielenia od kazeiny micelarnej wybranych frakcji kazeiny, w szczegdlnos$ci
k-kazeiny, ktora chroni micele kazeiny (Sandra & Dalgleish, 2005); denaturacja biatek
serwatkowych (Pereda, 2009); adsorpcja sktadnikoéw plazmy mleka na powierzchni kuleczek
thuszczowych (Zamorai in., 2012) oraz zaburzenie rownowagi mineralnej, w wyniku dysocjacji
koloidalnego fosforanu wapnia 1 jego przejscia do fazy rozpuszczalnej mleka
(Kietczewska i in., 2008; Zamora i in., 2007).

Wedtug Singha i Tokleya (1990), ktorzy analizowali wptyw 10% (v/v) dodatku §wiezej

$mietanki na HS rekombinowanego odtluszczonego mleka w proszku, sktadniki
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powierzchniowo czynne maslanki, tj. fosfolipidy 1 lipoproteiny, wypieraja biatka
odttuszczonego mleka z MFGM podczas homogenizacji, co podwyzsza wartos¢ HS mleka.
Badania Ellinga i Duncana (1996) wykazaly, ze to m.in. warto$¢ zastosowanego ci$nienia
homogenizacji decyduje o ilosci fosfolipidow wiaczonych do odzyskanej MFGM. Kasinos i in.
(2014) oraz Vanderghem i in. (2010) wskazali takze, ze do wzrostu stabilnosci koloidalne;j
bialek mleka przyczyniajg si¢ maslanka stodka i fragmenty MFGM, podczas ekspozycji na
wysokg temperature.

Obrobka termiczna indukuje zmiany w biatkach MFGM, w tym denaturacje i interakcje
z Dbiatkami mleka. W mleku pehlottustym, zaréwno [-laktoglobulina (B-Lg),
jak i a-laktoalbumina (a-La), podczas ogrzewania wigza si¢ z kuleczkami tluszczu. Biatka
serwatkowe  moga  wigza¢ si¢ z  MFGM  poprzez  reakcje  wymiany
sulfhydrylowo-disiarczkowej. Procesowi temu sprzyja rozpad MFGM podczas ogrzewania,
dzigki czemu tworzy si¢ przestrzen dla biatek serwatkowych (zdenaturowanych lub nie, na tym
etapie) na nowo odstonigtej powierzchni kuleczek thuszczowych (Ye i in, 2004).
Homogenizacja wptywa na zmniejszenie wielkosci kuleczek ttuszczu mlekowego i mniejszy,
w porOéwnaniu z mlekiem, jest tez tadunek biatka w fazie emulsyjnej stodkiej maslanki
(Kietczewska i in., 2021). Takie zmiany, zaobserwowane w MFGM, maja prawdopodobnie
istotny wptyw na wlasciwosci funkcjonalne produktow mlecznych, np. na czas krzepnigcia przy
udziale podpuszczKi czy stabilno$¢ termiczng. Zwigkszony dodatek maslanki w proszku, jako
produktu bogatego we fragmenty MFGM, neutralizuje opisane zmiany w sktadnikach MFGM,
co wplywa na poprawg HS mleka.

Wyniki testu ANOVA wykazaly, ze interakcje pomigdzy parametrami homogenizacji
a dodatkiem maslanki nie maja istotnego wptywu na lepko$¢ mleka. Jednocze$nie zauwazono
wplyw zastosowanych parametrow homogenizacji oraz ilosci dodanej maslanki na lepkos¢
mleka. Homogenizacja nie miata wplywu na lepko$¢ probek mleka, z wyjatkiem obrobki HPH
w temperaturze 40°C, ktéra zwickszata lepkos¢ mleka bez dodatku maslanki i mleka
z dodatkiem 0,6% maslanki (publikacja 2, table 3).

Wedlug literatury — faza emulsyjna i koloidalna mleka homogenizowanego jest
stabilizowana przez dodatek maslanki, poniewaz maslanka (uzyskiwana podczas zmaslania)
zawiera sktadniki MFGM bogate w fosfolipidy, ktore sa czasteczkami amfifilowymi,
stabilizujagcymi kuleczki tluszczu w pelnottustym mleku, natomiast fragmenty MFGM

uznawane sg za bardzo skuteczne i naturalne emulgatory (Dewettinck i in., 2008).
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4.3. Wplyw HPH lacznej i rozdzielnej na wlasciwosci emulsyjne mleka

(publikacja 3)

Dzigki analizie zastosowanych parametrow HPH zauwazono wplyw poczatkowej
temperatury na dalszy zakres i kierunek zmian temperatury mleka (publikacja 3, table 1).
Zastosowanie HPH mleka, o temperaturze poczatkowej 20°C i 40°C, podwyzszalo jego
temperatur¢ po homogenizacji, natomiast mleko o temperaturze poczatkowej 60°C ulegato
schtodzeniu w trakcie procesu. Temperature mleka homogenizowanego mierzono bezposrednio
po opuszczeniu homogenizatora, ktory nie posiadat plaszcza termicznego, co moze thumaczy¢
uzyskane wyniki. Zgodnie z literaturg, wysokie ci$nienie, zastosowane w czasie homogenizacji,
zwigksza temperatur¢ produktéw poddanych procesowi HPH (Hayes 1 in., 2005;
Pereda i in., 2007; Sandra & Dalgleish, 2005).

Analiza otrzymanych parametrow ds> i d43 wykazata wptyw zastosowania procesu taczne;j
HPH na zmniejszenie wielkos$ci czastek mleka oraz kuleczek tluszczu mlekowego,
proporcjonalnie do zastosowanej temperatury procesu (publikacja 3, table 2). Opisane
w literaturze doswiadczenia wskazujg rowniez na zmniejszanie wielkosci kuleczek tluszczu
mlekowego pod wplywem wzrostu temperatury zastosowanej podczas HPH (Hayes i in., 2005;
Zamora 1 in., 2012). Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w wielko$ci czgstek
pomiedzy probkami mleka poddanego obrobcee tacznej HPH z dodatkiem cytrynianu trisodu
oraz SDS 1 bez tych dodatkow.

Przy zastosowaniu procesu rozdzielnej HPH uzyskano wigksze warto$ci di2 1 das,
w poroéwnaniu z oznaczonymi dla mleka niehomogenizowanego oraz probek mleka poddanego
facznej HPH, przy identycznych parametrach procesu. W przypadku rozdzielnej HPH dodatek
cytrynianu trisodu i SDS znacznie obnizyt wartos$ci dsz 1 d43. Wskazuje to na agregacje kuleczek
thuszczu mlekowego przez zaadsorbowang na ich powierzchni kazeing, a agregaty ulegaty
rozpadowi po dysocjacji kazeiny. Pomiar wielkos$ci kuleczek po dezagregacji thuszczu w mleku,
poddanemu procesowi rozdzielnej] HPH, wskazuje rowniez na wpltyw zastosowanego procesu
na zmniejszenie wielkosci kuleczek ttuszczowych mleka. Rozdzielna HPH, przeprowadzona
w temperaturze 60°C, w mniejszym stopniu wplyngta na obnizanie warto$ci dsz 1 da3,
w porownaniu z wynikami otrzymanymi przy zastosowaniu facznej HPH,
o identycznych parametrach. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w wielkosci
kuleczek thuszczu mlekowego w temperaturze 20°C i1 40°C, niezaleznie od zastosowane]
obrobki HPH (publikacja 3, table 2).

Analiza mikroskopowa mikrostruktury mleka poddanego rozdzielnej HPH wykazata

powstanie duzych komplekséw biatkowo-tluszczowych powstatych przez agregacje kuleczek
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thuszczu mlekowego. Dodatek SDS/cytrynianu trisodu, sprzyjajacy rozpadowi agregatow na
pojedyncze kuleczki tluszczu mleka, nie wptynal na znaczace réznice w wielkosci kuleczek,
w porownaniu z mlekiem po zastosowaniu tacznej HPH (publikacja 3, fig. 1).

Obserwacje te wskazuja, ze zastosowanie rozdzielnej, dwuetapowej HPH, nieskutecznie
wptywa na zachowanie integralnosci poszczeg6lnych kuleczek thuszczowych, co potwierdzajg
badania Ambroziak i in. (2019) nad jednoetapowa, rozdzielng HPH.

W mleku, po zastosowaniu procesu tacznej HPH, nie zaobserwowano $mietankowania
oraz nie oznaczono réznic w zawartosci thuszczu w gornej (10% catkowitej objetosci) 1 dolne;j
warstwie probki (90% catkowitej objetosci). Inni badacze réwniez wykazali w swoich
doswiadczeniach brak podstoju $mietanki w mleku po zastosowaniu tgcznej homogenizacji
wysokocisnieniowej (Boeneke i in., 2009; Hayes i in., 2005; Pereda i in., 2007). Mleko po
rozdzielnej homogenizacji wysokoci$nieniowej wyraznie $mietankowalo — zaobserwowano
oddzielenie warstwy $mietanki od warstwy dolnej, o wigkszej objetosci warstwy gornej,
w poréwnaniu z mlekiem niehomogenizowanym (publikacja 3, fig. 2). Juz w ciagu 48 h
przechowywania zauwazono wyrazne rozdzielenie faz. Proces $mietankowania w mleku,
poddanemu rozdzielnej] HPH, wzrastal wraz z obnizeniem temperatury (60°C, 40°C i 20°C).
Natomiast po uptywie 72 godzin przechowywania objeto$¢ gornej fazy zmniejszata si¢ wraz ze
spadkiem temperatury obrobki. Objetos¢ podstalej $mietanki nie ulegta zmianie
w przechowywanym ponad 72 h mleku, poddanemu rozdzielnej HPH w temperaturze 40°C,
natomiast w probkach mleka z zastosowang temperaturg procesu 60°C, objgtos¢ gornej
warstwy zmniejszyla si¢ po 144 h przechowywania. W mleku poddanemu rozdzielnej
homogenizacji wysokoci$nieniowej w temperaturze 20°C, nie zaobserwowano istotnych réznic
w rozwarstwieniu w czasie przechowywania.

W przypadku niewystarczajgcej ilosci biatka potrzebnego do petnej stabilizacji
powierzchni kuleczek tluszczu, powstaja agregaty kuleczek tluszczowych, a czastki lub
agregaty o wigkszym rozmiarze mogg tworzy¢ si¢ poprzez zjawisko koalescencji lub flokulacji
przez mostkowanie (Olson 1 in., 2004). Przy zastosowaniu facznej homogenizacji
wysokocis$nieniowej — biatka, ktore sg zaadsorbowane na powierzchni kuleczek thuszczu
mlekowego, majg wysoki cigzar wlasciwy, co ogranicza lub nawet eliminuje $mietankowanie.
Szybsza agregacja kuleczek tluszczowych nastgpuje w srodowisku o wysokiej zawarto$ci
thuszczu, z réwnoczesng niska zawarto$cia zwigzkow powierzchniowo czynnych, co jest
widoczne w przypadku $mietanki zawierajgcej mniej biatka niz thuszczu, po zastosowaniu
rozdzielnej homogenizacji. W przeprowadzonym doswiadczeniu w mleku poddanym

rozdzielnej HPH stwierdzono, ze powstale agregaty zawieraly kazeing, ze wzgledu na
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zaobserwowang wielko$¢ czastek w mleku i w mleku po dysocjacji kazeiny (publikacja 3,
table 2). Agregaty biatkowo-lipidowe o duzej wielkosci 1 wysokim cigzarze, grawitacyjnie
oddzielaja si¢ w gérnej warstwie mleka — zawarte biatka op6zniajg rozdzielanie faz, z racji ich
duzego ci¢zaru wlasciwego.

Mleko niechomogenizowane, mimo zaobserwowanej matej objetosci gornej warstwy,
charakteryzowalo si¢ najwyzszymi réznicami w zawarto$ciach tluszczu w rozdzielonych
fazach. W czasie przechowywania przez 120 h i 192 h nie zaobserwowano znaczacych zmian
w rozmieszczeniu thuszczu mlekowego, zarbwno w samej gornej, jak i dolnej warstwie mleka
nichomogenizowanego (publikacja 3, table 3). Mleko po rozdzielnej HPH, w czasie
przechowywania, wyraznie $mietankowalo — nastgpilo wyrazne rozdzielenie faz, przy czym
0znaczono nizsza zawarto$¢ thuszczu w goérnej warstwie tego mleka, w porownaniu z mlekiem
nichomogenizowanym (publikacja 3, table 3). W czasie przechowywania obserwujemy
rozdzielenie faz wraz ze zmniejszeniem objetosci gornej warstwy oraz réwnoczesnym
zwigkszeniem zawartosci w niej tluszczu. Mleko homogenizowane w temperaturze 20°C
charakteryzowalo si¢ wyzsza zawarto$cig tluszczu w gornej warstwie probki niz mleko
poddane obrobce HPH w temperaturze > 40°C, w obu wskazanych okresach przechowywania.
Po czasie 120 h przechowywania zawartos¢ ttuszczu w dolnej warstwie byla istotnie nizsza dla
mleka poddanego rozdzielnej HPH w temperaturze 20°C niz w temperaturze 60°C, natomiast
po 192h przechowywania, w mleku poddanemu rozdzielnej HPH, we wszystkich
zastosowanych temperaturach, oznaczono w dolnej warstwie identyczng zawarto$¢ ttuszczu
(publikacja 3, table 3). Zawarto$¢ tluszczu w gornej warstwie mleka poddanego rozdzielnej
obrobce HPH byta podobna do tej w mleku i znacznie nizsza niz w $mietance. Z tego powodu
nie oznaczono rozdzialu faz przez $mietankowanie. Kuleczki thuszczowe zwigkszaja swoja
hydrofilowo$¢ poprzez adsorpcje bialek osocza, gtdéwnie kazeiny, na swojej powierzchni oraz
modyfikacje¢ sktadu 1 wlasciwosci powierzchniowych (Ye 1 in., 2008; Zamora 1 in., 2012).
Czg$ciowa aglomeracja bardzo matych kuleczek ttuszczu z zaadsorbowanymi na powierzchni
biatkami mleka moze przyczyni¢ si¢ do taczenia si¢ w wigksze kompleksy biatkowo-lipidowe
(Hayes 1 in., 2005). Nizszy stopien rozdziatu faz oraz nizsza zawarto$¢ tluszczu w gornej
warstwie po przechowywaniu moze by¢ spowodowana adsorpcja biatka o duzej gestosci na
powierzchni kuleczek thuszczu oraz jego obecnoscia w kompleksach biatkowo-ttuszczowych.
Jakkolwiek, to wtasnie wystepowanie agregatow matych kuleczek ttuszczowych wptywa na ich
oddzielanie.

W przeprowadzonym do$wiadczeniu okreslono kolor o najwyzszej wartosci jasnosci L*

dla mleka poddanego procesowi tacznej HPH, a nizsze wartosci L* dla probek mleka po
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rozdzielnej obrobce HPH. Mleko niehomogenizowane charakteryzowato si¢ nizszymi
wartosciami jasnosci w poréwnaniu z mlekiem homogenizowanym (publikacja 3, table 4).
Hayes i in. (2005) oraz Amador-Espejo i in. (2014) otrzymali podobne wyniki.

Zaobserwowano mniejsze réznice w wartosciach L* dla mleka poddanego rozdzielnej
HPH, w poréwnaniu z mlekiem po tacznej obrobce HPH, dla tych samych temperatur.
Oznaczone parametry a* byty ujemne dla wszystkich badanych probek mleka i rosty dla mleka
poddanego tacznej HPH w calym zakresie temperatur oraz dla mleka poddanego rozdzielnej
HPH w temperaturze > 40°C. Istotne réznice w wartosciach a* zaobserwowano tylko przy
zastosowaniu temperatury 40°C, zaré6wno przy zastosowaniu obrobki HPH rozdzielne;j,
jak itacznej. Wszystkie badane probki mleka wykazaty dodatnie wartos$ci parametru b* —barwa
z6Ma, ktora wzrosta dla probek mleka przy zastosowaniu tacznej HPH w 40°C i rozdzielnej
HPH w 60°C. Tylko w temperaturze 20°C zauwazono znacznie nizsze wartosci b* dla mleka
po rozdzielnej homogenizacji, w pordwnaniu z mlekiem po tacznej HPH. Obnizenie nasycenia
zaobserwowano réwniez w mleku po obrobce metodg rozdzielng HPH, w temperaturze 20°C,
w stosunku do zastosowanych pozostatych temperatur.

Parametry wskazujace na barwe mleka roznity si¢ dla mleka poddanego réznym
metodom homogenizacji. Réznica w wybarwieniu mleka byta nizsza dla probek mleka
poddanego obrobce rozdzielnej HPH niz dla probek mleka po homogenizacji
wysokoci$nieniowej taczne;.

Nie zaobserwowano wplywu zastosowanej temperatury w tacznej HPH na réznicowanie
catosciowe] barwy badanych probek, na co z kolei wskazywaty istotne zmiany wartosci AE
przy zastosowaniu rozdzielnej metody HPH.

