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Streszczenie
Badania wlasciwosci emulsji otrzymywanych z udzialem lipidow
strukturyzowanych

Celem pracy byla analiza mozliwo$ci zastgpowania, w produkcji weganskich
analogébw $mietanki, konwencjonalnych lipidow statych lipidami strukturyzowanymi
otrzymanymi na bazie olejow roslinnych (oleozelami). Porownano whasciwosci oleozeli
(otrzymanych z rafinowanych olejow rzepakowego i Inianego (1:1) z dodatkiem 3%, 4%,
5%, 6%, 7% lub 8% m/m wosku kandelila) z olejem palmowym. Emulsje O/W (30/70
m/m), na bazie oleju palmowego lub oleozeli (z 3-7% st¢zeniem wosku) i napoju
sojowego, wytwarzano stosujac sonikacje. Otrzymane emulsje porownano ze $§mietankg
wyprodukowang w warunkach przemystowych i stabilizowang karagenem. Oleozele
charakteryzowaty si¢ wyzsza temperatura topnienia od oleju palmowego (okoto 31,8°C),
co miato zwigzek z ich wigkszg stabilnoscig fizyczng. Emulsje na bazie oleozeli z 3-5%
m/m udzialem wosku kandelila wykazywaty wigksza stabilnos¢, w poroéwnaniu do
pozostalych uktadow. Stezenie wosku powyzej 6% m/m przyspieszyto procesy
destabilizacji emulsji. Najmniej stabilna fizycznie i najbardziej stabilna oksydacyjnie,
w czasie 28 dni przechowywania (w temperaturze 20°C), okazala si¢ $mietanka.
Najkorzystniejsze wlasciwosci emulsji na bazie oleozelu stwierdzono przy zastosowaniu
lipidu z 5% st¢zeniem wosku. Wykazano, ze lipidy strukturyzowane woskiem kandelila
moga zastgpowac olej palmowy w produkcji stabilnych emulsji O/W, a takze stanowic¢
weganska alternatywe $mietanki.

Stowa kluczowe — oleozelacja, emulsje O/W, $mietanka, stabilno$¢ fizyczna,
utlenianie lipidow, zywno$¢ weganska

Summary
Exploring the properties of emulsions obtained with structured lipids

The aim of the study was to analyze the possibility of replacing conventional solid
lipids with structured lipids obtained on the basis of vegetable oils (oleogels) in the
production of vegan cream analogues. The properties of oleogels (made from refined
rapeseed and linseed oils (1:1) with addition of 3%, 4%, 5%, 6%, 7% or 8% w/w
candelilla wax) were compared with palm oil. The O/W (30/70 w/w) emulsions, based on
palm oil or oleogels (with 3-7% w/w wax) and soy drink, were prepared using sonication.
The obtained emulsions were compared with an industrially produced and carrageenan-
stabilized cream. The oleogels were characterized by a higher melting temperature than
palm oil (approximately 31.8°C), which was related to their greater physical stability.
Emulsions based on oleogels with 3-5% w/w candelilla wax showed a greater stability,
compared to other systems. The concentration of wax over 6% w/w accelerated the
destabilization processes of the emulsions. The least physically stable and the most
oxidatively stable sample, during 28 days storage (at 20°C), turned out to be cream. The
most favourable properties of the oleogel-based emulsion were found when using a lipid
with 5% w/w wax. It has been shown, that candelilla structured lipids can replace the
palm oil in the production of stable O/W emulsions, and represent a vegan alternative to
cream.

Keywords — oleogelation, O/W emulsions, creams, physical stability, oxidation of
lipids, vegan food






W sktad rozprawy doktorskiej wchodza niepublikowane wyniki badah oraz niektore
wyniki badan zamieszczone w dwdéch publikacjach (Szymanska 1., Zbikowska A.,
Kowalska M., Golec K. 2021: Application of oleogel and conventional fats for
ultrasound-assisted obtaining of vegan creams. Journal of Oleo Science 70 (10), 1495-
1507; Szymanska 1., Zbikowska A., Onacik-Giir S. 2022: Candelilla wax-based oleogels
versus palm oil: evaluation of physical properties of innovative and conventional lipids
using optical techniques. Journal of the Science of Food and Agriculture 102 (6), 2309-
2320).

Wykaz najczeSciej uzywanych skrotow i oznaczen:

KT — kwasy ttuszczowe

SFA —nasycone kwasy tluszczowe

TFA — nienasycone kwasy ttuszczowe w konfiguracji trans

MUFA — jednonienasycone kwasy tluszczowe w konfiguracji cis
PUFA — wielonienasycone kwasy thuszczowe w konfiguracji cis
PUFA -3 - wielonienasycone kwasy thuszczowe z rodziny omega-3

PUFA -6 - wielonienasycone kwasy thuszczowe z rodziny omega-6
WK — wosk kandelila
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Wstep

W przemysle spozywczym szeroko stosowane sa tluszcze stale w temperaturze
pokojowej (21 + 2°C), gdyz wykazuja wysokg warto$¢ uzytkowa, powigzang z duza
zawarto$cig kwasow  tluszczowych (KT), charakteryzujgcych si¢ wyzszymi
temperaturami topnienia. Spozycie, w wigkszych ilosciach, nasyconych kwasow
thuszczowych (SFA) oraz kwasow thuszczowych w konfiguracji trans (TFA) przyczynia
si¢ do zwiekszenia ryzyka wystgpienia chorob sercowo-naczyniowych. Wedtug opinii
1 zalecen ekspertow ds. zywienia wspomniane grupy KT powinny by¢ w diecie
zastgpowane nienasyconymi KT.

Powszechnie stosowang roslinng alternatywa ttuszczu mlecznego jest olej palmowy.
Taka substytucja nie prowadzi do eliminacji SFA w Zzywnosci, cho¢ przynosi korzysci
ekonomiczne i technologiczne. Ponadto uprawa palmy oleistej wzbudza wiele
kontrowersji, zwigzanych z wycinaniem laséw tropikalnych, zmianami klimatu oraz
niestabilno$cig spoleczno-ekonomiczng. Dlatego celowe jest poszukiwanie innych
rozwigzan, prowadzacych do zmniejszenia zawartosci SFA w zywnosci. Obecnie
najnowszg i bardzo obiecujaca technika, pozwalajagca na uzyskanie kompromisu
pomiedzy skladem a wartoscig uzytkowa thuszczéw, jest oleozelacja. Metoda ta
umozliwia otrzymanie lipidow strukturyzowanych o poistatej lub statej konsystencji
(w temperaturze pokojowej) za pomoca substancji wykazujacych zdolnos$¢ zelowania
oleju. Naleza do nich niektore polisacharydy (np. etyloceluloza), monoacyloglicerole,
woski roslinne (np. kandelila, stonecznikowy, ryzowy) oraz woski zwierzgce (np.
pszczeli biaty). Oleozelacja pozwala zatem na wytworzenie lipidow strukturyzowanych
o zaprojektowanych wiasciwos$ciach, ktore z powodzeniem moga zastgpowac tradycyjne
thuszcze o wysokiej zawartos$ci niepozadanych zywieniowo KT.