Zmiany w barwie mleka homogenizowanego mozna wytlumaczy¢ modyfikacja

sktadnikow fazy koloidalne; 1 emulsyjnej zmiany wielkoSci  agregowanych
1 dezagregowanych miceli kazeinowych (Pereda i in., 2007), zmiany wielkosci i liczby kuleczek

thuszczu mlekowego oraz ich agregatow (Amador-Espejo i in., 2014).
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4.4. Wplyw dodatku maslanki i odtluszczonego mleka w proszku na

wlasciwosci jogurtu niskotluszczowego (publikacja 4)

Otrzymane wyniki wskazuja, ze stopien Ukwaszenia nie rdznit si¢ istotnie pomig¢dzy
mlekiem z dodatkiem maslanki w proszku (MBMP) a mlekiem z dodatkiem odttuszczonego
mleka w proszku (MSMP) dodanego w celu standaryzacji zawartos$ci suchej masy w mleku.
Po zaszczepieniu kulturg starterowg (Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus i Streptococcus
thermophilus), probki z dodatkiem maslanki i mleka w proszku byly inkubowane przez
225 min. Zaobserwowano nizsze pH podczas procesu w przypadku MSMP niz w przypadku
MBMP, co wskazuje na wyzszy stopien ukwaszenia. Ta nieistotna statystycznie réznica byta
widoczna w 75. minucie zakwaszania przy pH 5,3; natomiast dalsze tempo spadku pH (< 5,3)
w czasie inkubacji byto niemal identyczne dla obu rodzajow mleka (publikacja 4, fig. 1).

Romeih ze wspolpracownikami (2014) opisali podobne badanie, tyle ze na mleku
bawolim, réwniez wykorzystujac do produkcji jogurtow dodatek maslanki w proszku.
Ich badanie wykazato, ze mleko wzbogacone maslanka w proszku szybciej ulegato ukwaszeniu
niz mleko standaryzowane odtluszczonym mlekiem w proszku. Autorzy ttumaczyli szybsze
tempo ukwaszania MBMP wyzszg zawartoscig niskoczasteczkowych peptydow lub
aminokwaséw w maslance (w porownaniu z mlekiem odtluszczonym), ktére sa
wykorzystywane przez Streptococcus thermophilus. Catkowity czas ukwaszenia zanotowano
na poziomie 225 min i nie zmienial si¢ on pomiedzy rodzajami proszku uzytego do
standaryzacji mleka, co réwniez potwierdzity wyniki opisane przez Le i in. (2011) oraz
Romeih 1 in. (2014). Wedlug Zhao 1 in. (2020) dodatek maslanki obnizat pH w punkcie
zelowania, skracal czas zelowania i okres fermentac;ji.

Na podstawie wynikow z uzyciem testu ANOVA wykazano statystycznie istotny wptyw
rodzaju produktu, czasu przechowywania oraz interakcj¢ z wartoscia kwasowosci
miareczkowej i zawarto$ci kwasu mlekowego w badanych probkach (p = 0,05; publikacja 4;
table 1). Kwasowos$¢ (wyrazona w pH), kwasowo$¢ miareczkowa oraz zawarto$¢ kwasu
mlekowego w obu rodzajach jogurtu, po 1 dniu przechowywania byty na podobnym poziomie
(publikacja 4, table 1). Dlugotrwate przechowywanie prowadzito do obnizenia pH jogurtu nie
powodujac roznic pomiedzy badanymi wariantami jogurtu, w analogicznym czasie
przechowywania w stanie schtodzonym (p = 0,05). Natomiast roznica w warto$ci kwasowos$ci
miareczkowej i zawartosci kwasu mlekowego pomiedzy jogurtami pojawita si¢ po 7121 dniach
przechowywania (p = 0,05).

Kwasowos$ci miareczkowe 1 zawartosci kwasu mlekowego byty wyzsze dla YBMP niz

dla YSMP. Réznice w zawarto$ci kwasu mlekowego w analizowanych probkach jogurtow byty
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szczegblnie widoczne po 7 dniach przechowywania, ale réznica ta zmniejszyta si¢ po 21 dniach
przechowywania (publikacja 4, table 1). Podobne badania zostaty przeprowadzone i opisane
przez Bonczar i Wszotka (2002), z ktérych wynika spadek pH i1 wzrost kwasowos$ci
miareczkowej na skutek dziatania bakterii fermentacji mlekowej, kontynuowany podczas
przechowywania poprzez przemiane laktozy do kwasu mlekowego. Wzrost zawarto$ci kwasu
mlekowego byt znacznie wolniejszy w temperaturze przechowywania — ok. 4°C (publikacja 4,
table 1), niz w temperaturze inkubacji jogurtowych kultur starterowych, na co wskazujg zmiany
wartos$ci pH.

Obserwujac wplyw uzytego rodzaju proszku do standaryzacji mleka do produkcji jogurtu
na synerez¢ produktu koncowego podczas przechowywania, Wykryto 5% zmiang dla synerezy
YSMP (wzrost) i YBMP (spadek) podczas przechowywania (publikacja 4, fig. 2). Synereza
jogurtu jest traktowana jako wada produktu i czesto wystgpuje podczas przechowywania — jej
zmniejszenie poprawia jako$¢ gotowych jogurtow, oferowanych konsumentom. Podobne
wyniki potwierdzaja badania opisane przez Le i in. (2011), Romeih i in. (2014), Trachoo
i Mistry (1998) oraz Zhao i in. (2020), ktorzy wykazali nizsze wartoséci synerezy dla jogurtu
z maslanka, ze wzgledu na sktadniki maslanki zapewniajace lepsza zdolno$¢ zatrzymywania
wody.

Biorac pod uwagg, ze mleka uzyte do produkcji jogurtu miaty standaryzowana zawarto$¢
suchej masy na tym samym poziomie — nizsza (nicistotnie) synerez¢ YBMP,
w poroéwnaniu z YSMP, wyjasniono zwiekszong zdolno$cig hydratacyjng skladnikdéw uzytej
mieszanki, w szczegolnosci biatek MFGM i fosfolipidow. Amfifilowe wlasciwosci
fosfolipidow i innych sktadnikow otoczki kuleczek ttuszczu mlekowego moga przektadaé sig
na wigkszg zdolno$¢ do zatrzymywania wody przez przechowywany produkt.

Krzywa standardowg zawartosci fosfolipidow wykreslono na podstawie roztworow
wzorcowych o okreslonych stezeniach fosfolipidow (publikacja 4, fig. 3). Wyniki uzyskane
za pomoca testu ANOVA wykazaty statystycznie istotny wptyw rodzaju produktu i czasu
przechowywania na zawarto$¢ fosfolipidow w badanych prébkach (p = 0,05) (publikacja 4,
table 2). W badaniach wtasnych wykazano nizszg (p = 0,05) zawartos¢ fosfolipidow w thuszczu
mlekowym jogurtu z dodatkiem maslanki w proszku w poréwnaniu z jogurtem
z odtluszczonym mlekiem w proszku. Udziat fosfolipidow w thuszczu mleka w badanych
mlekach fermentowanych zmniejszat si¢ wraz z dtugoscia czasu przechowywania (p = 0,05).
Roznice w zawarto$ci fosfolipidow pomiedzy produktami z dodatkiem uzytych rodzajow
proszkow byly szczegdlnie widoczne w jogurtach po 21 dniach przechowywania. Spadek

zawartosci fosfolipidow w ciagu 21 dni przechowywania zachodzil szybciej w produkcie
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YBMP — maksymalnie o ok. 50%, natomiast w przypadku produktu YSMP wyniost okoto
20% — w odniesieniu do podobnych probek przechowywanych przez 1 dzien. Po badanym
czasie przechowywania zawartos¢ fosfolipidow w YSMP byta o 50% wyzsza niz w YBMP
(p =0,05).

Wysoka zawartos¢ fosfolipidow w YBMP wynika z uwalniania si¢ membran kuleczek
thuszczowych do maslanki w czasie procesu zmaslania. Natomiast w przypadku YSMP jest to
spowodowane duza zawartos$cig bardzo matych kuleczek tluszczu, a przez to catkowita duza
powierzchnig otoczek kuleczek ttuszczowych, w zastosowanym dodatku odttuszczonego mleka
w proszku. W obu badanych przypadkach dodatek proszkéw mlecznych (maslanki i mleka
odttuszczonego) spowodowal, ze w tluszczu mlekowym mlek fermentowanych stwierdzono
wysoka zawartos$¢ fosfolipidow (publikacja 4, table 2).

Wystepowanie matych kuleczek thuszczu 0znacza wyzszg zawarto$¢ lipidow polarnych
w produkcie, w poréwnaniu do produktow zawierajacych duze kuleczki ttuszczowe
(Lopez, 2011). Rowniez inni naukowcy, jak Conway i in. (2014), MacGibbon i Taylor (2006)
oraz Rombaut i Dewettinck (2006) w swoich badaniach wskazali na wysoka zawarto$¢
polarnych lipidow, zar6wno w maslance, jak i W mleku odttuszczonym w stosunku do
catkowitego tluszczu. Mimo, ze zawarto$¢ fosfolipidow w maslance jest 10-krotnie wigksza niz
w mleku odthuszczonym, to w obu produktach proporcja fosfolipidow do ttuszczu ogotem jest
podobna (Conway i in., 2014; MacGibbon, 2006). Przypuszcza si¢, ze mniejszy spadek,
podczas przechowywania, zawartosci fosfolipidow w YSMP, w poréwnaniu z YBMP, jest
spowodowany wyzszg podatnoscig na konwersje fosfolipidow pochodzacych z fragmentow
MFGM maslanki w proszku, w porownaniu z fosfolipidami pochodzacymi z powierzchni
kuleczek ttuszczowych odtluszczonego mleka w proszku. Konieczne sa jednak dalsze badania,
aby wyjasni¢, dlaczego te specyficzne zmiany w zawartosci fosfolipidéw zachodza w suchej
masie jogurtu wzbogaconego maslanka w proszku.

Profil kwasow tluszczowych w badanych probkach jogurtéw nie roznit si¢ statystycznie
istotnie w zaleznosci od uzytego rodzaju proszku (publikacja 4, table 3). Dane literaturowe
(Fauguant i in., 2005; Jhanwar & Ward, 2014; Sanchez-Juanes i in., 2009) wskazuja, ze sktad
kwasow tluszczowych moze r6zni€ si¢ w zaleznos$ci od Zrdodla ich pochodzenia. Profil kwasow
thuszczowych frakcji fosfolipidow pochodzacych z membran kuleczek thtuszczowych maslanki
r6zni si¢ od profilu thuszczu ekstrahowanego z pelnego mleka. Takie fosfolipidy majg nie tylko
nizszy poziom kwasu stearynowego i1 wyzszy poziom kwasoéw oleinowego 1 linolowego, ale
takze zawierajg bardzo dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe (ang. Very Long Chain Fatty Acids

— VLCFA), powyzej C20 (Sanchez-Juanes i in., 2009) oraz wigcej nienasyconych kwasow
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thuszczowych — w  szczeg6lnosci PUFA  (wielonienasycone kwasy tluszczowe,
ang. Polyunsaturated Fatty Acids), ktorych zawarto$¢ w otoczce jest 6 razy wyzsza niz
w wewnetrznym rdzeniu (Fauquant i in., 2005; Jhanwar & Ward, 2014).

Wyniki doswiadczenia wskazuja na brak zmiany w profilu kwaséw tluszczowych,
w przypadku zastosowania maslanki w proszku do produkcji jogurtoéw. Przypuszczalnie
powodem jest wyzsza zawarto$¢ tluszczu w mleku, w stosunku do zawartosci lipidow
membranowych, a takze porownywalny poziom zawarto$ci fosfolipidow w jogurtach, zarowno
z dodatkiem maslanki w proszku, jak i odtluszczonego mleka w proszku (publikacja 4,
table 2).
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5.

Whioski i stwierdzenia koncowe
Coraz wigcej doniesien badawczych wskazuje na korzysci zdrowotne wynikajace ze
spozycia sktadnikow otoczek kuleczek thuszczowych (np. fosfolipidow), pochodzacych
z mleka. Ze wzgledu na swoje wilasciwosci amfifilowe mogg by¢ wykorzystane do
poprawy cech technologicznych oraz zywieniowych mleka i jego przetworow.
Homogenizacja wptywata na rozktad wielkos$ci kuleczek ttuszczowych mleka powodujac
zmniejszenie ich $rednicy. Poprzez dodatek maslanki w proszku do mleka
homogenizowanego zachodzito dalsze zmniejszanie $rednicy kuleczek tluszczu
mlekowego oraz zwigkszenie ich powierzchni wiasciwej. Dodatek maslanki podczas
homogenizacji zapobiegal zmianom w otoczkach kuleczek tluszczowych mleka, tym
samym stabilizowat uktad emulsyjny i koloidalny mleka.
Dodatek maslanki pozwolit uzyska¢ mleko z homogenizowanymi kuleczkami ttuszczu,
ktore przypominajg nieprzetworzone kuleczki thuszczu mleka. Dodatkowo, wptyneto to
na zwickszenie zawarto$ci biologicznie aktywnych fosfolipidow i innych sktadnikow
MFGM o wlasciwosciach prozdrowotnych. Rownocze$nie mozliwa byta poprawa
wilasciwosci technologicznych mleka z dodatkiem maslanki w proszku, takich jak HS,
poprzez dobor parametrow homogenizacji.
Przy homogenizacji rozdzielnej, w poréwnaniu z taczng, sktadniki mleka odttuszczonego
nie byly poddawane procesowi homogenizacji, co wptyn¢to na mniejsze zmiany w tych
sktadnikach, a jednoczesnie homogenizowana byta mniejsza objetos¢ produktu.
Przeprowadzone badania wykazaty podobny wplyw, zarowno HPH tacznej,
jak i rozdzielnej, o identycznych parametrach procesu, na wielkos¢ kuleczek
thuszczowych w mleku. Niekorzystnym zjawiskiem byla agregacja kuleczek
thuszczowych 1 tworzenie duzych komplekséw biatkowo-tluszczowych w mleku
poddanym rozdzielnej HPH, co wplywalo na proces $mietankowania. W badanych
probkach gorna warstwa stanowita do 70% catkowitej objetosci probki, ale wraz ze
wzrostem objetosci warstwy zawartos¢ thuszczu w gérnej warstwie malala.
Barwa mleka w mniejszym stopniu ulegata zmianie pod wptywem rozdzielnej HPH,
w poréwnaniu z barwg mleka homogenizowanego I3cznie, z powodu mniejszych zmian
w fazie koloidalnej i emulsyjne;.
Laczna HPH w wigkszym stopniu stabilizowata faz¢ emulsyjna, ale badania nad HPH
rozdzielng wskazaly mozliwo$¢ jej zastosowania przy produkcji mlecznych wyrobow
wymagajacych dyspersji thuszczu mlekowego i jak najmniejszych zmian w sktadnikach

fazy koloidalne;j.
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Metoda HPH rozdziclnej stanowi interesujgcg alternatywe dla standardowego procesu
homogenizacji, zapewniajac korzysci technologiczne, praktyczne i1 ekonomiczne
w przemys$le mleczarskim.

Maslanka w proszku moze by¢ wykorzystywana do zwigkszania suchej masy mleka
podczas produkcji jogurtdow, przy jednoczesnym wzbogacaniu ich w sktadniki
prozdrowotne. W przeprowadzonym do$wiadczeniu jogurty z dodatkiem maslanki
w proszku charakteryzowaty si¢ prawidlowym przebiegiem fermentacji mleka,
zmniejszong synereza, zwigkszong zawartoscia kwasu mlekowego oraz mniejsza
zawartoscig fosfolipidéw w poréwnaniu z jogurtami z dodatkiem mleka w proszku.
Co wskazuje na mozliwos¢ zastosowania maslanki w proszku jako dodatku do produkcji

nowego typu jogurtow o specyficznych cechach funkcjonalnych.
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Abstract

The aim of the paper is to discuss the general properties of polar lipids present in the milk
fat globule membrane (MFGM), their role in living organism and some benefits of consuming
these components in the human diet.

Milk phospholipids contain glycerophospholipids and sphingolipids. These compounds
perform a multitude of functions in living organisms: they serve as energy storage for the body,
are a building blocks of cell membranes, they and their derivatives are bioactive molecules
involved in the mediation and recognition of signals, and interact with other cell components.
There has been an increasing number of reports documenting the health benefits of milk lipid
consumption. Although they are present in milk in small quantities, their unique properties may
help prevent and alleviate numerous diseases.

Introduction

There has been an increasing number of reports indicating that breast-
feeding is vital for proper infant development (DONOVAN 2006, LEE et al.
2018). It also benefits the mother’s health by reducing the risk of breast
and ovarian cancers (JONES 2007). This synergistic interaction is the result
of an evolutionary adaptation through which mechanisms advantageous
for survival have emerged. The effects of milk on the child’s health are
extremely complex, and providing the infant with essential nutrients is only
part of milk’s functions. As such, milk continues to serve as a model food-
stuff, while researches also draw upon it as an inspiration and a source of
knowledge on the two-way links between humans and nutrition. Advancing
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the knowledge on the biological functions of milk constituents will help
better harness the prospective properties of nutrients to develop biofunc-
tional foods with distinct therapeutic values, designed to combat specific
diseases or satisfy specific consumer needs.

Though scarce in the membrane, polar lipids play an important role in
nutrition and normal cell function. Due to their unique properties, polar
lipids perform numerous functions in living organisms: they serve as
energy storage for the body, are a building block of cell membranes (isolat-
ing the cell from the environment and separating cellular compartments),
they and their derivatives are bioactive molecules involved in the media-
tion and recognition of signals, they also interact with other cell compo-
nents (NICOLSON and ASH 2014).

There has been an increasing number of reports documenting the
health benefits of milk lipids in general, and the biological role of phospho-
lipids in particular (AMBROZIAK and CICHOSZ 2013, SMOCZYNSKI 2017,
KUCHTA et al. 2012, EL-LOLY 2011). Consequently, the aim of the present
paper is to discuss the general properties of polar lipids present in the milk
fat globule membrane (MFGM), their role in living organism and some
benefits of consuming these components in the human diet.

Lipid components of the milk fat globule membrane
(MFGM)

Milk lipids are likely the most complex and least understood group of
milk constituents. Lipid content depends on the species and ranges from
3.8 to 3.9% for woman’s milk, and 3 to 5% for bovine milk. In mammal
bodies, the lipids are formed in the epithelial cells of the mammary gland
and secreted in emulsified form as milk fat globules coated with a phos-
pholipid/protein trilayer. Secretion of fat globules is a process unique to
the mammary gland and has been a subject of many studies (HEID and
KEENAN 2005, MATHER and KEENAN 1998). In structural terms, fat glob-
ules consist of an apolar inner core mostly composed of triacylglycerols and
cholesterol esters, surrounded by a membrane about 10—20 nm in diame-
ter. This milk fat globule membrane has a very defined structure, making
up 2-6% of the total globule mass, and consists mainly of proteins and
phospholipids. The content of phospholipids in the membrane is estimated
at 40 to 75% (DEETH 1997, SINGH 2006).

Milk phospholipids contain glycerophospholipids and sphingolipids.
Glycerophospholipids consist of a glycerol backbone esterified with fatty
acids at two positions, and a phosphate with a different organic group
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(e.g. serine, choline) at the third position. For sphingolipids, the structure
varies and is based on a sphingosine, 1.e., a long-chain aliphatic amine
(which additionally contains two or three hydroxyl groups). The attach-
ment of a fatty acid to the amine group results in the formation of cera-
mide. If phosphocholine is attached to the ceramide, sphingomyelin is
formed, whereas the attachment of a saccharide group produces a sphin-
goglycolipid (DEWETTINCK et al. 2008, VESPER et al. 1999).

Phospholipids account for up to 1% of milk fat (SANCHEZ-JUANES et al.
2009). In mammal cells, the majority of such lipids are produced in the
endoplasmic reticulum (VANCE 2018). Table 1 presents the composition
and content of the main lipid components of the milk fat globule mem-
brane (based on FONG et al. 2007, SINGH 2006, SMOCZYNSKI et al. 2012).
Although the main fraction are triacylglycerols, the content of which var-
ies in the literature between 20 to 80% of the membrane weight, the
majority of triacylglycerols can originate from the contamination by the
core of the fat globules during isolation of the membrane. Therefore, the
literature shows a wide variation depending on the methods used to iso-
late the material (WALSTRA 1985).

Table 1
Lipid components of the milk fat globule membrane (FONG 2007, SINGH 2006)
Lipid group Percentage [%]
Triacylglycerols 56.0—62.0
Diacylglycerols 2.1-9.0
Monoacylglycerols 0.4
Free fatty acids 0.6-6.0
Sterols 0.2-2.0
Phospholipids 26.0-40.6
including [% of phospholipids]:
Sphingomyelin 20-22
Phosphatidylcholine 31-36
Phosphatidylethanolamine 27-30
Phosphatidylinositol 7-11
Phosphatidylserine 4-5
Lysophospatidylcholine 2
Lactocerebroside 3.4
Glucocerebroside 0.3

Characteristics of MFGM polar lipids

Phosphatidylcholine

Phosphatidylcholine (PC, also referred to as lecithin) is a phospho-
glyceride in which the phosphate group is esterified with choline, and
makes up 40 to 50% of the cell membrane phospholipids. PC is a zwitterion
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over a wide range of pH values, owing to the presence of a positive-
ly-charged quaternary amine group and a negatively-charged phosphate
residue. PC is biosynthesized in the endoplasmic reticulum (ER) through
the so-called Kennedy pathway (KENNEDY and WEISS 1956), first by phos-
phorylating choline to form phosphocholine, then incorporating sn-1,2-di-
acylglycerol into the latter. The structure of PC is subject to changes
through the exchange of fatty acids within the molecule, a process known
as the Lands cycle (LANDS 1958). In the liver, phosphatidylcholine can also
be synthesized through methylation of phosphatidylethanolamine (VANCE
and RIDGWAY 1988).

Other PC constituents include: palmitic acid, stearic acid, oleic acid,
linolenic acid, and arachidonic acid, with the saturated and unsaturated
acids mostly occurring in the sn-1 and sn-2 positions, respectively. PC can
be degraded by phospholipases, which exhibit specificity for the cleft bonds
and thus can release certain metabolites important to signaling. The
released choline is re-incorporated into new PC molecules (KRAHMER et al.
2011).

PCisinvolved in a number of important functions in the body. Together
with other phospholipids, it plays a major role in lipid metabolism, being
involved in the synthesis and transport of lipid-derived lipoproteins within
the body. In combination with proteins and cholesterol, it forms a sin-
gle-layer surrounding the hydrophobic core of lipoprotein particle com-
posed of triacylglycerols and cholesterol esters. The essential role of PC in
maintaining normal function of lipoproteins also relates to the presence of
polyunsaturated carboxylic acids at the sn-2 position. The changes in the
PC molecule brought about by the Lands cycle enable compounds, such as
arachidonic acid, to be incorporated into the sn-2 position, modifying the
biomembrane fluidity in turn (RAWICZ et al. 2000). Lower proportions of
arachidonic acid in PC molecules have been shown to inhibit the synthesis
and release of VLDLs (very low-density lipoproteins), leading to triacyl-
glycerol accumulation in the liver (RONG et al. 2015). PC also indirectly
regulates the synthesis and dynamics of intracytoplasmic lipid droplets.
Suppressed PC biosynthesis in adipocytes leads to increased droplet size
(KRAHMER et al. 2011).

Phosphatidylethanolamine

After PC, phosphatidylethanolamine (PE) is the second most abun-
dant phospholipid in milk fat globule membranes and plant/animal cell
membranes. It is mainly biosynthesized through the incorporation of cyti-
dine diphosphate-ethanolamine into diglyceride — releasing cytidine
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5" -monophosphate — or through the decarboxylation of phosphatidylserine
(GIBELLINT and SMITH 2010).

Arachidonic and docosahexaenoic acids are major constituents of the
PE, attached mainly at the sn-2 position, whereas saturated acids are the
most common component at sn-1. In some types of cells (neurons, cells
involved in the inflammatory response), a large proportion of PE (more
than 50%) occurs as plasmalogen, i.e., the form containing an ether bond.
By contrast, the plasmalogen form of PE is in trace amounts in the liver
(HAN et al. 2001).

Unlike PC, PE — together with phosphatidylserine — occurs mainly in
the inner part of the lipid bilayer, from the cell interior side. Being a polar
head group, PE can form hydrogen bonds with other lipids or proteins,
which stabilizes proteins within the membrane (YEAGLE 2014). The small
size of the polar head can alter the curvature of the membrane surface and
change the fluidity of the biomembrane (DAWALIBY et al. 2016).

PE also plays a major role in lipid metabolism and the formation of
cytoplasmic lipid droplets. It is particularly associated with the function
and metabolism of VLDL molecules — its presence in these molecules pro-
motes their rapid take-up and removal from circulation. This may result
in the lower risk of hypercholesterolemia (VEEN et al. 2017). Biomembranes
also contain smaller quantities of phosphatidylcholine derivatives, such as
lysophosphatidylethanolamine — which bears only one acyl residue — or
mono-/dimethyl-phosphatidylethanolamine (GIBELLINI and SMITH 2010).

Sphingomyelin

Sphingomyelin (SM) is a sphingolipid, a complex group of lipid com-
pounds, in which the long-chain amino alcohol sphingosine comprises the
backbone. Sphingomyelin is formed through the binding of a fatty acid
residue with an amide bond, after which a choline phosphate group is
attached to the resulting ceramide. The biosynthesis and metabolism of
sphingolipids are strictly controlled, influenced by multiple factors, and
include many intermediate metabolites with their respective biological
activities. By contrast, SM is predominantly formed by transferring phos-
phocholine from PC onto the ceramide (MERRILL 2011). The group was
named in reference to the sphinx, which was intended to evoke their here-
tofore enigmatic properties. However, the biological role of its compounds
has been increasingly documented in scientific literature (MERRILL 2011).

Like PC, SM is a zwitterion. It can account for up to half of the mem-
brane lipids in some tissues, but in most cases PC exceeds it in proportion.
Also, like PC, SM occurs mainly in the outer layer of the plasma mem-
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brane. The SM molecule predominantly contains long-chain saturated
fatty acids (palmitic and stearic) with a small number of monounsaturated
fatty acids (RAMSTEDT et al. 1999).

Sphingolipids, including sphingomyelin (SM), are involved in a num-
ber of important functions in the body. One of the main functions of SM —
resulting from its unique structure — is combining with cholesterol to form
domains known as lipid rafts, i.e., special areas on the surface of the mem-
brane that are slightly tighter packed than the others (SIMONS and IKONEN
1997). These domains serve as interaction sites for certain proteins. Since
SM content correlates with cholesterol levels in membranes, SM can affect
the levels and metabolism of cholesterol (VESPER et al. 1999). Moreover,
SM is a major source of ceramides and other metabolites that act as signal
transducers for growth regulation, cell migration, adhesion, apoptosis,
and inflammatory response (HANNUN and OBEID 2018).

Phosphatidylinositol

Phosphatidylinositol (PI) is a glycerophospholipid that contains car-
boxyl acid in ester linkage with glycerol, as well as inositol (hexahydroxy-
cyclohexane) bonded via a phosphoric acid residue. The PI molecule is neg-
atively charged. This phospholipid has the unique characteristic of having
high levels of stearic and arachidonic acids at sn-1 and sn-2, respectively
(D’SouzA and EPAND 2014). Biosynthesis of phosphatidylinositol is medi-
ated by phosphatidylinositol synthase, which catalyzes the bond formation
between CDP-diacylglycerol and inositol.

Apart from being a constituent of biomembranes, PI also facilitates
the anchoring of various proteins to the membrane, while its metabolites
also play a major role in signaling. The activity of phospholipase A, can
stimulate the release of arachidonic acid, a main substrate in the biosyn-
thesis of eicosanoids, such as prostaglandins, whereas phospholipase
C activates the release of diacylglycerol. Diacylglycerol, in turn, regulates
the entire enzyme family referred to as protein kinase C, a signaling path-
way involved in a multitude of cell processes, including differentiation,
proliferation, metabolism, and programmed cell death (DE CRAENE et al.
2017).

Phosphatidylserine

Phosphatidylserine (PS) is an essential bioactive anionic glycerophos-
pholipid, containing two fatty acid residues, as well as serine attached to
a phosphoric acid residue.
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In animals, PS is biosynthesized through a calcium-dependent reac-
tion, in which the polar head-group of a pre-existing phospholipid (PC
or PE) is exchanged. A portion of the newly-synthesized phosphatidylserine,
after transfer to the mitochondrion, can be decarboxylated, producing PE.
Similar to other phospholipids, the fatty acid composition of PS can be
modified through the Lands cycle (LANDS 1958, VANCE 2018). PS is usually
present at low levels, though its concentration may be as high as 20% of
the total phospholipids in plasma membranes and the brain (VANCE 2018).

As an active phospholipid, PS plays an important role in multiple sig-
naling pathways. Since the PS molecule is charged, it greatly affects cell
membrane structure, as well as the incorporation of certain proteins and
ions (PS is mostly present on the cytoplasm leaflet of the bilayer) (VANCE
2018). These interactions and the incorporation of specific proteins or
enzymes, often via calcium channels, are essential to specific activity and
normal signaling. It is through these mechanisms that PS is directly
involved in brain signaling, incorporating signal transduction proteins in
neurons, and thus activating them (KIM et al. 2014).

PS is a key regulator of apoptosis. Increased concentration of Ca2*
activates scramblase, an enzyme that translocates PS to the outer leaflet
of the lipid bilayer. Cell surface exposure of PS most likely enables immune
system cells (e.g., macrophages) to bind onto a damaged cell through the
proper receptors and remove it (BEVERS and WILLIAMSON 2016). PS also
plays a major role in blood clotting by stimulating the activation of pro-
thrombin to thrombin (LENTZ 2003).

Other phospholipids

Milk fat globule membranes also include other phospholipids and their
derivatives, among them lysophosphatidylcholine, lactocerebroside, and
glucocerebroside.

Lysophosphatidylcholine (LPC) can be produced from PC during diges-
tion and absorbed. It can also be synthesized from PC in the body by phos-
pholipase A,. Lysophosphatidylcholine contains docosahexaenoic acid
(DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), and as such can deliver these
acids to the brain using specific transport mechanisms (LAW et al. 2019).
LPC may also exhibit antibacterial effects (RENSBURG et al. 1992).

Glucocerebroside (GluCer) and lactocerebroside (LacCer) are both
sphingolipids. LacCer is produced when a galactose molecule (from the
active form of UDP-galactose) is bonded onto the precursor (GluCer) by
the f-galactosyltransferase enzyme. These phospholipids are important
intermediates in the biosynthesis of more complex glycolipids, such as oli-
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goglycosylcerebrosides or gangliosides, which incorporate additional car-
bohydrate residues into their structure (LINGWOOD 2011).

Glycolipids play an important role in the immune response and may
induce the stabilization of lipid rafts. Glycolipids present on macrophage
surfaces are involved in interactions between carbohydrate groups, facili-
tating the binding of bacteria and fungi and their subsequent elimination
(LINGWOOD 2011). When present on the outer leaflet of the lipid bilayer,
they form a structure known as a glycocalyx — a membrane coating cov-
ered with carbohydrate residues. This coating serves a protective function,
but also plays a major role in intercellular communication, targeting
of pathogens, and modulation of the inflammatory response (D'ANGELO
et al. 2013).

Nutritional aspects of milk polar lipids

There is increasing number of scientific literature considering the
health-promoting properties of the milk fat globule membrane components
(ToKAS 2019). Many reports indicate a direct relationship between the
consumption of membrane components, including polar lipids, and dis-
ease. Phospholipids and sphingolipids show a broad spectrum of activities
as functional ingredients due to their regulatory properties, in addition to
their structural functionalities. They are also effective at low concentra-
tions (SCHMELZ 2000). The biological activity of phospholipids and their
metabolites relates to such interactions as anti-carcinogenic, cognitive
development, neurological diseases and aging (e.g. Parkinson, Alzheimer),
reduction of cardiovascular risk and inflammation, liver recovery, neona-
tal gut development and gastroprotective role (DEWETTINCK et al. 2008,
RODRIGUEZ-ALCALA et al. 2017, NICOLSON and ASH 2014).

DILLEHAY et al. (1994) treated mice with 1,2-dimethylhydrazine to
induce colon cancer and showed that mice fed diets supplemented with
milk sphingomyelin had a lower (20%) incidence of colon tumours com-
pared with 47% in controls. These results showed that consumption of
sphingomyelin affects the behaviour of colonic cells. In another study
ZHANG et al. (2008) showed that dietary sphingomyelin inhibited the tu-
morigenesis and increased alkaline sphingomyelinase (a key enzyme
responsible for sphingomyelin digestion in the gut) activity in the colon by
65%. SCHMELZ et al. (1996) reported that the administration of isolated
dairy sphingomyelin in diet of CF1 mice, transformed malignant adeno-
carcinoma to benign adenoma.

CASTRO-GOMEZ et al (2016) investigated the in vitro effect of a concen-
trate of phospho- and sphingolipids obtained from buttermilk. The research
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work showed antiproliferative effect on ovary cancer lines, which could be
explained by the presence of sphingomyelin in the extract.

In the human body especially high concentration of phospholipids
occurs in the brain, where together with long-chained polyunsaturated
omega-3 fatty acids constitute the basic building blocks of the nervous
system. So many research work relates to phospholipid role in the devel-
opment of age-related diseases and Alzheimer’s disease (SPITSBERG 2005).
There are multiple studies indicating that phosphatidylserine supplemen-
tation may positively affect brain function (memory), improve health, slow
ageing, and produce beneficial effects in Alzheimer’s patients (DEWET-
TINCK et al. 2008, HASHIOKA et al. 2004). Short-term supplementation
with PS was also shown to improve exercise capacity during high-inten-
sity cycling, which might suggest an innovative application as a supple-
ment (KINGSLEY 2006).

Phosphatidylcholine is essential for normal functioning of mitochon-
dria, as well as protecting them against reactive oxygen species produced
during ATP generation (HAILEY et al. 2010). In rodent studies, it has been
proven that the introduction to the diet of milk-derived phospholipids has
positive acting in the treatment of steatosis and liver enlargement (WAT et
al. 2009). In addition, PC supports the regeneration of alcohol-damaged
liver (KHARBANDA et al. 2006), and protects gastrointestinal cells from the
harmful effects of toxins (ANAND et al. 1999).

Many studies have shown that consuming sphingomyelin, in addition
to its anti-cancer effect, can have beneficial effects, including the regula-
tion of cholesterol levels and protection against bacterial infections and
mycotoxins (VESPER et al. 1999).