Oleozele nie sga jeszcze stosowane w przemystowej produkcji spozywczej.
W literaturze przedmiotu wskazano r6zne mozliwosci ich zastosowania w Zywnosci, np.
w produkcji ciastek kruchych i biszkoptowo-ttuszczowych, past do smarowania
pieczywa, wyrobow czekoladopodobnych, kietbas czy pasztetow. Brakuje badan
dotyczacych otrzymywania uktadow modelowych i produktow na bazie emulsji O/W
z udziatem lipidow strukturyzowanych, wytworzonych na drodze oleozelacji.

Emulsje to uklady stanowigce bardzo dobre matryce do modelowych badan
laboratoryjnych, jak rowniez do projektowania Zywnosci na skale przemystowa.
Przyktadami takich wyroboéw sa m.in. produkty mleczne (jogurty, napoje, $mietany,

smietanki). Nalezy podkresli¢, ze zwigkszajaca si¢ skala probleméw, zwigzanych nie
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tylko z obawami S$rodowiskowymi, ale rowniez z alergiami na skladniki mleka,
nietolerancja laktozy lub spozywaniem cholesterolu, powoduje zwigkszenie popytu na
produkty alternatywne. Rynek mlekopodobnych napojow roslinnych, pozyskiwanych
z roslin stragczkowych, orzechdéw czy zbo6z szybko si¢ rozwija. Na szczegdlng uwage
zashuguje napdj sojowy, poniewaz zawiera biatka w ilo$ci podobnej jak w mleku krowim
(3-4% m/m), z niewielkimi réznicami w strawnosci i profilu aminokwasow.

W zwigzku z powyzszym wartosciowy przyczynek moze stanowi¢ opracowanie
weganskich emulsji z udzialem oleozeli oraz biatka roslinnego, petnigcego funkcje

emulgatora.
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1. Przeglad piSmiennictwa
1.1. Znaczenie lipidow w zywieniu i technologii Zywnosci

Lipidy stanowig ztozona grup¢ zwiazkoéw organicznych o duzej rdéznorodnosci
strukturalnej. Gurr i wsp. [2016] definiujg je gldwnie w oparciu o ich wlasciwosci
fizyczne (rozpuszczalno$é), a nie struktur¢ chemiczng. Do lipidow nalezg m.in. estry
wyzszych kwasow tluszczowych i glicerolu, kwasy thuszczowe (KT), woski, emulgatory,
acyloglicerole, fosfolipidy (np. lecytyna) czy sterole (np. cholesterol). Terminy ,lipid”,
Lthuszez” 1 ,,0lej” sa czesto uzywane zamiennie w branzy spozywczej. Ttuszcze i oleje
roéznicuje stan skupienia w tzw. temperaturze pokojowej [Hartel i wsp. 2018]. Lipidy,
ktorych struktura zostata zmodyfikowana metodami chemicznymi, biochemicznymi lub
fizycznymi, sa nazywane lipidami strukturyzowanymi [Temkov i Muresan 2021].

Thuszcz jest niezbgednym sktadnikiem pokarmowym. Zgodnie z zaleceniami
opubikowanymi przez Europejski Urzad ds. Bezpieczefistwa Zywnoéci (EFSA) thuszcz
z diety powinien dostarcza¢ od 20 do 35% energii catkowitej dziennie [EFSA 2017].
Zardéwno jego nadmiar, jak i niedobor moze zachwia¢ homeostaze organizmu. Z jednej
strony jest sktadnikiem najbardziej kalorycznym (1 g ttuszczu dostarcza okoto 9 kcal),
a z drugiej strony dostarcza korzystne zywieniowo KT, niektore witaminy,
przeciwutleniacze oraz bierze udzial w budowaniu bton komodrkowych czy przebiegu

przemian metabolicznych [FAO 2010].

1.1.1. Warto$¢ zywieniowa lipidéw

Najwieksze zastrzezenia zdrowotne dotycza TFA oraz SFA. Zwigkszaja one ryzyko
zapadalno$ci na choroby uktadu krazenia (z ang. Cardiovascular Diseases — CVDs).
Czesto choroby te sa spowodowane wysokim poziomem trdjglicerydow, frakcji LDL
cholesterolu i niskim poziomem frakcji HDL cholesterolu. SFA wystepuja naturalnie
w duzej ilosci, np. w oleju kokosowym, tluszczu mlecznym czy oleju palmowym.
Powstajg rowniez W procesie catkowitego [Billingsley i wsp. 2018] lub czg¢éciowego
uwodornienia olejéw w warunkach przemystowych [Kuhnt i wsp. 2011] oraz podczas
dhlugotrwatego ogrzewania w wysokiej temperaturze [Li i wsp. 2013, Afaneh i wsp.
2017].

Wedlug zalecen zywieniowych ilo$¢ spozywanych SFA (niezaleznie od
pochodzenia) nie powinna dostarcza¢ wigcej niz 10% catkowitej energii dziennie. Z kolei

zawarto$¢ TFA pochodzenia przemystowego w 100 g tluszczu spozywczego nie moze
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by¢ wicksza niz 2 g [Rozporzadzenie 2019/649]. Rekomenduje si¢ réwniez zastepowanie
SFA i TFA przez jedno- (MUFA) i wielonienasycone KT (PUFA) [Briggs i wsp. 2017].

Badania kliniczne wykazaty, ze gtbwnym czynnikiem decydujagcym o wplywie SFA
na profil lipidowy jest dtugo$¢ tancucha weglowego. Wedlug tej klasyfikacji SFA
dzielone sa na: krotkotancuchowe (2-4 atomy wegla), sredniotancuchowe (6-12 atomow
wegla) oraz dlugotancuchowe (> 12 atoméw wegla). Dowiedziono, ze dlugotancuchowe
SFA (kwasy laurynowy, mirystynowy i palmitynowy) powodujg znaczace zwickszenie
udziatu frakcji LDL, st¢zenia trojglicerydéw i zmniejszenie udziatu frakcji HDL,
zwigkszajac tym samym ryzyko CVD [Panth i wsp. 2018]. Nalezy zwréci¢ uwagg, ze olej
palmowy jest istotnym zrédtem nasyconych kwasow thuszczowych (rys. 1), w tym kwasu
palmitynowego (okoto 44%) [Montoya i wsp. 2014]. Olej ten dominuje na rynku
thuszczow, co ma zwigzek z jego ceng, dostepnoscia i wysoka stabilnos¢ oksydacyjng
[Dian i wsp. 2017]. Pomimo nieche¢ci konsumentow do oleju palmowego, gtownie ze
wzgledu na kontrowersje zwigzane z uprawg palmy oleistej (wycinkg lasow tropikalnych,
zmianami klimatycznymi i dysfunkcja spoteczno-ekonomiczng) [Sodano i wsp. 2018], to
wielko$¢ produkcji i eksportu tego thuszczu (na przyktadzie Malezji) nadal jest na
wysokim poziomie (rys. 1) [Tam i Lim 2019].

Szczegblng role w organizmie odgrywaja niezbedne nienasycone KT (NNKT). Te
z rodziny omega-3 (w-3) odpowiadajg za tworzenie zwiazkow przeciwzapalnych czy
antykancerogennych, zmniejszaja ryzyko wystgpowania choroby wiencowej
i niedokrwiennej serca, cukrzycy typu II, osteoporozy, a nawet zwyrodnien
neurologicznych [Swanson i wsp. 2012]. Ich podaz w codziennej diecie mieszkancow
krajow Europy Zachodniej jest zbyt niska, w konsekwencji istnieje potrzeba ich
suplementacji. Bardzo dobrym zrédtem kwasu a-linolenowego (ALA) jest olej Iniany
(ponad 50% catej puli KT), za§ kwasu dokozaheksaenowego (DHA) i kwasu
eikozapentaenowy (EPA) — oleje rybie. ALA jest prekursorem EPA i DHA, lecz
konkuruje o te same enzymy w szlaku metabolicznym z PUFA z rodziny w-6,
spozywanych przez konsumentow w wigkszej ilosci [Shahidi i Ambigaipalan 2018].
Badania in vivo wykazaty, ze wzbogacenie diety zwierzat w olej rzepakowy (0 10% lub
20%) przyczynito si¢ do zmniejszenia wskaznika zawalow i ogodlnej $miertelnosci.
Stwierdzono, ze olej rzepakowy, jako zrédto ALA, ma duzy potencjat do zastosowania
w zywno$ci funkcjonalnej, wptywajac na zmniejszenie ryzyka udaru mozgu [Nguemeni
I wsp. 2010].
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Rys. 1. Srednia wielko$¢ produkcji (a) [FAOSTAT 2021] oraz sktad kwasow

thuszczowych (b) wybranych tluszczow jadalnych

Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [Lindmark Mansson 2008, Hashempour-Baltork i wsp. 2018,
Harun 2019, EFO 2021]; Objasnienia: * olej palmowy — pozyskiwany z owocoéw palmy oleistej; ** thuszcz
palmowy — pozyskiwany z ziaren palmy oleistej.

W przypadku olejow 1 tluszczoOw jadalnych duzym problemem sa przemiany
oksydacyjne prowadzace do powstawania toksycznych produktow, ktore przyspieszaja
starzenie si¢ organizmu, generujg stany zapalne, zwigkszaja ryzyko miazdzycy czy
nowotworow. Im wigkszy stopien nienasycenia lipidu, tym szybciej nastepuje jego
utlenianie. W pierwszej kolejno$ci powstaja pierwotne produkty utleniania —
hydronadtlenki 1 wodoronadtlenki, nastepnie produkty wtérnego utleniania pochodzace
z rozktadu KT — aldehydy, ketony czy epoksydy. Wszelkie procesy przetworcze, ktore
wymagajg ogrzewania surowca/produktu, przyspieszajg proces utleniania. W praktyce
kazda zywno$¢ zawierajaca lipidy (nawet < 1%) jest podatna na utlenianie i moze

akumulowa¢ produkty utleniania w czasie przechowywania [Vieira i wsp. 2017].
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Nieustannie trwaja badania nad ograniczeniem tych przemian, gdyz prowadza one do
utraty mozliwych efektow prozdrowotnych, wynikajacych ze spozycia NNKT,
szczegblnie PUFA w-3 [Lee i wsp. 2019]. Jednakze problemy zwigzane z deficytem tych
KT w diecie sg potencjalnie mniejsze niz te, spowodowane przez produkty ich oksydaciji,
ktére wchodzag w interakcje z innymi skladnikami zywnosci, gtownie z biatkami
i witaminami. Ponadto pierwotne produkty utleniania sg stabo wchtaniane z jelit,
dziatajagc szkodliwie na btone $luzowa przewodu pokarmowego. Z kolei
niskoczasteczkowe produkty rozktadu KT sg szybko wchtaniane w jelitach i przedostaja
si¢ do krwiobiegu, majac tym samym dostep do wielu tkanek organizmu [Wasowicz
I wsp. 2004].

W zwigzku z powyzszym niezwykle wazna jest dbatos¢ o wysoka jakosé
spozywanego thuszczu. Bardzo istotng rol¢ odgrywa réwniez poziom $wiadomosci
konsumentéw, jednak najwazniejsze s3 decyzje podejmowane przez producentow
zywnosci juz na etapach doboru surowca i jego przetwarzania. Bioragc pod uwage
wzgledy zywieniowe, wazne jest nie tylko samo konsumowanie tluszczu

w rekomendowane;j iloéci, ale takze jego sktad chemiczny [Zbikowska 2014].

1.1.2. Warto$¢ uzytkowa lipidow

Lipidy jadalne petnig wazne funkcje w ksztaltowaniu struktury, stabilnosci czy cech
sensorycznych produktow spozywczych. Analizujac makroskopowe wiasciwosci
thuszczow nalezy rozwaza¢ zaréwno sktad chemiczny (wlaczajac wihasciwosci
fizykochemiczne), jak i warunki ich przetwarzania [Shi i wsp. 2005, Van den Bremt
i wsp. 2012].