Dietary lipid supplementation is recommended to improve health by
modifying and restoring the composition of cellular and intracellular
(mainly mitochondrial) membranes (NICOLSON and ASH 2014). Defects in
cell and intracellular membranes are common to all chronic conditions,
including cancer and normal processes such as aging. Oxidative stress
occurs when the production of reactive oxygen species (superoxide,
hydroxyl radicals or hydrogen peroxide) is in excess to the cell’s ability to
destroy these molecules with its natural antioxidants (HALLIWELL 2006).
Cellular targets of this reactive species can be nucleic acids, proteins and
also lipids, and mitochondrial structures are especially sensitive to oxida-
tive damage (WEI and LEE 2002). So phospholipid supplementation can
have a number of positive effects and has been successfully used in many
chronic diseases, without any toxic effects for human (NICOLSON and ASH
2014).
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Milk and milk products can be a valuable source of bioactive membrane
lipids (Table 2). Raw milk has a polar lipid content of 9.4-40 mg/100 g
of milk (ROMBAUT and DEWETTINCK 2006). They are mainly associated
with the milk fat globule membrane. Their content in various dairy prod-
ucts is associated with the fat content of the product, so the high-fat prod-
ucts are rich in phospholipids. The most polar lipids are concentrated in
the butterserum, but the technological usefulness of this product for
obtaining polar lipids is limited. Butter can be considered the best source
of phospholipids, due to its high fat content. However, during churning,
the membrane of milk fat globule is broken and largely migrates to the
aqueous phase, partly due to their high affinity for proteins (YEAGLE 2014,
AMBROZIAK and CICHOSZ 2013). So buttermilk is a low-fat product with
high concentration of phospholipids. Considering the content of phospho-
lipids in relation to the dry mass, buttermilk contains 4—5 times more than
other products (ROMBAUT et al. 2005, AMBROZIAK and CICHOSZ 2013).
Taking this into account, buttermilk can be considered as an interesting
source for further purification and concentration of phospholipids to obtain
a product with high functional and nutritional value.

Table 2

Polar lipid content of some dairy products (PIMENTEL et al. 2016,
ROMBAUT and DEWETTINCK 2006)

Product mg/100 g of product g/100 g of fat
Raw milk 9-40 0.7-0.9
Cream 139-190 0.3-0.9
Butter 70-230 0.1-0.3
Buttermilk 9-160 4.5-33.1
Butterserum 660-1250 14.8-48.4
Yoghurt skimmed 18 5.5
Kefir semiskimmed 34 2.3
Ricotta 279 2.7
Cottage cheese 56-376 1.3-5.3
Cheddar 154 0.5
Emmental 110 0.4
Conclusion

The present paper describes the main groups of polar lipids found in
milk. Polar lipids are not only constituents of milk fat globule membranes,
but also major components of biomembranes. They serve as a barrier that
isolates cell’s interior from the environment — any change or damage to the
structure of these lipids, caused by external factors, is the primary means
of signaling a threat to the entire cell. From these basic functions, cells
have evolved a variety of mechanisms of intercellular and intracellular
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signaling, with specific functions activated based on the level of polar lip-
ids and their metabolites.

There has been an increasing number of reports documenting the
health benefits of milk lipid consumption. Although they are present in
milk in small quantities, their unique properties may help prevent and
alleviate numerous diseases. Due to their amphiphilic properties, they
play a major role in lipid metabolism and may prove useful in the prophy-
laxis and treatment of various diseases of affluence.
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Abstract

The aim of the study was to determine the influence of homogenization and buttermilk powder addition on the dispersion
of milk fat globules, viscosity and heat stability (HS) of milk. Milk was treated by high-pressure homogenization (HPH,
100 MPa, temperatures 4, 20, 40, 60 °C), as well as conventional homogenization (20 MPa, temperature 60 °C). Buttermilk
powder was added to treated milk at 0.3—1.2%, at intervals of 0.3%. HPH decreased the diameter of milk fat globules, and
the noted decrease was proportional to temperature, whereas the effectiveness of conventional homogenization was similar
to HPH conducted at 40 °C. The addition of buttermilk promoted milk fat dispersion when HPH was conducted at a tempera-
ture of 20 °C. The HS and viscosity of milk decreased after homogenization and increased after the addition of buttermilk
powder. As a result, the final product containing buttermilk powder was characterized by similar HS and viscosity to raw

(baseline) milk.

Keywords Milk - Buttermilk - Homogenization - Size of milk fat globules - Heat stability - Viscosity

Introduction

Native milk fat globules are unique structures. The lipid
core, an integral part of every milk fat globule, is stabilized
by a membrane that protects milk fat globules against floc-
culation and coalescence [1, 2]. It also prevents milk fat
oxidation and hydrolysis, which improves milk’s suitability
for processing in the dairy industry [3-5].

A native milk fat globule membrane (MFGM) is a com-
plex structure made of various components, including non-
polar and polar lipids (such as phospholipids and choles-
terol), proteins, glycoproteins, enzymes, water, carotenoids,
vitamin A and metals (iron, copper) [6-9]. The MFGM is
a rich source of lipids with a varied composition as well as
proteins that deliver health benefits for consumers from all
age groups [10, 11].

Sweet (industrial) buttermilk is a rich source of MFGM
components because native MFGM fragments are trans-
ferred to buttermilk during churning. Buttermilk also
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contains a small amount of milk fat, i.e., a large number of
small milk fat globules [2, 12—14]. In addition to MFGM,
a natural emulsifier, buttermilk powder also contains milk
plasma proteins such as casein and whey proteins. This is an
important consideration because the raw materials and prod-
ucts processed in the dairy industry are non-homogenous
and multiphase systems made of multiple components.

Stable emulsions can be produced with the involvement
of mechanical methods, including pressure homogenization
that is widely applied in the dairy industry [15]. Homog-
enization decreases the size of milk fat globules, increases
their number and surface area and modifies MFGM prop-
erties. High-pressure homogenization (HPH) inactivates
milk microorganisms and increases milk temperature. This
emerging technology reduces microbial counts, and it can
replace homogenization or pasteurization or decrease pas-
teurization temperature while effectively eliminating patho-
genic microorganisms [16—19].

Homogenization leads to milk fat dispersion, and it pro-
motes protein modification in full-fat and skim milk. In skim
milk, HPH slightly decreases the size of casein micelles
by promoting the dissociation of k-, asl- and as2-casein
and the disintegration of casein micelles [19]. This pro-
cess also leads to the denaturation of whey proteins, mostly
B-lactoglobulin and, to a lesser degree, a-lactoglobulin [20].

@ Springer
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In full-fat milk, homogenization promotes the adsorption
of milk proteins on the enlarged surface of milk fat glob-
ules [17, 21]. Homogenization increases the surface area
of milk fat globules many-fold, and surface-active plasma
components (milk proteins in milk without surfactants) are
adsorbed at the newly formed interface. Casein micelles
and submicelles, and, to a lesser degree, whey proteins are
incorporated into the structure of new MFGM [22]. When
the colloidal phase of full-fat and skim milk is modified,
the mineral equilibrium is disrupted due to the dissocia-
tion of colloidal calcium phosphate and phosphorus, and
an increase in its content in the soluble phase of milk [23,
24]. The loss of equilibrium between colloidal phase com-
ponents, i.e., proteins and minerals, leads to changes in the
processing suitability of milk; therefore, HPH modifies the
functional and technological properties of milk proteins.
High-pressure homogenization increases milk’s sensitiv-
ity to coagulants and decreases its heat stability (HS) [23,
25]. The presence of casein on the surface of homogenized
fat suggests that fat globules with adsorbed proteins behave
similarly to large casein micelles. The above decreases the
HS of homogenized milk, which is an important parameter
in the production of foods that are stabilized by means of
high-temperature treatment. When pH is lowered to a value
approximating the isoelectric point of casein, casein is
rapidly coagulated with fat, which is an important trait in
cheesemaking.

The addition of ingredients that lower surface tension at
the milk fat/serum interface combined with partial homog-
enization treatment can limit changes in the colloidal phase.
Sweet buttermilk subjected to HPH treatment is character-
ized by smaller milk fat globules, lower protein load and a
higher proportion of MFGM components on the surface of
homogenized fat globules than milk [26]. Kasinos et al. [27]
demonstrated that the addition of phospholipids prevented
an increase in the size of emulsion droplets and their protein
load.

In this study, buttermilk was added to homogenized milk
as a dairy emulsifier to produce a milk emulsion with a sta-
ble colloidal phase. Therefore, the aim of the study was to
evaluate the combined effects of homogenization and the
addition of buttermilk powder on milk fat globule dispersion
and colloidal stability of milk.

Material and methods

The experimental material comprised cow’s milk and sweet
buttermilk. Milk was produced in the Baldy Educational and
Research Station of the University of Warmia and Mazury in
Olsztyn. Sweet buttermilk was obtained by periodic churn-
ing of butter, and it was spray-dried in a single-step process
in the Biichi Mini Spray Dryer B-290 (Biichi Labortechnik

@ Springer

AG, Flawil, Switzerland) (T, =160 °C, T, 4e,=90 °C)
in the Professor Stefan Poznariski Production Hall of the
University of Warmia and Mazury in Olsztyn. Raw milk
was characterized by the following parameters: dry matter
content—12.82% +0.10, fat content—3.81% +0.20, pro-
tein content—3.54% +0.01, casein content—2.84% + 0.1,
density —1.029 g/cm®+0.002, pH — 6.72 +0.04. Butter-
milk powder had the following parameters: lactose 45.63%,
fat content—7.67%, protein content—34.41%, ash con-
tent—_8.24%, water content—4.05%.

Experimental design

Buttermilk powder was added to milk with standardized fat
content (3.5%) at 0.3—-1.5% (w/v), at intervals of 0.3% (w/v).
Milk with and without buttermilk powder with a volume of
800 mL was subjected to conventional homogenization at a
pressure of 20 MPa and a temperature of 60 °C, as well as
(HPH) at a pressure of 100 MPa and temperature of 4, 20,
40 and 60 °C in the PandaPlus 2000 homogenizer (Gea Niro
Soavi, Parma, Italy). The experimental design is presented
in Fig. 1.

Non-homogenized milk with 3.5% fat content without the
addition of buttermilk was the control. The experiment was
conducted in four independent replicates involving four dif-
ferent batches of raw milk.

Size of milk fat globules

The size of milk fat globules was measured by laser dif-
fraction with the Mastersizer 3000 particle size analyzer
equipped with a He—Ne laser (632.8 nm) and the Hydro EV
automated wet dispersion unit (Malvern Instrument, UK).
The refractive index for milk fat and Milli-Q® deionized
water (Millipore, Molsheim, France) was set at 1.46 and
1.33, respectively, and obscurance ranged from 10 to 12%.
The following parameter was measured: De Brouckere Mean
Diameter, d43 =Xd;'n/2d;’n;, where n; is the number of
milk fat globules with diameter d;. The measurement was
performed according to the operating instructions for the
particle size analyzer.

Determinants of colloidal stability

The HS of milk was determined based on the time of heat
coagulation at a temperature of 140 °C in an oil bath, accord-
ing to the subjective HS assay described by White and
Davies (TewesBis, Barczewo, Poland) [28].

Viscosity

Shear stress in milk samples was measured with a rota-
tional rheometer (Rheolab QC, Anton Paar, Graz, Austria)
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Centrifugation T=45°C, 5000 rpm
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Milk, fat content 3.5%

Cream, fat content 30%

_—

Cooling, T=10°C, t=12 h

)

Butter (< Churning, T,,,,,= 10°C
Buttermilk
Drying (Mini Spray Dryer B-290, Biichi), T;,.= 180°C, T .= 80°C

Milk with standardized fat content 3.5% without addition and with
buttermilk powder addition 0.3%, 0.6%, 0.9%, 1.2%, 1.5% w/v

A 4

Buttermilk powder

l

Homogenization using Panda 2000 (GEA Niro Soavi, Italy)
HPH p=100 MPa, T= 4 °C, 20 °C, 40 °C, 60 °C; conventional homogenization, p=20 MPa, T= 60 °C

Fig.1 Experimental design

in the DG42-SN20765 measuring system, at a temperature
of 20 °C and a shear rate of 1-100 s~!. Flow curves were
plotted for the analyzed samples, and the linear relation-
ship between changes in shear stress as a function of the
shear rate was determined at a coefficient of determination
R*>0.99. Viscosity was expressed by direction coefficients,
which are also the tangent of the angle, between the linear
function and the x-axis.

Statistical analysis

The influence of homogenization (HP), buttermilk addition
(BM) and the interaction between homogenization and but-
termilk addition (HP X BM) on the analyzed milk param-
eters was determined by two-way ANOVA at a significance
level of P <0.05. When the effect of a given factor was
observed, post hoc tests were performed. The values were
compared with paired ¢ tests on the assumption of equal
variance, with the Bonferroni correction, at a significance
level of P <0.05 (n=15). Data were processed statistically
in Microsoft Excel.

Results and discussion

The obtained results focus on the effect of the homogeniza-
tion process carried out at different temperatures and the
variable addition of buttermilk powder on the size of fat
globules, thermal stability and viscosity of homogenized
milk. The aim of the research was to expand the scientific

and application knowledge in the field of optimization of
production parameters and properties of unfermented milk
drinks, important from the technological point of view. The
addition of buttermilk may also improve the nutritional
properties of the product.

Size and surface area of milk fat globules

The particle size distribution was examined in the samples
of milk without addition and with the addition of buttermilk
powder. Examples of particle size distribution are shown
in Fig. 2. Two peaks were observed in the particle size dis-
tribution of non-homogenized milk. These peaks were still
present in conventionally homogenized milk and in HPH
milk at 4 °C. Increasing the temperature to 20 °C resulted in
the appearance of one peak in the range of small particles.

Two-way ANOVA revealed that the addition of butter-
milk powder, the applied homogenization parameters and
the interaction between these factors significantly decreased
the mean diameter (d43) of milk fat globules in milk with
3.5% fat content (P <0.05) (Table 1). Conventional homog-
enization and HPH at a temperature of > 40 °C decreased
d43 values in milk without buttermilk addition, whereas
no changes in d43 values were noted in HPH-treated milk
at <20 °C. When treatment temperature exceeded 40 °C, d43
values did not change and formed a statistically homogene-
ous group with d43 values in milk treated by conventional
homogenization.

Depending on process parameters, the changes in the
size of milk fat globules proceeded in a similar direction

@ Springer
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0.6% buttermilk

--%--- normalized milk

--O--- 4°C100MPa

--B3--- 20°C 100MPa

--A--- 40°C 100MPa

---0--- 60°C 20MPa

------- 60°C 100MPa

---%X--- normalized milk

---©--- 4°C 100MPa

---8--- 20°C 100MPa

---&--- 40°C 100MPa

---0--- 60°C 20MPa

------- 60°C 100MPa

Fig.2 Examples of particle size distribution in homogenized milk samples with 0.6 and 1.2% buttermilk addition

in milk with and without buttermilk. In HPH-treated milk
with 0.3-1.2% buttermilk addition, the size of fat globules
decreased already at a temperature of > 20 °C, whereas
d43 values in HPH-treated milk at 40 °C decreased only
after 1.5% addition of buttermilk. In milk with 0.3-1.5%
buttermilk addition, d43 values decreased after HPH treat-
ment at >40 °C and after conventional homogenization.

@ Springer

The addition of buttermilk powder did not induce signifi-
cant changes in d43 values in non-homogenized milk.

In milk subjected to HPH treatment at a temperature of 20
and 40 °C, the size of milk fat globules decreased after 0.3%
buttermilk addition, but significant changes in this param-
eter were not observed regardless of the amount of added
buttermilk. In HPH-treated milk at 60 °C, the diameter of
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Table 1 The effect of buttermilk addition and homogenization on the d43 diameter of milk fat globules

Milk homogenization

d43 [um]

Buttermilk addition [%]

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
Non-homogenized milk 4.85+0.29% 4.78+0.33% 4.51+0.12% 4.74+0.35% 4.54+0.32%A 4.93+0.18%
100 MPa/4° C 4.42+0.42%8C  4.624+0468C  4.69+0.19%4 4.68+0.24%4B 447+031*8C  3.61+0.29°C
100 MPa/20° C 4534037 3.26+0.23%8C 3.71+0.23°4P 30240265 3.60+0.28"A°P  2.7940.28™EC
100 MPa/40° C 3.34+0.20°A 2.43+0.14°B 2.30+0.16°® 2.54+0.15" 2.43+0.13%8 2.58+0.15°8
100 MPa/60° C 3.23+0.15°4 2.48+0.07°B 1.64+0.129¢ 1.51+0.13%C 1.47+0.13C 1.67+0.139
20 MPa/60° C 3.40+0.17°A 2.67+0.17°B° 2.04+0.16°C  2.3440.16"5€ 2.50+0.22°8C¢ 2.28+0.19°BC
Significance (P value)

Homogenization (HP) 0.00

Buttermilk addition (BM) 0.00

HP x BM interaction 0.00

The presented values are means+ SD (n=4). Values that are not marked by letters in the superscript are not significant. Values marked by low-
ercase letters in the superscript differ significantly (P <0.05) relative to the homogenization variant. Values marked by uppercase letters in the

superscript differ significantly (P <0.05) relative to buttermilk addition

fat globules decreased with a rise in buttermilk addition to
0.6%, after which no changes in this parameter were noted.
In milk containing buttermilk and subjected to conventional
homogenization, the size of fat globules differed only in
samples with 0.3 and 0.6% buttermilk addition (Table 1).