1.1.2.1. Determinanty stabilnosci fizycznej lipidéw

Stabilnos¢ fizyczna lipidow, rozpatrywana jako ich podatno$¢ na separacje i migracje
frakcji cieklej, jest determinowana zarowno czynnikami wewngtrznymi (sktadem
i rozmieszczeniem KT w czasteczkach triacylogliceroli (TAG) [Lindmark Ménsson
2008], rodzajem i stgzeniem substancji towarzyszacych) [Ribeiro i wsp. 2015], jak
i zewngtrznymi (np. temperatura, czasem, szybkos$cig §cinania) [Mazzanti i wsp. 2005,
Domingues i wsp. 2015]. Czynniki te wywieraja wptyw na strukture i rozmieszczenie
krysztatow lipidowych [Sato i wsp. 2013], formy polimorficzne [Domingues i wsp. 2015]
oraz temperature topnienia [Marangoni i Wesdorp 2012]. Ksztaltuja one parametry
teksturalne i reologiczne ttuszczu [Devi | Khatkar 2017], a takze jego stabilnos¢ fizyczna.
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Whiasciwosci lipidow, sktadajacych sie gtownie z TAG (zwykle ponad 95%), w duzej
mierze zaleza od sktadu kwasow tluszczowych. Przewazajacy udziat nienasyconych KT
w sktadzie skutkuje bardziej ptynng konsystencja, a zarazem nizsza temperaturg topnienia
thuszczu. Z Kkolei tluszcze o konsystencji statej w temperaturze pokojowej (21 + 2°C)
najczesciej charakteryzuje duza zawartos¢ SFA. TFA, podobnie jak SFA, cechuje wyzsza
temperatura topnienia niz odpowiadajace im izomery Cis. Wyzsza temperatura topnienia
wplywa na wiekszg stabilno$¢ strukturalng lipidow. Jest to rowniez determinowane
dhugoscia tancuchow weglowych SFA [Berg i wsp. 2002, Lindmark Mansson 2008]. Im
sa one dhuzsze, tym wyzsza temperatura topnienia thuszczu [Devi i Khatkar 2017], np.
olej palmowy (przewaga dtugotancuchowego kwasu palmitynowego, C16) wykazuje
wyzsza temperatur¢ topnienia od tlhuszczu mlecznego (przewaga krotko-
i $redniotancuchowych KT, odpowiednio C3-C7 i C8-C13), pomimo mniejszej
zawartos$ci SFA ogdtem [FAO 2010, Szymanska i wsp. 2021]. Zazwyczaj lipidy bogate
w SFA i/lub TFA sa najbardziej korzystne pod wzgledem cech technologicznych, ktore
przektadaja sie na pozadane wilasciwosci fizyczne, w tym stabilnos¢ fizyczna, a nawet
cechy sensoryczne produktu koncowego. Dlatego ich zastosowanie wciaz jest szeroko
rozpowszechnione w przemysle spozywczym [Zbikowska 2010, Zbikowska i wsp. 2012].

Innym waznym aspektem, majacym zwiazek ze stabilnoscig fizyczng lipidow, jest
struktura i rozmieszczenie krysztatow tluszczu. Wptyw na to maja zaréwno czynniki
wewnetrzne, m.in. sktad chemiczny thuszczu, jak rowniez czynniki zewnetrzne [Sato
I wsp. 2013, Ribeiro i wsp. 2015], m.in. zastosowanie substancji dodatkowych czy
parametry procesu przetwarzania tluszczu (np. szybkos$¢ chtodzenia, temperatura
krystalizacji, sity Scinajace, emulgowanie) [Fredrick i wsp. 2011].

Na ksztattowanie struktury wewnetrznej i cech makroskopowych lipidéw bardzo
istotny wplyw ma przebieg krystalizacji. Proces ten to spontaniczne uporzadkowanie
uktadu nastgpujace w wyniku catkowitego lub czesciowego ograniczenia ruchliwosci
czastek, poprzez powstawanie fizycznych lub chemicznych oddzialywan pomiedzy
czasteczkami TAG. Do zapoczatkowania krystalizacji konieczne jest przekroczenie
bariery energetycznej poprzez przesycenie lub przechtodzenie uktadu (sita napedowa
procesu). Powstaja zarodki, w wyniku taczenia si¢ pojedynczych czasteczek TAG
w skupienia (klastry), nastgpnie tzw. jadra (zarodki) krystalizacji. W kolejnym etapie
dochodzi do zwigkszenia krysztaldow w tworzonej sieci krystalicznej, utrzymujacej
frakcje ciekla w strukturze. Proces trwa do osiagniecia stanu rownowagi (zniwelowania

sity napedowej) i maksymalnej objetosci frakcji krystalicznej [Domingues i wsp. 2015].
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Zdaniem Calliauw i wsp. [2010] na szybkos¢ krystalizacji thuszczu wptywa struktura
czasteczek TAG (rozktad KT w strukturze). Czasteczka glicerolu moze by¢
zestryfikowana jednakowymi (TAG monokwasowy) lub réznymi KT (TAG di- lub
trikwasowy) w trzech mozliwych pozycjach: sn-1 i sn-3 (zewngtrznych) oraz sn-2
(wewnetrznej). Thuszez zawierajacy gtownie TAG sktadajace si¢ z trzech SFA bedzie
krystalizowat szybciej niz inne tluszcze, natomiast thuszcz z TAG z dwoma SFA
w pozycji sn-1 i sn-3 i jednym nienasyconym KT, w pozycji srodkowej sn-2, bedzie
krystalizowat wolniej. Modyfikowanie procesu krystalizacji moze by¢ realizowane m.in.
poprzez dodawanie mono- lub diacylogliceroli, zastosowanie srodkéw zarodkujacych czy
emulgatorow [Ribeiro 1 wsp. 2015]. Czas krystalizacji i morfologia tworzonych
krysztatow (rozmiar i ksztalt) zalezg rowniez od szybkosci chtodzenia i/lub ogrzewania
czy stosowania sit $cinajacych. Powolne chtodzenie uktadu sprzyja powstawaniu
nielicznych, duzych krysztatdéw thuszczowych. Przyspieszenie chlodzenia skutkuje
tworzeniem licznych krysztalbw o mniejszych rozmiarach [Sato i wsp. 2013]. Taka
zalezno$¢ zaobserwowali Normah i wsp. [2013], ktoérzy analizowali morfologi¢
krysztaldéw w rafinowanym oleju palmowym, powstatych w temperaturze 14°C lub 22°C
przez 90 min.

Zagadnieniem $cisle powigzanym z procesem krystalizacji ttuszczow jest ich natura
polimorficzna. Moga one wystepowac¢ w wiecej niz jednej formie krystalicznej, przy tym
samym skladzie. W lipidach dominujg trzy specyficzne formy: « (niestabilna),
S’ (metastabilna) i £ (stabilna), ktore rdznig si¢ gestoscig upakowania czgsteczkowego.
Wraz ze zwigkszeniem stabilno$ci krysztatow ros$nie temperatura topnienia tluszczu
[Marangoni i Wesdorp 2012]. W przypadku trilaurynianu glicerolu (LLL),
charakterystycznego dla oleju kokosowego i oleju z ziaren palmowych, wartosci
temperatury topnienia dla form o, £, f wynosza odpowiednio 15°C, 35°C i 46,5°C [Lee
I wsp. 2010]. Temperatura topnienia tych form w thuszczu mlecznym to odpowiednio
22°C, 30°C i 35°C [Rachana i Nath 2008]. TAG zazwyczaj najpierw krystalizuja
w formach a i f’, ktore moga przeksztalci¢ si¢ w forme f w funkcji czasu, w statej
temperaturze. Ttuszcze o matej zmiennosci TAG szybko przeksztalcaja si¢ w forme f.
Ztozono$¢ mieszanin TAG powoduje, ze w danej temperaturze mogg wspotistnie¢ rozne
formy polimorficzne i frakcja ciekta [Domingues i wsp. 2015]. Jezeli metastabilna
struktura polimorficzna jest utrzymywana niewiele ponizej jej temperatury topnienia,
tatwo przeksztalca si¢ w bardziej stabilng form¢ [Hondoh i Ueno 2016]. Transformacje

polimorficzne w kolejnosci od formy a, przez ’, do S sa nicodwracalne [Rachana i Nath
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2008]. Zgodnie z Zaliha i wsp. [2015] szybkie chtodzenie oleju palmowego sprzyja
powstawaniu matych, niestabilnych krysztatow w formie a. Z kolei Mazzanti 1 wsp.
[2005] badali wptyw szybkosci Scinania (od 0 do 2880 1/s) na tworzenie i transformacije
form krystalicznych w oleju palmowym. Stwierdzili, ze duza szybkos$¢ Scinania sprzyja
powstawaniu krysztatow a, ktore tatwo przeksztalcajg si¢ w forme £’ w temperaturach
17°C 1 22°C. Nizsze szybkos$ci $cinania op6zniaja zarodkowanie krysztalow S, gdyz
nastepuje agregacja jader a.

Z punktu widzenia stabilnosci fizycznej thuszczu i jego produktéw, bardzo wazne jest
zjawisko rekrystalizacji, zwlaszcza w czasie przechowywania. Mniejsze krysztaty maja
nizsza temperatur¢ topnienia niz wicksze krysztaly, dlatego jako pierwsze ulegaja
rozpuszczeniu po podwyzszeniu temperatury. W wyniku ponownego przechtodzenia
uktadu nie tworzg si¢ nowe zarodki krysztalow, lecz te, ktore pozostaly, zwiekszaja swoje
rozmiary. W zwigzku z tym rekrystalizacja moze powodowa¢ m.in. pogorszenie
konsystencji lodow, powstawanie nalotu ttuszczowego w czekoladach czy wyciek frakcji
ciektej lipidow w produktach wysokottuszczowych [Domingues i wsp. 2015]. Krysztaty
tluszczowe w formie a sg kruche i ksztalttem przypominaja plytki. Ttuszcze, ktore
krystalizuja w formie 8’ (w ksztatcie drobnych igiet) charakteryzuja si¢ gtadka i kremowa
konsystencja. Z kolei duze krysztalty f powoduja piaszczysta lub ziarnistg strukturg
thuszczow [Rabiej i wsp. 2016].

Zwazywszy na charakter dwufazowy (plynny i staty) uktadéw tluszczowych, ich
zachowanie reologiczne jest ztozone, co wplywa na ostateczng strukture produktu. Oleje
sg ptynami newtonowskimi w szerokim zakresie szybkosci $cinania. Ze wzglgdu na
pojawienie si¢ krysztalow w temperaturze zblizonej do temperatury topnienia, moga
wykazywaé cechy plynéw nienewtonowskich. Lepkos¢ oleju zwigksza si¢ wraz ze
zwigkszeniem masy czgsteczkowej 0raz wraz ze zmniejszeniem stopnia nienasycenia KT
I temperatury otoczenia. Z kolei thuszcze state w temperaturze pokojowej (21 + 2°C) to
uktady lepko-sprezyste [Devi i Khatkar 2017].

1.1.2.2. Determinanty stabilnosci chemicznej lipidéw
Glownymi przemianami zachodzacymi w lipidach, ograniczajacymi ich trwatos¢, sg
utlenianie i hydroliza (zwana lipolizg), ktére niejednokrotnie okreslane sg tacznie jako
,jetczenie” Hydroliza lipidow moze przybiera¢ dwie formy. Pierwsza z nich obejmuje
reakcj¢ TAG z woda, pod wptywem ciepta, w wyniku ktorej powstajg niestabilne ketony,

ktore stosunkowo szybko przeksztalcajg si¢ w ketony metylowe i hydroksykwasy
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thuszczowe (prekursory y- i d-laktondw). W zalezno$ci od dtugosci tancucha weglowego
ketony metylowe powoduja charakterystyczny posmak, np. ketony 7-weglowe — sera
plesniowego, za$ 11-weglowe — stodki i thuszczowy. Druga forma hydrolizy obejmuje
reakcj¢ TAG z woda w obecno$ci aktywnej lipazy, skutkujgc stopniowym uwalnianiem
czasteczek wolnych KT, az do uzyskania glicerolu (rys. 2). Im krotszy tancuch weglowy
wolnego kwasu tluszczowego, tym nizszy prog wyczuwalnosci sensorycznej. Dla
przyktadu, uwalniany w wyniku hydrolizy tluszczu mlecznego kwas mastowy
(4-weglowy), 0 serowym zapachu i smaku, ma prog wyczuwalnosci 0,00006%. Z kolei
hydroliza oleju kokosowego i oleju z ziaren palmowych powoduje uwolnienie duzych
ilosci kwasu laurynowego (12-weglowego), o mydlanym zapachu i smaku, ktorego prog

wyczuwalno$ci wynosi 0,07% [Talbot 2016].

Triacyloglicerol (TAG)
| H:Ollipaza

Diacyloglicerol (DAG) + wolny kwas thuszczowy
i H>O/lipaza

Monoacyloglicerol (MAG) + wolny kwas tluszczowy
| H:Ollipaza

Glicerol + wolny kwas tluszczowy

Rys. 2. Hydrolityczny rozktad triacylogliceroli (TAG)
Zroédlo: opracowanie wlasne na podstawie [Talbot 2016].

Wszystkie produkty spozywcze zawierajace lipidy (nawet < 1%) sa podatne na
utlenianie, ktore niekorzystnie wptywa na ich jakos¢ i trwatos¢. W wyniku przemian
oksydacyjnych nastepuje nie tylko utrata cennych sktadnikéw odzywczych 1 gromadzenie
szkodliwych produktow utleniania, ale rowniez pogorszenie cech sensorycznych (smaku,
zapachu, barwy) zywnosci [Wasowicz 1 wsp. 2004].

Utlenianie lipidow w obecnosci katalizatorow, takich jak $wiatlo, ciepto, metale,
enzymy i mikroorganizmy, zachodzi na drodze fotooksydacji, samoutleniania, utleniania
termicznego lub enzymatycznego. Przemiany te generuja rodniki i/lub inne reaktywne
formy potproduktow [Shahidi i Zhong 2010]. Nienasycone KT i ich pochodne sa silnie
narazone nNa utlenianie, szczegélnie na procesy autooksydacji (samoutleniania),

definiowanej jako spontaniczna rodnikowa reakcja tancuchowa lipidow z tlenem
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atmosferycznym [Sun i wsp. 2011]. Samoutlenianie lipidow sktada si¢ z trzech etapow:
inicjacji, propagacji i terminacji. W pierwszym etapie powstaja rodniki lipidowe (L)
w wyniku homolizy (zerwania wigzan kowalencyjnych) w substracie lipidowym (LH)
pod wpltywem ciepta, Swiatta, reaktywnej formy tlenu czy kationow metali. W nastepnym
etapie (propagacji) rodniki reaguja z tlenem, tworzac rodnik nadtlenkowy (LOO"), ktory
w reakcji z atomem wodoru z substratu lipidowego tworzy wodoronadtlenek lipidowy
(LOOH) i kolejny rodnik (L). Diugos¢ cyklu propagacji jest wprost proporcjonalna do
stopnia nienasycenia lipidow. W ostatnim etapie (terminacji) powstajag produkty
nierodnikowe w wyniku reakcji nadmiaru powstatych rodnikow LOO™ i L* (rys. 3)
[Dabrowska i wsp. 2015, Ahmed i wsp. 2016].