Homogenization treatment also reduced the diameter of
milk fat globules in other studies [16, 17]. A decrease in the
size of milk fat globules with a rise in MFGM addition was
also observed by Kanno and Kim [29] who analyzed the
emulsifying properties of MFGM isolates and the physico-
chemical properties of milk fat emulsions stabilized with
MEFGM isolates. When buttermilk abundant in MFGM frag-
ments is added to HPH-treated milk, MFGM fragments are
deposited on milk fat globules, which increases the surface
area of the resulting small milk fat globules [3].

In the present study, conventional homogenization at
20 MPa decreased the size of milk fat globules, whereas
buttermilk addition had a minor effect on this parameter
(Table 1). After conventional homogenization, milk was
abundant in substances that could be deposited on the sur-
face of the newly formed fat globules with reduced size;
therefore, additional supply of MFGM fragments had no
effect on globule size.

Homogenization decreases the diameter of milk fat glob-
ules, promotes fat emulsification and removes excess fat
from dairy products. In milk with the same fat content, the
homogenization-induced decrease in fat globule diameter
increases total globule area. Buttermilk containing MFGM
fragments from the churning process is added to homoge-
nized milk to stabilize fat globules and prevent their agglom-
eration. Buttermilk is abundant in MFGM phospholipids
which are surface-active ingredients that orient their tails
toward polar molecules in water and their heads toward non

polar molecules in fat. In homogenized milk, MFGM phos-
pholipids coat small fat globules and prevent their aggrega-
tion into larger units [3].

Heat stability

Heat stability, namely the stability of milk proteins exposed
to high temperature, preserves the colloidal properties of
milk. Low HS can lead to the sedimentation or gelation of
milk proteins during high-temperature treatment.

The HS of milk samples was significantly affected by
homogenization parameters and buttermilk addition, but
the interaction between these factors had no effect on the
HS of milk. The above can be attributed to the fact that
homogenization and buttermilk addition exerted different
effects on HS. In milk without buttermilk, HPH treatment
at 4 °C decreased HS, whereas the remaining homogeni-
zation variants did not induce significant changes in HS.
The HS of milk with 0.3-1.5% buttermilk addition was not
altered by homogenization, regardless of the applied treat-
ment parameters, because buttermilk addition significantly
increased the HS of homogenized milk in every analyzed
variant. The lower the homogenization temperature, the
greater the increase in the HS of milk with the lowest but-
termilk addition. The HS of HPH-treated milk at 4 and
20 °C increased after the addition of buttermilk at>0.9
and > 0.6%, respectively. In milk subjected to HPH at 40
and 60 °C, HS increased only after the addition of buttermilk
at> 1.2 and 1.5%, respectively. In milk subjected to conven-
tional homogenization, HS increased when buttermilk was
added at>1.2%. In non-homogenized milk, the addition of
buttermilk at 0.3-1.5% did not induce significant changes
in HS (Table 2).
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Table 2 The effect of buttermilk powder addition and homogenization on the heat stability of milk

Milk homogenization Heat stability [min]

Buttermilk addition [%]

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
Non-homogenized milk 6.53+0.32° 6.52+0.49° 6.58+0.49 6.92+0.55 6.97 +0.64 7.39+0.47
100 MPa/4° C 5.08+0.36°4 5.65+0.3148 6.09+0.5148C 7.06+0.74B€ 7.01+0.26° 7.33+0.48€
100 MPa/20° C 5.48 +0.45%A 6.17+0.5048 6.49 +0.545C 7.42 +0.66% 7.43+0.55¢ 7.71+£0.63€
100 MPa/40° C 5.86+0.49%4 6.19+0.66%8 6.62+0.58B 7.01+£0.474B 7.96+0.618 8.04 +0.60°
100 MPa/60° C 5.75+0.62%°4 6.44+0.40% 6.55+0.60% 6.58 +0.624 7.67+0.54A8 8.56+0.57°
20 MPa/60° C 5.74+0.61%°4 6.52+0.4848 6.90+0.324B 6.62+0.438 7.57+0.358C 8.51+0.55¢
Significance (P value)

Homogenization (HP) 0.00

Buttermilk addition (BM) 0.00

HP x BM interaction 0.21

The presented values are means+ SD (n=4). Values that are not marked by letters in the superscript are not significant. Values marked by low-
ercase letters in the superscript differ significantly (P <0.05) relative to the homogenization variant. Values marked by uppercase letters in the

superscript differ significantly (P <0.05) relative to buttermilk addition

According to the literature, HPH decreases ethanol sta-
bility [15] and HS of milk [23, 25]. The following factors
compromise homogenized milk’s resistance to coagulation
agents: disruptions in the dynamic balance of proteins when
selected casein fractions, in particular k-casein that protects
casein micelles, are dissociated from micellar casein [19],
whey protein denaturation [20], adsorption of milk plasma
components on the interface surface [22], and disruptions in
mineral balance resulting from the dissociation of colloidal
calcium phosphate and its transfer to the soluble phase of
milk [23, 24].

Singh and Tokley [30] analyzed the effect of 10% (v/v)
fresh cream addition on the HS of recombined skim milk
powder. They suggested that surface-active ingredients in
buttermilk, i.e., phospholipids and lipoproteins, displace
skim milk proteins from MFGM during homogenization,
thus increasing the HS of milk. Elling and Duncan [31]
found that the amount of phospholipids incorporated into
recovered MFGM is determined by, among others, homog-
enization pressure. Kasinos et al. [27] and Vanderghem et al.
[12] also noted that sweet buttermilk and MFGM fragments
contribute to an increase in the colloidal stability of milk
proteins during exposure to high temperature.

Thermal treatment induces changes in MFGM proteins,
including denaturation and interactions with milk proteins
that involve sulfhydryl-disulfide interchange reactions. In
full-fat milk, both f-lactoglobulin (f-Lg) and a-lactoglobulin
(a-La) bind with fat globules during heating. Lactoglobu-
lins could bind with MFGM via sulfhydryl-disulfide inter-
change reactions or when primary MFGM components are
displaced by whey proteins. This process is facilitated by
direct competition or the disintegration of MFGM during
heating, which creates space for the absorption of whey

@ Springer

proteins (denatured or not denatured at this stage) on the
newly exposed surface of fat globules [32]. Homogenization
decreases the size of milk fat globules and the protein load in
the emulsion phase of sweet buttermilk relative to milk [26].
The observed changes in MFGM components probably
exert a significant effect on the functional properties of dairy
products, including their HS and rennet coagulation time.
Increased addition of buttermilk powder, a product abundant
in MFGM fragments, neutralizes the described changes in
MFGM components, which improves the HS of milk.

Viscosity

The results of two-way ANOVA revealed that the interac-
tions between homogenization parameters and buttermilk
addition had no significant effect on milk viscosity. At the
same time, milk viscosity was affected by homogeniza-
tion parameters as well as the amount of added buttermilk.
Homogenization did not affect the viscosity of milk samples,
excluding HPH treatment at 40 °C which increased the vis-
cosity of milk without buttermilk addition and milk with the
0.6% addition of buttermilk (Table 3).

According to the literature, the addition of buttermilk sta-
bilizes the emulsion and colloidal phases of homogenized
milk because buttermilk (obtained during churning) contains
MFGM components that are rich in phospholipids. Phospho-
lipids are amphiphilic molecules that stabilize fat globules in
full-fat milk, and MFGM fragments are regarded as effective
natural emulsifying agents [2].
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Table 3 The effect of buttermilk powder addition and homogenization on milk viscosity

Milk homogenization Viscosity [mPa's]

Buttermilk addition [%]

0 0.3 0.6 0.9 1.2 15
Non-homogenized milk 2.20+0.03 2.45+0.03% 2.45+0.02° 2.65+0.02% 2.70+0.06% 2.70+0.02%
100 MPa/4° C 2.35+0.03% 2.38+0.01° 2.43+0.01° 2.43+0.01° 2.55+0.02% 2.60+0.01
100 MPa/20° C 2.60+0.05® 2.83+0.01° 2.88+0.07% 2.95+0.08% 3.05+0.03* 3.28+0.05
100 MPa/40° C 2.73+0.01° 2.78+0.01° 2.88+0.01° 2.88+0.02° 2.88+0.01° 2.85+0.02%
100 MPa/60° C 2.33+0.00° 2.33+0.02° 2.38+0.02° 2.48+0.04% 2.48+0.02° 2.60+0.05%
20 MPa/60° C 2.25+0.00° 2.30+0.05 2.28+0.02° 2.28+0.02° 2.38+0.03° 2.48+0.02°
Significance (P value)
Homogenization (HP) 0.00
Buttermilk addition (BM) 0.00
HP x BM interaction 0.34

The presented values are means +SD (n=4). Values that are not marked by letters in the superscript are not significant. Values marked by lower-
case letters in the superscript differ significantly (P <0.05) relative to the homogenization variant

Conclusions

Homogenization increases the number of fat globules in
milk, decreases fat globule diameter and increases the sur-
face area of milk fat globules. The addition of buttermilk
powder to homogenized milk induces a further decrease in
fat globule diameter and an increase in globule surface area.
Sweet buttermilk contains MFGM fragments that increase
the colloidal stability of milk proteins, which is why butter-
milk is added to dairy products, in particular non-fermented
milks whose shelf life is prolonged by thermal treatment.
Buttermilk powder is added to milk because MFGM frag-
ments reverse changes in MFGM composition. Sweet butter-
milk powder, which contains MFGM fragments, stabilizes
the emulsion and colloidal phases of homogenized milk.
MFGM components have emulsifying properties, and the
addition of buttermilk produces milk with homogenized
fat globules whose surface properties in the interface area
resemble unprocessed milk fat globules.

Dairy products based on milk and buttermilk powder con-
tain biologically active phospholipids and MFGM compo-
nents that deliver health benefits. The technological charac-
teristics of milk-based products containing buttermilk, such
as HS, can also be improved by optimizing homogenization
parameters.
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Summary

The study evaluated the effects of full-stream and partial high-pressure homogenisation (HPH) on the

properties of milk with 3.5% fat content. During full-stream HPH, the size of particles decreased with an
increase in temperature. Fat globules were smaller in milk treated by full-stream than partial HPH at
60°C. Creaming was not observed in milk subjected to full-stream HPH. In milk treated by partial HPH,
the phase separation rate during <48 h of storage increased in samples processed at 60°C, 40°C and
20°C. Despite high top layer volume in milk that was HPH-treated at a temperature of >40°C, its fat con-
tent was lower than in milk homogenised at 20°C. The total difference in colour was approximately 1.5-
2.0-fold higher in full-stream homogenised milk. Partial HPH can be applied in dairy products requiring
milk fat dispersion with minimal changes in the components of the colloidal and soluble phases.

Keywords

Introduction

Homogenisation inhibits creaming during storage of
liquid dairy products by a decrease in the size of milk
fat globules. High-pressure homogenisation (HPH)
inhibits microbial growth (Hayes et al., 2005; Pereda
et al., 2007), but affects protein adsorption on the sur-
face of homogenised fat globules (Ye et al., 2008;
Zamora et al., 2012), whey protein denaturation
(Hayes et al., 2005), and it modifies the structural
properties of casein micelles (Sandra & Dal-
gleish, 2005; Touhami ez al., 2022), which alters the
functional properties of proteins and their coagulation
(Sandra & Dalgleish, 2007). Research studies examin-
ing the influence of HPH on the properties of dairy
products were carried out on drinking milk (Hayes
et al., 2005), milk concentrates (Mercan et al., 2018a),
milk powder (Mercan et al., 2018b) and butter (Sert &
Mercan, 2020). Homogenisation may also affect the
nutritional properties of milk and milk products.
Numerous studies have revealed differences in the
digestion of native and homogenised fat globules (Ye
et al., 2010; Berton et al., 2012). Milk also contains
many bioactive ingredients whose native structure
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colour, fat globule size, high-pressure homogenisation, milk, phase separation.

should be preserved to enhance the nutritional value
of milk (Michalski & Januel, 2006; Smoczynski
et al., 2012; Lu et al., 2021).

Full-stream homogenisation is the most common
form of homogenisation in the dairy industry which
is applied to process milk with a standardised fat
content. In partial homogenisation, milk is cen-
trifuged to separate skimmed milk from cream, and
the obtained cream is homogenised. Homogenised
cream is combined with skimmed milk to standardise
the fat content of milk. Partial HPH enables the use
of homogenisers with significantly lower processing
capacity than the capacity of the entire processing
line. Partial HPH does not involve skimmed milk and
induces smaller changes in the colloidal stability of
milk than full-stream homogenisation. However, par-
tial HPH leads to the aggregation of milk fat glob-
ules and increases particle size relative to full-stream
HPH; therefore, this treatment is less effective than
full-stream homogenisation (Ambroziak et al., 2019).
Emulsion instability leads to creaming during product
storage, but fat clusters formed during homogenisa-
tion can be broken up in the second stage of the pro-
cess. The aim of this study was to compare the
effects of two-stage full-stream and partial HPH con-
ducted at different temperatures on selected properties
of milk with 3.5% fat content, including milk fat
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dispersion, the presence of clusters, emulsion stability
and colour.

Materials and methods

Research material

Milk for the experiment was produced in the Bagdy
Educational and Research Station of the University of
Warmia and Mazury in Olsztyn, Poland. Milk was
preserved through the addition of sodium azide to
inhibit microbial growth. Milk was centrifuged at a
temperature of 45°C in a continuous centrifuge (Tetra
Pak - Obram, Tomaszkowo, Poland) and standardised
to 3.5% fat content. Cream was standardised to 20%
fat content.

Experimental design

Milk with 3.5% fat content and cream with 20% fat
content were subjected to two-stage HPH in the Panda
2000 homogeniser (GEA Niro Soavi, Parma, Italy). In
the partial high-pressure homogenisation process,
cream (20% fat) was homogenised at 100/20 MPa and
used to standardise skimmed milk and obtain milk
with 3.5% fat content. In the full-stream homogenisa-
tion process, milk with 3.5% fat was homogenised at
100/20 MPa.

The homogenisation parameters (pressure and tem-
perature) are presented in Table 1. Non-homogenised
milk with 3.5% fat content was the control sample.

During the analysis, samples were refrigerated at a
temperature of 4 £+ 1°C. Milk samples were brought
to room temperature before analysis. The samples
were left to stand for approximately 1 h before the
experiment to stabilise milk components.

Determination of the size of milk fat globules

The size of milk fat globules was measured by laser
diffraction with the Mastersizer 3000 particle size

Table 1 Homogenisation parameters.

Pressure
Homogenisation (MPa) T, (°C)’ T, (°C)? AT (°C)®
Milk p1=100; T=60.0 T=53.0+10 -7.0+0.38
(full-stream po=20 T=40.0 T=457+15 5.7 £ 1.3
homogenisation) T=200 T=383+64 183+59
Cream p1=100;, T=600 T=56.0+38 -40+35
(partial po=20 T=400 T=503+40 103+ 35
homogenisation) T=200 T=433+20 233+15

"Initial temperature measured before homogenisation.

2Final temperature measured immediately after milk/cream homogeni-
sation.

SAT = (To-Ty).
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analyser equipped with a He-Ne laser (632.8 nm) and
Hydro EV automated wet dispersion unit (Malvern
Instrument, Malvern, United Kingdom). The measure-
ments were performed in the Milli-Q system (Millipore,
Molsheim, France). The refractive index was deter-
mined at 1.46 in milk and 1.33 in deionised water as
the dispersing agent, and obscurance ranged from 10%
to 12%. The measurements involved samples of milk
with 3.5% fat content with and without reagents that
dissociate casein, removes absorbed materials from the
surface of fat globules and prevent the aggregation of
milk fat globules. The size of fat globules was measured
by adding 1 unit of 0.4 M trisodium citrate containing
4% SDS per 3 units of milk (Huppertz et al., 2003).
The following parameters were determined:

D3,2 = Zd'zn’
Zdi n;

Zdi4ni
Zdi3ni

where: D3,2 is the surface-weighted mean diameter
(Sauter Mean Diameter), D4,3 is the volume-weighted
mean diameter (De Brouckere Mean Diameter), and n;
is the number of particles with diameter d;.

D4,3 =

Microscopic analysis

Milk was stained with 1.0% (w/v) Nile Blue and 1.0%
(w/v) Fast Green (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Mis-
souri, USA) (Ye et al., 2010). Milk samples were anal-
ysed under the Nikon Eclipse Ti-E confocal microscope
with C1 control software (Nikon Instruments Europe
BV, Amsterdam, Netherlands) at 100x magnification.

Phase separation

Milk samples were placed in 100 mL graduated cylin-
ders and refrigerated for 192 h. The volume of the top
and bottom layers was measured every 24 h (Huppertz
et al., 2003). The top and bottom layers were thor-
oughly stirred and used to determine fat content. The
fat content of the top and bottom layers was deter-
mined after 120 and 192 h. If visible creaming was not
observed, the top and bottom layers that accounted
for 10% and 90% of total milk volume, respectively,
were collected for analysis. The fat content of milk
and cream was determined with a butyrometer accord-
ing to standards ISO 19662:2018a (IDF 238) and ISO
19660:2018b (IDF 237), respectively.