Wodoronadtlenki to niestabilne pierwotne produkty utleniania z zachowang strukturg
fancucha weglowego, ulegajace dalszym reakcjom. W pierwszej kolejnosci powstaja
rodniki alkoksylowy LO" i hydroksylowy OH" z rozpadu wigzan O-O, nastepnie z rodnika
LO" moga powsta¢ aldehydy z rozpadu wigzan C-C oraz izomery wodoronadtlenkow
z rozpadu wigzan C-O. Wtorne produkty utleniania lipidow to zwigzki lotne (m.in.
weglowodory, aldehydy, ketony, estry, laktony, alkohole oraz etery) badz nielotne (m.in.
dwu i trzykrotnie utlenione estry, pochodzace z odpowiednich keto-, hydroksy-,
hydroksyperoksy- i estroepoksydow) [Zielinska i wsp. 2017, Dominguez i wsp. 2019].

Inicjacja: LH—-L +H
Propagacja: L+ O, — LOO’
LOO"+LH — LOOH + L’
Terminacja: LOO"+ LOO® — LOOL + O
LOO" +L"— LOOL
LO +L"— LOL
L"+L"— L-L

Rys. 3. Mechanizm autooksydacji lipidéw
Zrédo: opracowanie wlasne na podstawie [Saldafia i Martinez-Monteagudo 2013, Ahmed i wsp. 2016].

Stabilnos¢ oksydacyjna lipidow jest determinowana réznorodnymi czynnikami.
Mozna wyrozni¢ zarowno czynniki wewngtrzne (sktad chemiczny), jak i czynniki
zewnetrzne (warunki przetwarzania i przechowywania). Znaczacy wpltyw ma sktad KT,

a w szczegolnosci liczba 1 polozenie wigzah podwojnych w tancuchach weglowych.
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Podatnos¢ na utlenienie lipidow zwigksza si¢ wraz ze zwigkszeniem Stopnia nienasycenia
KT. Nienasycone KT ulegaja rozpadowi (homolizie) w nizszych temperaturach niz SFA
[Saldana 1 Martinez-Monteagudo 2013]. Ponadto tlen singletowy jest okoto 1450 razy
bardziej reaktywny od tlenu tripletowego [Cichosz i Czeczot 2011]. Niektore metale (np.
miedz, zelazo) i enzymy (np. lipooksygenaza) sa silnymi katalizatorami reakcji tlenu
z wielonienasyconymi KT. Ponadto utlenianie lipidow zachodzi z duza szybkoscia przy
bardzo niskiej aktywno$ci wody (< 0,3). Z kolei obecno$¢ przeciwutleniaczy (np.
tokoferoli, karotenoidow, zwigzkoéw fenolowych) moze spowolni¢ te przemiany [Kong
I Singh 2016, Sabolova i wsp. 2020].

Do czynnikow zewngtrznych, wptywajacych na przemiany oksydacyjne w lipidach
podczas ich przetwarzania czy przechowywania, naleza warunki otoczenia (temperatura,
wilgotno$¢ wzgledna, intensywnos$¢ i dlugos$¢ fali promieniowania $wietlnego) oraz
wlasciwosci opakowania (barierowo$¢ wobec tlenu, $wiatta czy wody) oraz skiad
atmosfery wewnatrz opakowania [Manzocco i wsp. 2020]. W przeciwienstwie do olejow
rafinowanych, oleje tloczone na zimno czgsto charakteryzuja sie wyzszym stopniem
pierwotnego utlenienia oraz mniej przewidywalng stabilnoscig oksydacyjng [Grajzer
I wsp. 2020]. W konsekwencji procesu rafinacji usuwane sa substancje prooksydacyjne
I substancje bioaktywne, ktérych zawarto$¢ moze zosta¢ uzupetniona do poziomu przed
procesem [Redondo-Cuevas i wsp. 2018]. W ostatnim etapie tradycyjnej rafinacji
stosowane sa wysokie temperatury (nawet > 200°C), ktore sprzyjaja degradacji
nadtlenkow (pierwotnych produktéw utleniania) 1 tworzeniu wtdrnych produktow
utleniania, np. aldehydow, ketonow. W metodzie rafinacji minimalnej pomijany jest etap
dezodoryzacji, w celu zachowania jak najwigkszej ilosci substancji bioaktywnych w oleju
[Ghazani i Marangoni 2013].

1.1.3. Konwencjonalne i alternatywne metody strukturyzowania lipidow

Wysoka warto$¢ uzytkowa lipidow jest zazwyczaj ujemnie skorelowana z ich
warto$cig zywieniowa. Dlatego nalezy dazy¢ do opracowania i zaoferowania
konsumentowi produktow o jednocze$nie wysokiej wartosci technologicznej
i zywieniowej [Zetzl i Marangoni 2014, Martins i wsp. 2020]. Przewaga pozadanych
technologicznie SFA w diecie moze niekorzystnie wplywac¢ na organizm cztowieka.
Z Kkolei niska stabilno$¢ fizyczna i chemiczna olejow bogatych w PUFA (w tym
deficytowe w diecie KT w-3) sprawia, ze ich zastosowanie w przemysle spozywczym jest

bardzo ograniczone. W celu uzyskania lipidow o pozadanych wtasciwosciach fizycznych,
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chemicznych, sensorycznych czy odzywczych stosuje si¢ rézne metody ich
strukturyzowania [Temkov i Muresan 2021]. Do metod konwencjonalnych naleza:
mieszanie mechaniczne [Choi i wsp. 2014], frakcjonowanie [Gibon 2012], uwodornienie
[Dijkstra 2012] czy przeestryfikowanie chemiczne [Asif 2011]. Z kolei metodami
alternatywnymi  strukturyzowania lipidow jadalnych sg  przeestryfikowanie
enzymatyczne [De Clercq i wsp. 2012] oraz oleozelacja [Chaves i wsp. 2018].

1.1.3.1. Konwencjonalne metody strukturyzowania lipidow

Mieszanie mechaniczne to prosta i powszechnie stosowana metoda modyfikacji
thuszczow, majaca na celu przede wszystkim zwigkszenie mozliwosci zastosowania
lipidow, ktorych samodzielne wykorzystanie jest ograniczone. Zmieszanie lipidow
o odmiennych wiasciwosciach pozwala na uzyskanie tluszczu o wilasciwosciach
posrednich. Praktykuje si¢ mieszanie popularnych olejéw z niekonwencjonalnymi,
w celu obnizenia kosztow i sprostania wymaganiom przemystu [Hashempour-Baltork
i wsp. 2016]. Oleje, ktore zawieraja duzo kwasu oleinowego (np. oliwa z oliwek, olej
z orzechow ziemnych), majg tendencj¢ do metnienia po schtodzeniu. Zmieszanie ich
z olejami o wyzszym stopniu nienasycenia daje klarowna, stabilng w czasie
przechowywania mieszaning [Roiaini i wsp. 2015]. Choi i wsp. [2014] poprzez
zmieszanie ttuszczu palmowego z olejem rzepakowym otrzymali fryture o dobrym
sktadzie KT, cechach organoleptycznych i stabilnosci oksydacyjnej. Z kolei EI-Anany
I Ali [2012], poprzez zmieszanie oleju kokosowego z olejem z orzechow tygrysich,
otrzymali produkt o lepszym zywieniowo sktadzie KT niz olej kokosowy. Uzyskanie
mieszaniny o zwigkszonej stabilnosci oksydacyjnej czasami nie wymaga istotnej zmiany
sktadu KT. Wedtug Kiralan i wsp. [2016] poprawa stabilnosci oksydacyjnej mieszaniny
rafinowanego oleju stonecznikowego z ttoczonym na zimno olejem z czarnuszki nastgpita
w wyniku zwigkszenia poziomu tymochinonu i tokoferoli (przeciwutleniaczy).

Frakcjonowanie jest termomechanicznym procesem separacji, w ktorym
mieszanina wielosktadnikowa jest fizycznie rozdzielana na frakcje o odmiennych
wlasciwo$ciach fizykochemicznych. Rozdzial taki moze opieraé si¢ na rdznicy
W rozpuszczalnosci lub lotnosci zwigzkow. W krystalizacji frakcyjnej wykorzystywana
jest réznica rozpuszczalnosci stalych czasteczek thuszczu (np. TAG, KT) w fazie cieklej
w zaleznosci od ich masy czasteczkowej I stopnia nienasycenia. We frakcjonowaniu
rozpuszczalnikowym stosuje si¢ rozpuszczalniki organiczne (np. heksan czy aceton),

ktore zwiekszaja nie tylko wydajnos¢ procesu, ale rowniez koszty inwestycyjne
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I produkcyjne, a takze moga Stanowi¢ zagrozenie dla $rodowiska. W celu poprawy
skuteczno$ci oddzielania fazy krystalicznej od fazy ciektej, opracowano frakcjonowanie
za pomocg $rodkow powierzchniowo-czynnych, co wigze si¢ ze zwigkszeniem kosztu
i ewentualnym zanieczyszczeniem produktu koncowego [Gibon 2012]. Z kolei
frakcjonowanie ,,na sucho” jest procesem, polegajacym na kontrolowanej krystalizaciji,
zachodzacej na skutek powolnego chtodzenia. Wieloetapowe prowadzenie operacji
umozliwia otrzymywanie wielu specyficznych frakcji lipidow. Jest technikg bardziej
ekonomiczng i przyjazng srodowisku niz pozostate metody frakcjonowania [Kellens
I Calliauw 2013].

Jednym z najczesciej frakcjonowanych olejow jest olej palmowy. Mozliwosé
otrzymywania wielu réznych frakcji powoduje jego szerokie zastosowanie w przemysle
spozywczym, np. jako substytutu masta kakaowego, margaryny czy ttuszczu do smazenia
[Tong i wsp. 2021].

Uwodornienie to proces przeksztatcenia lipidu ciektego w potstaty lub staty poprzez
czgsciowe lub catkowite wysycenie wigzan podwdjnych za pomocg wodoru, w obecnosci
katalizatora, w wysokiej temperaturze (do 220°C). Celem procesu jest rowniez
zwigkszenie stabilno$ci oksydacyjnej i termicznej olejow, a w konsekwencji wydtuzenie
ich przydatnosci do spozycia. Wyrdznia si¢ uwodornienie catkowite oraz czesciowe bez
i z utwardzeniem [Zbikowska i Kowalska 2012]. Podczas uwodornienia cze$ciowego
powstaja TFA, gtownie kwas elaidynowy (C18:1t). Zawartos¢ TFA w czeSciowo
uwodornionym oleju zalezy od parametrow procesu, tj. czasu, temperatury, ci$nienia
wodoru, rodzaju 1 st¢zenia katalizatora [Dijkstra 2012, Kellens i Calliauw 2013]. Ze
wzgledu na niekorzystny wptyw TFA na zdrowie oraz wprowadzone w tym zakresie
ograniczenia ich zawartosci w produktach spozywczych, m.in. w UE [Rozporzadzenie
2019/649], producenci zywnosci wykorzystuja lub rozwijaja rdzne rozwigzania
technologiczne, w celu zmniejszenia lub wyeliminowania TFA w ich produktach.
Realizujg to m.in. poprzez modyfikacje procesu uwodornienia, stosowanie procesu
przeestryfikowania, wykorzystywanie frakcji lipidow naturalnych o wysokiej zawartosci
statych TAG i/lub stosowanie olejow (np. wysokooleinowych, $redniooleinowych,
niskolinolenowych) pozyskiwanych ze specyficznych odmian powszechnie znanych
ro$lin oleistych, np. nasion rzepaku/stonecznika [Dhaka i wsp. 2011].

Przeestryfikowanie jest reakcja wymiany grup acylowych w obrgbie tej samej
czasteczki lub pomiedzy réznymi czasteczkami TAG. Proces przebiega w obecnos$ci

katalizatora. Nie powoduje zmian stopnia nienasycenia ani izomeryzacji KT, lecz
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modyfikacj¢ wlasciwosci fizycznych lipidow [Fauzi 1 wsp. 2013]. Reakcja
przeestryfikowania chemicznego jest katalizowana alkoholanami sodu (najczgsciej
metanolanem sodu), ktore mogg by¢ dezaktywowane w obecno$ci wody i nadtlenkow
[Rousseau i wsp. 2017]. Przeestryfikowanie chemiczne przebiega szybko, gdyz stan
rownowagi moze zostal osiggni¢cty nawet po kilku minutach, lecz nie umozliwia
przeprowadzenia reakcji czesciowej, w  przeciwienstwie do  uwodornienia
I przeestryfikowania enzymatycznego. Wtasciwosci estryfikowanego lipidu moga by¢
kontrolowane jedynie za pomoca sktadu surowca. Rozmieszczenie KT w czgsteczkach
TAG w otrzymanych lipidach jest losowe. Po zakonczeniu procesu konieczne jest
zneutralizowanie katalizatora. Dlatego mieszanina jest chlodzona do temperatury
70-100°C i dodawany jest wodny roztwor kwasu np. cytrynowego [Ribeiro i wsp. 2009].
Straty technologiczne procesu mozna zminimalizowaé stosujagc mozliwie najmniejszg
ilo$¢ katalizatora. Stosowane Katalizatory sg bardzo reaktywne, dlatego podczas reakcji
moga powstawac produkty uboczne [Asif 2011]. W zwigzku z tym otrzymane lipidy
wymagaja oczyszczenia (przefiltrowania, wybielania i dezodoryzacji), w celu usunigcia
pozostatosci mydet, zneutralizowanego katalizatora, wolnych KT, kwasu cytrynowego

czy wody [Rousseau i wsp. 2017].