Colour analysis

Colour was analysed immediately after homogenisa-
tion, and the samples were stirred before the
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measurements. The colour analysis was performed in
CIELAB space, and colour was expressed by three val-
ues: L*, lightness from black (0) to white (100); a*,
from green (—) to red (+); b*, from blue (-) to yellow
(+). Colour parameters L*, a* b* were measured with
the CR-400 Chroma Meter (Konica Minolta Sensing
Americas, Inc., New York, USA). The results were
used to calculate saturation C* with formula C* =
(@** + b*)% and the total difference in colour
between non-homogenised and homogenised milk was
determined with the wuse of formula AE =
(AL? + Aa® + Ab%)"°. Measurements were carried out
in accordance with the device manual.

Statistical analysis

The experiment was performed in triplicate. The
results were analysed by one-way ANOVA, and the
significance of differences between means was deter-
mined in Duncan’s test at a = 0.05. Data were pro-
cessed statistically in StatSoft Inc. Statistica v. 13.1
software (Tulsa, Oklahoma, USA).

Results and discussion

An analysis of HPH parameters revealed that the
range and direction of changes in milk temperature
were influenced by initial milk temperature (Table 1).
Homogenisation increased the temperature of milk
with an initial temperature of 20 and 40°C, whereas
milk with an initial temperature of 60°C was cooled
during the process. Temperature was measured after
milk had left the homogeniser, and the homogeniser
was not equipped with a thermal jacket. The above
can probably explain the observed differences in milk
temperature after homogenisation, despite the fact that
the same pressure was applied in all treatments. The
application of high pressure increases the temperature
of HPH-treated products (Hayes et al., 2005; Sandra
& Dalgleish, 2005; Pereda et al., 2007).

The effect of homogenisation on the size of milk fat
globules

The values of parameters D3,2 and D4,3 revealed that
full-stream HPH decreased the size of milk particles
and milk fat globules, and the noted decrease was pro-
portional to processing temperature (Table 2). In other
studies, an increase in temperature during HPH treat-
ment also reduced the size of milk fat globules (Hayes
et al., 2005; Zamora et al., 2012). No significant differ-
ences in particle size were found between samples of
full-stream HPH-treated milk with and without the
addition of trisodium citrate and SDS.

Partial HPH increased the values of D3,2 and D4,3
relative to non-homogenised milk and samples

© 2022 Institute of Food, Science and Technology (IFSTTF).
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subjected to full-stream HPH with identical process
parameters. A significant decrease in the values of
D3,2 and D4,3 was noted after the addition of triso-
dium citrate and SDS, which indicates that milk fat
globules were aggregated by casein adsorbed on their
surface, and that aggregates were disintegrated after
casein dissociation. The size of non-aggregated fat
globules (after disaggregation) in milk processed by
partial HPH indicates that this treatment also
decreased the size of milk fat globules. Partial HPH
conducted at a temperature of 60°C was less effective
in decreasing the values of D3,2 and D4,3 than full-
stream HPH with identical parameters. No significant
differences in the size of milk fat globules were
observed at a temperature of 20 and 40°C, regardless
of the applied HPH treatment (Table 2).

In milk treated by partial HPH, the aggregation of
milk fat globules contributed to the formation of large
protein and fat complexes (Fig. 1a). The application of
a SDS/trisodium citrate that promotes the disintegra-
tion of aggregates into individual milk fat globules
(Fig. 1b) did not induce significant differences in the
size of milk fat globules relative to full-stream HPH
(Fig. 1c¢).

In conclusion, two-stage partial HPH was not effec-
tive in preserving the integrity of individual fat glob-
ules, and similar results were obtained in a previous
study investigating single-stage partial HPH (Ambro-
ziak et al., 2019).

Effect of homogenisation on creaming

Visible signs of creaming as well as differences in the
fat content of the top and bottom layers that
accounted for 10% and 90% of total milk volume
were not observed in milk samples subjected to full-
stream HPH (data not shown).

High-pressure homogenisation also eliminated
creaming in other studies (Hayes et al., 2005; Pereda
et al., 2007; Boeneke et al., 2009). Partial HPH
clearly separated the emulsion phase (top layer) from
bottom layer, and the volume of the top layer was
higher than in non-homogenised milk in all cases
(Fig. 2). Clear phase separation occurred already in
the first 48 h of storage, after which the creaming
rate increased in an ascending order in milk that was
treated at 60, 40 and 20°C. After 72 h of storage the
top layer volume was reduced with a decrease in pro-
cessing temperature. The volume of the top layer did
not change in milk treated at 40°C when milk was
stored for more than 72 h, whereas in milk samples
treated at 60°C, top layer volume decreased after
144 h of storage. In milk processed by partial HPH
at a temperature of 20°C, no significant differences
in top layer stratification were noted throughout
storage.
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Table 2 The influence of homogenisation on the size of milk particles and milk fat globules.

DA,3 of fat globules
in milk containing

D3,2 of fat globules
in milk containing

D4,3 of milk trisodium citrate D3,2 of milk trisodium citrate

Homogenisation Pressure Temperature particles (pm) and SDS (pm) particles pm) and SDS (pm)
- - - 3.66 + 0.47° 3.61 + 0.08% A 1.94 + 0.16% © 2.29 + 0.132 A
Full-stream p; = 100 MPa, p, = 20 MPa  t = 60°C 0.40 + 0.06° Y 0.41 + 0.04°Y 0.32 + 0.04° Y 0.28 + 0.02°Y

t = 40°C 0.89 + 0.17°Y 0.62 + 0.13°* 0.38 + 0.02° Y 0.35 + 0.03°

t = 20°C 1.14 + 0.14°Y 1.21 £ 0.17° 0.49 + 0.06° Y 0.54 + 0.08° >
Partial p; = 100 MPa, p, = 20 MPa  t = 60°C 9.66 + 0.83% * X 0.93 + 0.118¢ x Y 2.55 + 0.128 X 0.39 + 0.018 %Y

t = 40°C 1217 + 1.198 %X 0.68 + 0.21€ %Y 2.93 + 0.14B % 0.41 + 0.028 %Y

t = 20°C 39.40 + 4.484 %X 1,09 + 0.118 %Y 4.62 + 0.42° X 0.47 £ 0.018 %Y

Note: The presented values are means + standard deviation (n = 3). Values with different superscripts are significant at P < 0.05; values without

superscripts are not significant.

Values with different lowercase letters (a—c) denote differences between the full-stream homogenisation variant and the control sample.
Values with different uppercase letters (A-C) denote differences between the partial homogenisation variant and the control sample.
Values with different lowercase letters (x, y) denote differences between homogenisation methods (full-stream vs. partial) with identical process

parameters.

Values with different uppercase letters (X, Y) denote differences in particle size in milk and in milk containing trisodium citrate and SDS.

Control sample A

Figure 1 Microstructure of non-homogenised milk (control sample) and milk treated by partial high-pressure homogenisation (a), partial high-
pressure homogenisation with the addition of trisodium citrate and SDS (b), full-stream high-pressure homogenisation (c) at a temperature of

60°C (I), 40°C (1), 20°C (III), 100x magnification, 10 pm scale.

Milk fat globule aggregates are formed when protein
is not sufficient to fully stabilise the fat globules inter-
face, and larger particles or aggregates may be formed
as a result of coalescence or bridging flocculation
(Olson et al., 2004). Proteins adsorbed on the surface

International Journal of Food Science and Technology 2022

of milk fat globules have high specific weight, which
limits or eliminates creaming. The above is observed
during full-stream homogenisation. Milk fat globules
aggregate more rapidly in products with increased
fat content, which are deficient in surface-active
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Figure 2 The influence of partial homogenisation temperature on the volume of the top layer (cream) expressed in mL 100 mL™" of milk
(n = 3). Values with different lowercase letters (a—d) in the superscript differ significantly at P < 0.05 subject to storage time. Values with differ-
ent uppercase letters (A-D) in the superscript differ significantly at P < 0.05 subject to the partial homogenisation variant (after 24-192 h,

every 24 h).

compounds, and the above was observed during par-
tial homogenisation of cream which contains less pro-
tein than fat. In the present study, in milk treated by
partial HPH, the resulting aggregates contained casein,
as evidenced by the size of particles in milk and in
milk after casein dissociation (Table 2, Fig. 1). Large
and heavy aggregates of fat and protein tend to gravi-
tationally separate in the top layer, but they contain
proteins which delay phase separation due to their
high specific weight.

The greatest differences in the fat content of the sep-
arated phases were noted in non-homogenised milk

despite the low volume of the top layer. No significant
changes in milk fat distribution in the top and bottom
layers of non-homogenised milk were observed during
120 and 192 h of storage (Table 3).

In milk subjected to partial HPH, visible phase sep-
aration was observed during storage (Fig. 2), but the
fat content of the top layer was lower than in non-
homogenised milk (Table 3). Phase separation takes
place during storage, and it decreases the volume of
the top layer and increases its fat content. The fat con-
tent of the top layer was significantly higher in milk
that was HPH-treated at 20°C than at >40°C in both

Table 3 The influence of partial homogenisation on the fat content of the top and bottom layer after 120 and 192 h of storage.

Fat content of bottom layer

Fat content of top layer (%) (%)
Homogenisation Pressure Temperature 120 h 192 h 120 h 192 h
- - - 12.85 + 3.42° 13.43 + 2.20° 2.02 + 0.47%° 1.97 + 0.312
Partial p1 = 100 MPa, p, = 20 MPa 60°C 4.23 + 0.06° A 5.19 + 0.51° B 2.15 + 0.33° 1.45 + 0.51°
40°C 4.81 4+ 0.19°A 5.99 + 0.20° B 1.53 + 0.31%° 1.26 + 0.20°
20°C 7.30 + 0.56° A 8.81 + 0.41° B 1.44 + 0.16° 1.30 + 0.41°

Note: The presented values are means + standard deviation (n = 3). Values with different superscripts are significant at P < 0.05; values without

superscripts are not significant.

Values with different lowercase letters (a-c) denote differences between the partial homogenisation variant and the control sample.
Values with different uppercase letters (A, B) denote differences in storage time.
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periods of storage. After 120 h of storage, the fat con-
tent of the bottom layer was lower in milk subjected
to partial HPH at 20°C than at 60°C. After 192 h of
storage, the fat content of the bottom layer was identi-
cal in milk samples subjected to partial HPH at differ-
ent temperatures (Table 3).

The fat content in the upper layer of partial HPH-
treated milk was similar to that of milk and much
lower than that of cream. This was the reason why
phase separation was not determined by creaming.
Adsorption of plasma proteins, mainly casein, on the
surface of fat globules and modification of the compo-
sition and surface properties of fat globules contribute
to their higher hydrophilicity (Ye et al., 2008; Zamora
et al., 2012). In addition, partial agglomeration of very
small fat globules coated with milk proteins can lead
to the formation of protein—fat complexes (Hayes
et al., 2005). Given the high density of the protein, its
adsorption on the surface of the fat globules as well as
its presence in protein—fat complexes may result in a
lower rate of phase separation and a lower fat content
in the upper layer separated after storage. On the
other hand, the presence of small fat globules aggre-
gates may result in their faster separation rate com-
pared to the separation of individual fat globules.

Effect of homogenisation on milk colour

The results of the colour analysis revealed the highest
lightness values (L*) in milk processed by full-stream
HPH and lower values of L* in samples subjected to
partial HPH treatment. Lightness values were lower in
non-homogenised milk than in milk homogenised at
different temperature and pressure (Table 4). Similar
results were reported by Hayes et al. (2005) and
Amador-Espejo et al. (2014). Smaller differences in the
values of L* were noted in milk treated by partial
HPH than in samples subjected to full-stream HPH at

Table 4 Milk colour parameters.

the same temperature. The values of parameter a*
were negative in all milk samples, and they increased
in milk treated by full-stream HPH within the entire
temperature range and in milk subjected to partial
HPH at >40°C. In both full-stream and partial HPH,
differences in the value of a* were observed only at a
temperature of 40°C, and the remaining temperatures
did not induce changes in parameter a* regardless of
the HPH method. Positive values of parameter b* (yel-
low colour) were noted in all milk samples. The value
of b* increased after full-stream HPH at 40°C and
partial HPH at 60°C. Parameter b* was lower in milk
treated by partial HPH than in milk subjected to full-
stream HPH only at the processing temperature of
20°C. Saturation decreased after partial HPH at 20°C
relative to partial HPH at the remaining temperatures,
and it was significantly lower than after full-stream
HPH conducted at the same temperature (20°C).

The increase in the values of colour parameters dif-
fered between the tested homogenisation methods, and
total colour difference was lower in milk subjected to
partial HPH than in samples processed by full-stream
HPH.

Total colour difference was not affected by tempera-
ture during full-stream HPH, but significant changes
in the values of AE were noted after partial HPH.
Changes in the colour descriptors of homogenised milk
can be attributed to the modification of colloidal and
emulsion-phase components, namely changes in the
size of casein micelles that undergo disaggregation and
aggregation (Pereda et al., 2007), as well as changes in
the number and size of milk fat globules and their
aggregates (Amador-Espejo et al., 2014).

Conclusions

The use of partial homogenisation is economically jus-
tified. In contrast to full-stream homogenisation, it

Homogenisation Pressure Temperature L* a* b* C* AE

- - - 83.73 £ 0.04° ¢ -3.16 + 0.04° B 4,51 + 0.29° B¢ 551 + 0.22"®

Full-stream p; = 100 MPa, p, = 20 MPa  60°C 88.90 + 0.42° % —2.74 + 0.07° 479 £ 0.07*®*  5.52 + 0.07 5.19 + 0.41%
40°C 88.79 + 0.35° X —2.75 + 0.05°*  4.84 + 0.06® 5.57 + 0.06 5.09 + 0.39"
20°C 88.75 + 0.38% * —2.81 + 0.07° 4.81 +0.08°° X 557 + 0.09°  5.03 + 0.36%

Partial p: = 100 MPa, p, = 20 MPa  60°C 87.24 + 0.26"Y -2.85+ 0.12"  4.93 + 0.08" 5.70 + 0.12"  3.56 + 0.27°Y
40°C 86.19 + 0.355Y -2.91 + 0.04"Y 4.84 +£0.17"% 565 + 0.14%  2.49 + 0418V
20°C 86.07 + 0.625Y —-3.02 +0.12" % 4.41 +£0.12°Y 535+ 0.03%Y 234 + 063"

Note: The presented values are means + standard deviation (n = 3). Values with different superscripts are significant at P < 0.05; values without

superscripts are not significant.

Values with different lowercase letters (a, b) denote differences between the full-stream homogenisation variant and the control sample.
Values with different uppercase letters (A-C) denote differences between the partial homogenisation variant and the control sample.
Values with different lowercase letters (x, y) denote differences between homogenisation methods (full-stream vs. partial) with identical process

parameters.
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allows the installation of homogenisers with a capacity
lower than the capacity of the entire technological line.
An additional benefit of partial homogenisation is that
the components of skimmed milk are not homoge-
nised.

In this study, a similar decrease in the size of milk
fat globules was observed in milk subjected to partial
and full-stream HPH with identical process parame-
ters, but in milk treated by partial HPH, fat globules
aggregated and formed large protein and fat com-
plexes. These processes led to the separation of a top
layer with a higher fat content and a bottom layer
with a lower fat content. The volume of the top layer
accounted for up to 70% of total sample volume.
However, the fat content of the top layer decreased
with an increase in layer volume.

The colour parameters of milk were less affected by
partial HPH than by full-stream HPH, and they were
influenced by the extent and direction of changes
occurring in colloidal and emulsion phases.

Taking into account the stable emulsion phase, par-
tial HPH will not replace full-stream HPH, however, it
can be applied in dairy products requiring milk fat dis-
persion and minimal changes in the components of the
colloidal phase. Partial homogenisation is also benefi-
cial for dairy plants from an economic point of view
as less product volume is homogenised. Partial HPH
can be applied in the production of dairy products
where phase separation processes are less pronounced
than in non-homogenised milk and occur gradually in
the entire product volume, whereas the separation can
be eliminated by stirring before consumption. Partial
HPH can be also recommended for products with
higher viscosity, such as non-fermented milks with
modified protein content and composition. Colloidal
and soluble phases are modified only in cream,
whereas most skimmed milk components are not mod-
ified; therefore, partial HPH can also be applied in the
production of selected types of ripened cheese. The
partial homogenisation method can provide an inter-
esting alternative to the standard homogenisation pro-
cess with technological, practical and economic
advantages in many dairy applications.
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Abstract The aim of the study was to determine the
potential of using buttermilk and skimmed milk powders as
additives to standardize the dry matter content of milk in
the production of low-fat yoghurt. A batch of yoghurt was
produced using a starter culture of Lactobacillus delbruecki
ssp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus. The rates
of milk acidification and pH levels were similar for both
variants of yoghurt. After chilled storage (21 days), the
yoghurt produced from milk supplemented with buttermilk
powder was found to contain higher (P < 0.05) levels of
lactic acid (1.179%) than that supplemented with skimmed
milk (1.154%). The use of buttermilk powder allowed
reducing (not significantly, P > 0.05) syneresis in the
stored yoghurt. The milk fat in the buttermilk—supple-
mented yoghurt showed lower (P < 0.05) phospholipids
content and exhibited slightly higher phospholipids loss
during storage than the yoghurt produced from milk with
addition of milk powder. No differences were found
between the profile of fatty acids between the yoghurts
enriched with skimmed milk powder and those enriched
with buttermilk powder. Buttermilk can be used as an
additive to produce a novel yoghurt type with modified
functional features.

Research Highlights The use of buttermilk powder did not
affect fermentation process, however increased lactic acid
content and water-holding capacity of yoghurt.

< Katarzyna Kietczewska
kaka@uwm.edu.pl

Department of Dairy Science and Quality Management,

Faculty of Food Sciences, University of Warmia and Mazury
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The yoghurts with added buttermilk contained less phos-
pholipids when compared with yoghurts supplemented
with milk powder.

Buttermilk powder can be incorporated as an ingredient in
production of novel yoghurt type with improved functional
features.

Keywords Yoghurt - Buttermilk powder - Phospholipids -
Acidity - Syneresis

Abbreviations

MFGM Milk fat globule membrane

BMP Buttermilk powder

SMP Skimmed milk powder

MBMP Milk with buttermilk powder

MSMP Milk with skimmed milk powder

YBMP  Yoghurt made from milk with buttermilk powder

YSMP  Yoghurt made from milk with skimmed milk
powder

Introduction

Both milk and dairy products are food items of high
nutritional and dietary value due to their biologically active
ingredients (Korhonen 2009). Particularly noteworthy are
powdered milk products—powdered milk, powdered but-
termilk, powdered whey, concentrates of all milk proteins
and whey protein concentrate—which can serve as inter-
esting food additives due to their useful properties and
nutritional values, mainly due to their proteins (Silva and
O’Mahony 2017). Buttermilk as a powdered product can
potentially boost the nutritional and health-promoting
properties of foodstuffs, as well as modify their structure
and consistency. Buttermilk contains all of the water-
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soluble milk constituents, including milk proteins, lactose
and minerals, as well as large quantities of milk fat globule
membranes (MFGM) (Smoczynski et al. 2012). During the
churning process, fragments of the membranes are released
into the milk plasma, resulting in higher levels of polar
lipids in the dry matter of buttermilk (Dewettinck et al.
2008; Vanderghem et al. 2010) and in the milk fat (Con-
tarini and Povolo 2013; Rombaut and Dewettinck 2006)
when compared with whole milk, cream or butter. It can
serve as valuable raw material for extracting MFGM
components, whose functional and health-promoting
properties have been noted by many researchers. The
components of the membrane, including polar lipids and
MFGM proteins, support the healthy functioning of the
body, and may thus be added to food products to enrich
their composition and improve their nutritional and bio-
logical values (Anto et al. 2020; Conway et al. 2014;
Contarini and Povolo 2013; Corredig and Dalgleish 1997,
Dewettinck et al. 2008; Fontecha et al. 2020; Spitsberg
2005; Vanderghem et al. 2010). Given their functional
features, i.e. their structure-forming, emulsifying and
water-binding properties, buttermilk and MFGMs can be
utilized in cheesemaking, yoghurt-production, and other
technological processes (Dewettinck et al. 2008; Van-
derghem et al. 2010).

Yoghurt is a dairy product obtained through fermenta-
tion with starter cultures containing Lactococcus del-
bruecki ssp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus
bacteria (Horiuchi and Sasaki 2012). It belongs to the
group of concentrated fermented milks. The concentration
of yoghurt dry matter components is an important deter-
minant of the texture, composition, and rheology of the
final product. One of the methods used to increase the
concentration of milk dry matter components is to add
powdered milk or powdered milk proteins prior to the
acidification (Jgrgensen et al. 2019). Fortification of the dry
matter content through the addition of sweet buttermilk
prevents syneresis and improves the structure and texture
of low-fat yoghurt (Trachoo and Mistry 1998). Milk fat,
both in terms of its dispersion and fatty acid composition,
plays an important role in developing the taste and con-
sistency of yoghurt. For this reason, yoghurt substitutes that
could be used in low-fat products are sought these days.
Through the use of buttermilk, sensory attributes of low-fat
yoghurts can be modified to resemble those of full-fat
yoghurt (Zhao et al. 2018).

Due to the beneficial effects of buttermilk in fermented
milk technology, the aim of the present study was to
determine the potential of using buttermilk and skimmed
milk powders as additives in the production of low-fat
yoghurt.

Materials and methods
Research material

The research material encompassed bulk milk obtained
during winter from farms in Warmia-Mazury Voivodeship,
as well as sweet buttermilk powder and skimmed milk
powder produced in an industrial facility.

Study design

Raw milk was centrifuged at 45 °C in a skimming sepa-
rator (Gea Westfalia Separator System GmbH, Oelde,
Germany) to skim the milk and standardize its fat content.
The dry matter content of milk was standardized to 13%
using buttermilk powder (BMP) and skimmed milk powder
(SMP). Then, the cream with 30% content of fat was added
to the milk with buttermilk powder and milk with skimmed
milk powder to standardize their fat content to 1.5%. The
prepared milk samples were subjected to a two-step
homogenization process at a temperature of 65 °C and
pressures of p; = 15 MPa, p, = 3 MPa using a PandaPlus
2000 homogenizer (Gea Niro Soavi, Italy), as well as to a
pasteurization process at 95 °C for 60 s using a Ther-
momix TM 31 (Vorwerk, Wuppertal, Germany). After the
milk was chilled to 45 °C, a freeze-dried YC-X11 Yo-flex
starter culture (Chr. Hansen, Hoersholm, Denmark) con-
taining Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus and
Streptococcus thermophilus species was added as an
inoculum. The samples were then thoroughly mixed,
placed into plastic cups and incubated at 45 °C until pH of
4.64.7 was reached. After attaining target pH, the yoghurt
was chilled to 4 °C and stored for 21 days. The tested
samples included the milk with buttermilk powder
(MBMP) and the milk with skimmed milk powder
(MSMP) used for standardization, as well yoghurts pro-
duced from these sources: yoghurt made from milk with
buttermilk powder (YBMP) and yoghurt made from milk
with skimmed milk powder (YSMP), that were chill-stored
for 1 day, 7 days and 21 days.

Chemical composition

The content of total solids was determined according to
AOAC guidelines (AOAC International, 2007; method
990.20; 33.2.44). Fat content was determined with the
Gerber method according to standard IDF 238 (ISO 19662,
2018).
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Acidity

The pH value was measured using a Testo 205 pH-meter
(Testo, Titisee-Neustadt, Germany). Milk (100 mL) was
titrated with 0.25 M NaOH using phenolphthalein as the
indicator. The results were expressed as Soxhlet-Henkel
degrees (°SH). Lactic acid content were determined
according to AOAC guidelines (AOAC International,
2007; method 947.05; 33.2.06).

Syneresis

Syneresis was measured by centrifuge testing (Amatayakul
et al. 2006). The yoghurt sample was stirred 20 times in the
clockwise and counterclockwise direction with a thin
spatula. Ca. 20 g of yoghurt were transferred into
polypropylene centrifuge tubes and left at 4 °C for 2 h to
stabilize. Afterward, the samples were spun in a Heraeus
Megafuge 16 (Thermo Fisher, Waltham, USA) at
3000 rpm and 10 °C for 15 min. After centrifugation, the
separated whey was weighed. The syneresis was expressed
as the percentage of the separated whey relative to the
weight of the centrifuged sample.

Extraction of the lipid fraction

Fat was extracted from the yoghurt using the method
described by Hara and Radin (1978). A 3:2 mixture of
hexane and isopropanol was used for fat extraction. The
samples were measured out into ground-glass conical
flasks, after which 18 mL of a solvent mixture was added
per 1 g of the test material. The samples were then vig-
orously stirred for 60 s. An aqueous solution of sodium
sulphate (1 g of salt dissolved in 15 cm® of water) was
mixed at a 12:1 ratio. After thorough phase separation, the
upper layer was collected into glass beakers and the solvent
was evaporated at 30 °C in a Binder BF 53 incubator
(Binder, Tuttlingen, Germany).

Phospholipids content

The phospholipids content was established using the col-
orimetric method, after Stewart (1980). The extracted fat
was weighed out into a polypropylene centrifuge tube and
dissolved in 2 mL of chloroform. Next, 1 mL of a thio-
cyanate reagent (27 g of ferric chloride and 30 g of
ammonium thiocyanate in 1 L of distilled water) was
added to the tube. The mixture was spun in a Heraeus
Megafuge 16 (Thermo Fisher, Waltham, USA) at
1500 rpm for 7 min. After removing the upper red layer,
the absorbance of the lower layer was measured at 488 nm
using a Helios Beta spectrophotometer (Spectronic Uni-
cam, United Kingdom). The content of phospholipids in

@ Springer

1 mg of fat was established based on the curves of absor-
bance correlation with the phospholipids concentration.
Standard solutions of phospholipids (Sigma-Aldrich, Mer-
ck, Darmstadt, Germany) were used to plot the standard
curve.

Fatty acid profile

The fat extracts were methylated in accordance with ISO
15884 (2002). The fatty acid profile was determined via gas
chromatography using a flame ionization detector (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). Experimental conditions
were as follows: CP-Sil 88 capillary column (100 m,
0.25 mm, 0.20 pm) (Agilent Technologies J&W), tem-
perature gradient: 60 °C (1 min) to 180 °C at Dt =5 °C/
min, injector and detector temperatures: 225 and 250 °C
respectively, carrier gas—helium, carrier gas flow rate:
0.8 mL min_l, split: 1:100, sample volume: 1 pL, and
liner—0.4 mm. BCR-164 anhydrous milk fat (LGC Stan-
dards, Poland) served as the reference material.

Statistical analysis

Two experiments were performed. The obtained results
were subjected to a 2-way analysis of variance with
replications. Differences between all treatment means were
compared at the 5% level of significance using Tuckey‘s
post-hoc test. Results were presented as a mean val-
ues =+ standard variation. Data were processed statistically
in Microsoft Excel (Microsoft Office 365).

Results and discussion

The MBMP and MSMP samples for yoghurt production
had a dry matter content of 13% =+ 0.1% and milk fat
content of 1.5% =+ 0.06%.

Rates of acidification

The rates of acidification did not differ significantly
between the milk with buttermilk powder (MBMP) and the
milk with skimmed milk powder (MSMP) added for
standardization of dry matter content of the milk (Fig. 1).
After inoculation with the starter culture (Lactobacillus
delbruecki ssp. bulgaricus and Streptococcus ther-
mophilus), the time of acidification was 225 min and was
the same for the two powder additives. In contrast, the
changes in pH during the process indicated that the acidi-
fication rate was slightly higher for MSMP than for
MBMP. This negligible difference was evident at minute
75 of acidification at pH 5.3. However, further rates of pH
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Fig. 1 Acidification curves of milk with added buttermilk powder (MBMP) and milk with added skimmed milk powder (MSMP), mean

values £ standard deviation (n = 2)

decrease (< 5.3) across acidification time were almost
identical for both types of milk (Fig. 1).

Romeih et al. (2014) conducted a similar study on the
use of buttermilk powder additives in yoghurt production,
which differed from the present study due to the use of
skimmed buffalo milk. Their study did show that milk
supplemented with buttermilk powder was quicker to
acidify than the milk supplemented with skimmed milk
powder. The authors attributed the faster acidification rates
of MBMP to the higher content of peptides or amino acids
of lower molecular weight (used by Streptococcus ther-
mophilus) in buttermilk in comparison with skimmed milk.
The total time to acidification was recorded at 225 min
(Fig. 1) and did not change between the types of powder
used to standardize the milk, which corroborated the results
of Le et al. (2011) and Romeih et al. (2014). According to
Zhao et al. (2020) addition of buttermilk decreased the pH
at the gelation point, shortened the gelation time and the
fermentation period.

During the analysis of the results, 2-way ANOVA
showed a statistically significant influence of the type of
product, storage time and the interaction on titrat-
able acidity and lactic acid content in the tested samples
(P < 0.05, Table 1). The acidity (expressed in pH), titrat-
able acidity, and lactic acid content of both yoghurts were
on similar level after 1 day of storage (Table 1). Prolonged
storage led to a decrease in the yoghurt pH, but caused no
differences between the yoghurt variants across the anal-
ogous chilled storage time (P > 0.05). In contrast, differ-
ences between the yoghurt variants in terms of
titratable acidity and lactic acid content did emerge after 7-
and 21-day storage (P < 0.05). The titratable acidity and

lactic acid content values were higher for YBMP compared
with YSMP. The differences in lactic acid content in the
analyzed samples were particularly evident after 7 days of
storage, though the gap lessened after 21 days of storage
(Table 1). Similar studies were conducted by Bonczar and
Wszotek (2002), demonstrating a decrease in pH and an
increase in titratable acidity caused by the activity of lactic
fermentation bacteria, which continue the conversion of
lactose to lactic acid during storage.

The increase in lactic acid content was much slower at
the chilled storage temperature (about 4 °C) (Table 1) than
at the typical ripening temperature for yoghurt starter
cultures, as indicated by changes in pH values (Fig. 1).

Yoghurt syneresis

Figure 2 shows the effect of the type of powder used in the
yoghurt production mixture on the syneresis of the final
product throughout storage.

A change of approximately 5% was detected for YSMP
(increase) and YBMP (decrease) syneresis during storage.
Yoghurt syneresis often occurs during storage and consti-
tutes a serious defect. As such, reducing whey separation
represents an improvement for the consumer. The results
are corroborated by studies of Le et al. (2011), Romeih
et al. (2014), Trachoo and Mistry (1998) and Zhao et al.
(2020) who demonstrated lower values of syneresis for the
yoghurt with buttermilk, as buttermilk constituents provide
better water holding capacity.

Given that the dry matter content of both yoghurts was
the same, the reduced (not significantly) syneresis of
YBMP compared with YSMP (Fig. 2) was explained by
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Table 1 pH, titratable acidity and lactic acid content of yoghurt during storage

Days of storage at 4 °C pH Titratable acidity [°SH] Lactic acid [%]
YBMP YSMP YBMP YSMP YBMP YSMP
445 £+ 0.01*  4.46 +0.03*  45.1 £ 0.1*  45.0 & 0.3" 1.015 £ 0.002% 1.013 £ 0.002%
7 437+ 001° 437 +001> 514 +£06° 47.6+06° 1.157 £0.009° 1.071 & 0.009"
21 426 £ 0.01° 427 £0.01° 524 £06° 513 %0.1° 1.179 & 0.009¢ 1.154 £ 0.002¢
Significance (P value)  Product not significant 0.000 0.000
Storage 0.000 0.000 0.000
Interaction  not significant 0.002 0.002

Values are means + standard deviation (n = 2); YBMP—yoghurt with added buttermilk powder; YSMP—yoghurt with added skimmed milk

powder

Mean values in columns (for the same product) with different superscripts are significantly different (P < 0.05); experimental factor: days of

storage

Syneresis [%]

60

50

40

30

20

10

BYBMP OYSMP

7 21

Days of storage

Fig. 2 Syneresis of yoghurt during storage. YBMP—yoghurt with added buttermilk powder; YSMP—yoghurt with added skimmed milk
powder. Mean values =+ standard deviation (n = 2), differences not significant

Absorbance
-
[92]

R?=0.9936

y =1.5641x - 0.5043

0.75

1.25

1.75 2.25

Phospholipid content [mg/cm?3]

Fig. 3 Absorbance of the standard phospholipid solution
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the increased hydration capacity of its constituents, in
particular MFGM proteins and phospholipids. The amphi-
philic properties of phospholipids and other constituents of
milk fat globule membranes may translate into a higher
capacity for water retention.

Phospholipids in yoghurt

The standard curve was plotted based on standard solutions
with defined phospholipids concentrations (Fig. 3). The
high coefficient of determination for the linear relationship
between absorbance and phospholipids concentration
points to the validity of the employed method.

During the analysis of the results, 2-way ANOVA
showed a statistically significant influence of the type of
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product and storage time on phospholipid content in the
tested samples (P < 0.05, Table 2). The present study
demonstrated lower (P < 0.05) phospholipids contents in
the milk fat from the yoghurt supplemented with buttermilk
powder, as compared with the yoghurt with skimmed milk
powder. The proportion of phospholipids in milk fat in the
fermented products decreased during storage (P < 0.05).
The variation in phospholipids content between the two
types of powder was particularly evident in yoghurt after
21 days of storage. Throughout the 21-day storage, the
phospholipids content decreased faster in YBMP, maxi-
mally by ca. 50%, whereas the decrease in YSMP
amounted to about 20% compared to the similar samples
stored for 1 day. After storage, the phospholipids content in
YSMP was 50% higher than in YBMP (P < 0.05).

The high phospholipids content in YBMP results from
the fat globule membranes being released into the butter-
milk during the churning process, whereas in the case of
YSMP, it is caused by the high content of very small fat
globules, as well as the extensive interface surface of the
skimmed milk. In both cases, the addition of the powder
products resulted in a high proportion of phospholipids in
milk fat (Table 2).

The presence of small fat globules results in a higher
content of polar lipids in the product compared to the large
fat globules (Lopez 2011). Conway et al. (2014), Mac
Gibbon (2006), and Rombaut and Dewettinck (2006)
reported that the content of polar lipids was high in both
buttermilk and skimmed milk relative to total fat. Although
the phospholipids content of buttermilk is 10 times higher
than that of skimmed milk, the proportion of phospholipids

Table 2 Phospholipid content in yoghurt

Days of storage at 4 °C ~ Type of yoghurt ~ Phospholipid content

[mg/g of fat]

1 YBMP 99.6 + 2.9*
YSMP 127.4 + 0.4°
7 YBMP 98.0 &+ 4.2%
YSMP 118.8 + 2.5%
21 YBMP 67.6 + 2.6
YSMP 104.8 + 7.9
Significance (P value) Product 0.000
Storage 0.000
Interaction not significant

Values are means + standard deviation (n =2); YBMP—yoghurt
with added buttermilk powder; YSMP—yoghurt with added skimmed
milk powder

Mean values in columns (for the same product) with different
superscripts are significantly different (P < 0.05); experimental fac-
tor: days of storage

to total fat is similar in both products (Conway et al. 2014;
Mac Gibbon 2006).

The fact that the phospholipids content changes less
radically in YSMP compared to YBMP during storage can
most likely be explained by the phospholipids from but-
termilk-powder MFGM fragments being more susceptible
to conversion than the phospholipids present on the surface
of fat globules in skimmed milk powder. Further research
is, however, needed to explain why those specific changes
in the phospholipids content occur in the dry matter of
yoghurt fortified with buttermilk powder.

Fatty acid profile

The fatty acid profile of yoghurts did not vary depending
on the composition of the production mixture (Table 3).
The literature data (Fauquant et al. 2005; Jhanwar and
Ward 2014; Sanchez-Juanes et al. 2009) indicates that the
composition of fatty acids can differ depending on their
source of origin. The fatty acid profile of phospholipids
from buttermilk fat globule membranes differs from that of
fat extracted from whole milk. Such phospholipids not only
have lower levels of stearic acid and higher levels of oleic
and linoleic acids, but also contain very long chain fatty
acids (VLCFA), larger than C20 (Sanchez-Juanes et al.
2009), and more unsaturated fatty acids—in particular
PUFAs (Polyunsaturated Fatty Acids), whose levels are 6
times higher on the membrane than in the inner core of the
globule (Fauquant et al. 2005; Jhanwar and Ward 2014).

Table 3 Fatty acid profile of yoghurt

Fatty acid g 100 g~ total fatty acids YBMP YSMP

C 40 282 £ 006 275+ 0.09
C 6:0 1.96 £ 0.10  1.92 &+ 0.05
C 8:0 1.25 £0.02 1.23 £ 0.05
C 10:0 3.03 £ 006 299 % 0.07
C 12:0 373 £0.18 3.69 &+ 0.12
C 14:0 12.89 + 0.27 12.79 £+ 0.18
C 14:1 1.06 £ 0.02  1.09 &+ 0.09
C 15:0 1.13 £0.09 1.16 £ 0.08
C 16:0 36.48 & 0.28 36.45 & 0.42
C 16:1 1.84 £ 0.09 1.89 & 0.06
C 18:0 11.02 £ 0.18 11.02 £ 0.16
C 18:1t9 1.43 £0.13 139 £ 0.10
C18:1 ¢9 20.20 £ 0.93 20.42 £+ 0.89
C18:2 c6 1.17 £ 0.07 1.22 &£ 0.08

Values are means =+ standard deviation (n =2); YBMP—yoghurt
with added buttermilk powder; YSMP—yoghurt with added skimmed
milk powder. Differences not significant
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In the present study, the use of buttermilk powder in
yoghurt production caused no changes in the respective
fatty acid profile (Table 3). This is most likely due to the
milk fat content being higher relative to the membrane
lipids, as well as to the similar phospholipids content in
yoghurts with added buttermilk powder and yoghurts with
added skimmed milk powder (Table 2).

Conclusion

The boosted wholesomeness of food is mostly determined
by the presence of bioactive substances. In this regard,
naturally fermented milk beverages produced using sweet
buttermilk can be considered beneficial to human health.
The yoghurts with added buttermilk contained less phos-
pholipids when compared with the yoghurts supplemented
with milk powder. No differences were found in fatty acid
profiles of the two yoghurts with different powders used as
additives. The use of buttermilk powder in yoghurt pro-
duction did not disrupt the milk fermentation process. It
did, however, contribute to the increased lactic acid content
and a higher water-holding capacity of the stored yoghurt.
The reduction in yoghurt syneresis after buttermilk powder
addition can be considered as an improvement in product
quality, particularly from the consumers’ perspective.
Thus, we can conclude that buttermilk can be used as an
additive to produce a novel yoghurt type with functional
features.
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Zalgcznik nr 4 do Zalgeznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwea 2023 roku

wprowadzajgcej procedurg postgpowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowosc, data)

Mgr inz. Anna Garczewska-Murzyn

(dyscyplina naukowa)

Przewodniczgey Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE

autora rozprawy doktorskiej

O$wiadezam, ze w pracy pod tytulem Garczewska-Murzyn A., Smoczynski M. 2021.
Biofunctional Properties Of Milk Fat Globule Membrane Phospholipids. Polish Journal of
Natural Sciences. Vol 36(4): 433-445, méj wklad merytoryczny w jej przygotowanie polcgat
na: opracowaniu zatozen, przegladzie dostgpnej literatury, w przygotowaniu wstepnej

1 ostatecznej wersji manuskryptu, a takze na przy gotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentdw.
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Zalacznik nr 4 do Zalgeznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwca 2023 roku

wprowadzajjcej procedure postepowania

W sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowosc, data)
Magr inz. Anna Garczewska-Murzyn

(imig i nazwisko kandydata)

Technologia Zywnosci i Zywienia

(dyscyplina naukowa)

Przewodniczgcy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywno$ci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE

autora rozprawy doktorskiej

Oswiadczam, ze w pracy pod tytulem: Garczewska-Murzyn A., Kielczewska K.,
Smoczyfiski M. 2022. The Influence of Buttermilk Powder on the Stability of Emulsion and
Colloidal Phases of Homogenized Milk. European Food Research And Technology 248, 2629-
2636. Moj wklad merytoryczny w jej przygotowanic polegal na: opracowaniu koncepcji
1 projekitu badan, opracowaniu metodyki i przeprowadzeniu doswiadczen, analizie
1 interpretacji danych, na uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji

manuskryptu oraz na przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.
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Zalgeznik nr 4 do Zalgeznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwea 2023 roku

wprowadzajgcej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowosé, data)

(dyscyplina naukowa)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE

autora rozprawy doktorskiej

Oswiadczam, 7e w pracy pod tytutem Kielezewska K., Brozek O., Rudkowska P.,
Garczewska-Murzyn A., Smoczynfiski M. 2022. The Effects of Full-Stream and Partial High-
Pressure Homogenisation on the Properties of Milk Emulsion. International Journal Food
Science and Technology, 57: 7167-7174 méj wklad merytoryczny w jej przygotowanie polegatl

na: opracowaniu metodyki, walidacji oraz na uczestniczeniu w przygotowa lu wersjl

oryginalnej manuskryptu.



Zalgeznik nr4 do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskicgo w Olsztynic
z dnia 27 czerwea 2023 roku

wprowadzajacej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowosé, data)

(dyscyplina naukowa)

Przewodniczgcy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywicnia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE

autora rozprawy doktorskicj

O$wiadeczam, ze w pracy pod tytulem Garczewska-Murzyn A., Smoczynski M.,
Kotowska N., Kiclczewska K. 2022. Effect of Buttermilk and Skimmed Milk Powder on the
Properties of Low-fat Yoghurt. Journal of Food Science and Technology 59, 2160-2167
(autorzy, rok wydania, tytul, czasopismo lub wydawca, tom, strony) méj wkiad merytoryczny

W jej przygotowanie polegal na: na przeprowadzeniu doswiadczen, analizie i j

danych, na napisaniu i korekcie manuskryptu. : A S
frome [ Ol 7K
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Zalgcznik nr S do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwea 2023 roku

wprowadzajacej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowosc, data)

(tytut zawodowy/stopien/tytut naukowy, imie i nazwisko)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
wspoélautora

Oswiadczam, ze w pracy: Garczewska-Murzyn A., Smoczynski M. 2021. Biofunctional
Properties Of Milk Fat Globule Membrane Phospholipids, Polish Journal of Natural Sciences.
Vol 36(4): 433-445, m6j wktad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na: petnieniu funkcji
autora korespondencyjnego, wsparciu merytorycznym w przygotowaniu wstepnej i ostatecznej
wersji manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie ww. pracy  przez
mgr inz. Anng¢ Garczewska-Murzyn jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna 1 mozliwa do wyodrgbnienia cz¢s¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn polegajacy na:
opracowaniu koncepcji pracy w oparciu o przeglad dostepnej literatury, wspotuczestniczeniu

W przygotowaniu wstepnej 1 ostatecznej wersji manuskryptu.




Zalaeznik nr 5 do Zalgcznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwca 2023 roku

wprowadzajacej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

Olsztyn, 29.04.2024

--------- B T o A L A B

(miejscowosé, data)

(tytul zawodowy/stopien/tytul naukowy, imie i nazwisko)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
wspolautora
Od$wiadczam, ze w pracy pod tytwlem Garczewska-Murzyn A., Kielczewska K.,
Smoczynski M. 2022, The Influence of Buttermilk Powder on the Stability of Emulsion and
Colloidal Phases of Homogenized Milk. European Food Research And Technology 248,
2629-2636, moj wktad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na: pelnieniu funkcji autora
korespondencyjnego, finansowaniu badan, jak i wsparciu merytorycznym w: opracowaniu
koncepcji i wyborze metodyki, wykonywaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu
1 interpretacji wynikow tej pracy, w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.
Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenic ww. pracy  przez
mgr inz. Ann¢ Garczewskg-Murzyn jako czesci rozprawy doktorskiej w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.
Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czesé ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn polegajacy na
opracowaniu koncepcji 1 projektu badan, opracowaniu metodyki 1 przeprowadzeniu

doswiadczefi, analizie i interpretacji danych, na uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej

1 ostatecznej wersji manuskryptu. 6 ) M



Zalacznik nr 5 do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwca 2023 roku

wprowadzajacej procedure postepowania

W sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowosé, data)

(tytut zawodowy/stopiefi/tytul naukowy, imie i nazwisko)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia

Uniwersytetu Warmiinisko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
wspoélautora

Oswiadczam, ze w pracy: Kietczewska K., Brozek O., Rudkowska P., Garczewska-
Murzyn A., Smoczynski M. 2022, The Effects of Full-Stream and Partial High-Pressure
Homogenisation on the Properties of Milk Emulsion. International Journal Food Science
and Technology, 57: 7167-7174, m6j wkiad merytoryczny w jej przygotowanie polegat na
pelnieniu funkcji autora korespondencyjnego, analizie formalnej, nadzorze, pisaniu wersji
oryginalnej, pisaniu manuskryptu po recenzji i redakeji.

Jednocze$nie  wyrazam  zgode na  przedlozenie  ww. pracy  przez
mgr inz. Anng Garczewskg-Murzyn jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego
tematycznie zbioru artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czg$¢ ww. pracy wykazuje

indywidualny wklad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn polegajacy na:

podpis

opracowaniu metodologii, walidacji, napisaniu wersji oryginalne;.



Zalacznik nr S do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwca 2023 roku

wprowadzajacej procedurg¢ postgpowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowosc, data)

(tytut zawodowy/stopien/tytut naukowy, imi¢ i nazwisko)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywno$ci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
wspolautora

Oswiadczam, ze w pracy: Garczewska-Murzyn A., Smoczynski M., Kotowska N.,
Kielczewska K. 2022, Effect of Buttermilk and Skimmed Milk Powder on the Properties
of Low-fat Yoghurt. Journal of Food Science and Technology 59, 2160-2167, m¢j wkiad
merytoryczny w jej przygotowanie polegal na: przygotowaniu koncepcji badan, napisaniu
manuskryptu 1 zarzadzaniu badaniami.

Jednocze$nie  wyrazam  zgode na  przedlozenie @ ww.  pracy — przez
mgr inz. Anne Garczewska-Murzyn jako cze$é rozprawy doktorskiej w formie spojnego
tematycznie zbioru artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn polegajgcy na:

wykonaniu analiz, napisaniu manuskryptu, korekcie manuskryptu.




Zalacznik nr 5 do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 ezerwca 2023 roku

wprowadzajacej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowos¢, data)

(tytul zawodowy/stopien/tytut naukowy, imi¢ i nazwisko)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywno$ci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
wspolautora

Oswiadczam, ze w pracy: Garczewska-Murzyn A., Smoczynski M., Kotowska N.,
Kielczewska K. 2022, Effect of Buttermilk and Skimmed Milk Powder on the Properties
of Low-fat Yoghurt. Journal of Food Science and Technology 59, 2160-2167, mé] wklad
merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: analizie danych, napisaniu manuskryptui jego
korekeie.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie ww.  pracy — przez
mgr inz. Anne Garczewska-Murzyn jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spéjnego
tematycznie zbioru artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna 1 mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn polegajacy na:

wykonaniu analiz, napisaniu manuskryptu, korekcie manuskryptu.

i

podpis




Zalaeznik nr S do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
Z dnia 27 czerwea 2023 roku

wprowadzajgcej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(miejscowosc, data)

(tytut zawodowy/stopien/tytul naukowy, imi¢ i nazwisko)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
wspoélautora

O$wiadczam, ze w pracy Kielczewska K., Brozek O., Rudkowska P., Garczewska-
Murzyn A., Smoczynski M. 2022, The Effects of Full-Stream and Partial High-Pressure
Homogenisation on the Properties of Milk Emulsion. International Journal Food Science and
Technology, 57: 7167-7174, mo)] wklad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na
konceptualizacji 1 nadzorze.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie ww. pracy przez
mgr inz. Anng Garczewska-Murzyn jako czgsé rozprawy doktorskiej w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn polegajacy na:

opracowaniu metodologii, walidacji, napisaniu wersji oryginalne;j.

lCodo




Zalacznik nr S do Zalacznika nr 1

do Uchwaly Nr 362

Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 27 czerwea 2023 roku

wprowadzajacej procedure postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora

(migjscowosc, data)

(tytul zawodowy/stopiefi/tytul naukowy, imi¢ 1 nazwisko)

Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

OSWIADCZENIE
wspolautora

Oswiadczam, ze w pracy pod tytulem Garczewska-Murzyn A., Kielczewska K.,
Smoczynski M. 2022, The Influence of Buttermilk Powder on the Stability of Emulsion and
Colloidal Phases of Homogenized Milk. European Food Research And Technology 248,
2629-2636, m6j wklad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na: wsparciu merytorycznym
w opracowaniu koncepcji i wyborze metodyki, wykonywaniu czesci eksperymentalnej,
opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy, w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentow.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie ww. pracy  przez
mgr inz. Anne Garczewska-Murzyn jako czgsci rozprawy doktorskie] w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna 1 mozliwa do wyodrecbnienia czgs¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wkiad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn polegajacy na
opracowaniu koncepcji i projektu badan, opracowaniu metodyki 1 przeprowadzeniu

do$wiadczen, analizie i interpretacji danych, na uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej 1

ostatecznej wersji manuskryptu.
Lota lredy
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Oswiadezam. ze w pracy Kietezewska K.. Brozek O.. Rudkowska P.. Garczewska-
Murzyn A.. Smoezyfski M., 2022, The Effects of Full-Stream and Partial High-Pressure
Homogenisation on the Properties of Milk Emulsion. International Journal Food Science and
Technology. 57: 7167-7174. moj wklad merytoryerny w jej przygotowanie polegal na
wykonywaniu badan i opracowaniu metodologii.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenic  ww.  pracy  przez
mgr inz. Anng Garczewskg-Murzyn jako czes¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego
tematycznie zbioru artykutow naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadezam. iz samodzielna i mozliwa do wyodr¢bnienia czes¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn polegajacy na:

opracowaniu metodologii. walidacji. napisaniu wersji oryginalne;j.
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Oswiadczam, ze w pracy Kielczewska K., Brozek O., Rudkowska P., Garczewska-
Murzyn A., Smoczyfiski M. 2022, The Effects of Full-Stream and Partial High-Pressure
Homogenisation on the Properties of Milk Emulsion. International Journal Food Science and
Technology, 57: 7167-7174, m6j wkiad merytoryczny w jej przygotowanie polegal na
pomocy w wykonywaniu badan i opracowaniu metodologii.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie  ww. pracy  przez
mgr inz. Anng Garczewska-Murzyn jako cze$é rozprawy doktorskiej w formie spéjnego
tematycznie zbioru artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad kandydata mgr inz. Anny Garczewskiej-Murzyn, polegajacy na

opracowaniu metodologii, walidacji, napisaniu wersji oryginalne;.
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Oswiadczam, ze w pracy: Garczewska-Murzyn A., Smoczynski M., Kotowska N.,
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of Low-fat Yoghurt. Journal of Food Science and Technology 59, 2160-2167, m¢j wkiad
merytoryczny w jej przygotowanie polegat na: wykonywaniu analiz i analizie danych.

Jednoczesnie ~ wyrazam  zgode na  przedlozenie ww. pracy przez
mgr inz. Anng Garczewskag-Murzyn jako czes¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wklad kandydata mgr inz Anny Garczewskiej-Murzyn polegajacy na:

wykonaniu analiz, napisaniu manuskryptu, korekcie manuskryptu.
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