1.1.3.2. Alternatywne metody strukturyzowania lipidow

Przeestryfikowanie enzymatyczne to proces, w ktorym stosowane sa lipazy w roli
katalizatora reakcji. W modyfikacji tej, w przeciwienstwie do przeestryfikowania
chemicznego, straty technologiczne sg ograniczone. Ponadto otrzymywane lipidy moga
charakteryzowac si¢ wigksza stabilno$cig oksydacyjna ze wzgledu na duze pozostatosci
przeciwutleniaczy takich jak tokoferole i tokotrienole. Jednakze w cigglym procesie
przeestryfikowania enzymatycznego istnieje zwigkszone ryzyko zanieczyszczen
krzyzowych spowodowanych duza zmiennoscig surowcoéw [Gibon 2012]. Aby zapewnic
aktywno$¢ lipolityczng biokatalizatora, konieczna jest minimalna ilo§¢ wody, nalezy
jednak nie dopuszcza¢ do hydrolizy. Zastosowanie lipaz nieselektywnych skutkuje
losowym rozmieszczeniem KT w czasteczkach TAG. W reakcji katalizowanej przez
lipaze sn-1,3-regioselektywng wylacznie grupy acylowe w pozycjach zewnetrznych TAG
podlegaja wymianie, zas KT w pozycji wewngtrznej pozostaja niezmienione. Z kolei
lipazy typoselektywne wykazuja selektywnos¢ wzgledem danego typu KT [De Clercq
i wsp. 2012].
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Niespecyficzne przeestryfikowanie enzymatyczne najczgéciej jest stosowane do
wytwarzania thuszczow o zmodyfikowanych wilasciwosciach fizycznych (np. punkcie
topnienia, plastycznos$ci). Z kolei specyficzne przeestryfikowanie enzymatyczne moze
by¢ wykorzystywane do wytwarzania produktow ,,szytych na miar¢”, takich jak
ekwiwalenty masta kakaowego [De Clercq i wsp. 2012] czy substytuty tluszczu mleka
kobiecego [Kowalska i Zbikowska 2011].

Przeestryfikowanie enzymatyczne jest prowadzone w *lagodnych warunkach
temperatury i ci$nienia, dostosowanych do aktywnosci stosowanych lipaz. Optymalna
temperatura reakcji czgsto wynosi od 30°C do 50°C, przy czym lipazy mikrobiologiczne
wykazuja wyzsza stabilno$§¢ termiczng niz lipazy pochodzenia roslinnego Ilub
zwierzecego. Chociaz reakcje te moga by¢ przeprowadzane czeSciowo (przerywane na
zaplanowanym etapie), to ich czas jest znacznie dtuzszy (nawet 30 godzin) niz
w przypadku przeestryfikowania chemicznego (zazwyczaj nie dtuzej niz 30 min)
[Soumanou i wsp. 2013] oraz moga generowa¢ wysokie koszty produkcji ze wzglgdu na
zastosowanie enzymoéw [Kowalska i Zbikowska 2011].

Oleozelacja jest definiowana jako metoda strukturyzowania niepolarnych ptynow
o niskiej lepkosci za pomoca réznych czynnikoéw strukturyzujacych [Okuro i wsp. 2020].
Umozliwia otrzymywanie ukladow o potstatej lub stalej konsystencji w temperaturze
pokojowej (21 + 2°C), przy niewielkim udziale masowym (do kilku %) substancji
strukturyzujacej (oleozelatora). Proces ten nie powoduje zmian w sktadzie chemicznym
czy rozmieszczeniu KT w strukturze TAG [Jang i wsp. 2015].

Oleozele mogg by¢ otrzymywane w sposob bezposredni albo posredni. Pierwszy
z nich obejmuje wykorzystanie substancji hydrofobowych, do ktorych nalezg przede
wszystkim zwigzki o niskiej masie czgsteczkowej, takie jak KT, sterole,
monoacyloglicerole, woski roslinne (np. karnauba, kandelila, stonecznikowy, ryzowy),
woski zwierzece (pszczeli, szelak) [Barroso i wsp. 2020, Thakur i wsp. 2022], ale takze
niektore polisacharydy (np. etyloceluloza) [Scharfe i Floter 2020]. Olej zostaje
Luwieziony” w  strukturze trojwymiarowej, utworzonej z sieci Krystalicznej,
stabilizowanej  wigzaniami niekowalencyjnymi (wodorowymi,  jonowymi,
oddziatywaniami hydrofobowymi lub elektrostatycznymi) [Martins i wsp. 2019]. Jest to
efekt samoorganizacji rozpuszczonych w oleju czasteczek, po osiagnigciu temperatury
ponizej granicy ich rozpuszczalno$ci. Sie¢ krystaliczna i wlasciwosci strukturalne
oleozeli zaleza od rodzaju zastosowanej substancji strukturyzujacej. W przypadku

woskow to wiasnie dtugotancuchowe estry alkilowe, kwasy/alkohole tluszczowe czy
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n-alkany, ktore zestalaja si¢ podczas studzenia mieszaniny, tworza na poziomie
mikroskopowym krysztaty w postaci igiet, widkien lub ptytek taczacych si¢ w sie¢
formujaca trojwymiarowa strukture wewnetrzng (rys. 4a) [Avendafio-Vasquez i wsp.
2020]. Posredni proces otrzymywania oleozeli wymaga stosowania substancji
rozpuszczalnych w uktadach polarnych (polipeptydoéw, polisacharydéw) — rys. 4b.
Oleozelacja posrednia jest znacznie bardziej ztozona. W pierwszej kolejnosci nastgpuje
zemulgowanie oleju z roztworem wodnym substancji strukturyzujacej, nastepnie
liofilizacja, a na koncu $cinanie liofilizatu (z ang.: HIPE — High Internal Phase Emulsion),
co umozliwia otrzymanie wlasciwej struktury oleozelowej [Feichtinger i Scholten 2020].
Wada tej metody sa wysokie koszty procesu liofilizacji [Ciurzynska i Lenart 2011].

a)
Olej jadalny dyspergowanie : 5 e 2elifikacia | Oleozel wiokno™
T 1 mieszanina | i
; z 5 | ~plytka™
mieszanie, ciekla studzenie =
Substancia ogrzewanie statyczne | ks

strukturyzujaca (80-95°C) (2448 godz.) |

WigZana
miekowalencyne
=

- T0ZpusZzczone
biafko

Rys. 4. Schemat otrzymywania oleozeli () w sposob bezposredni na przyktadzie wosku

oraz (b) sposobem posrednim na przyktadzie biatka
Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie [Feichtinger i Scholten 2020].

Substancje strukturyzujace rdznig si¢ sktadem chemicznym i1 wihasciwosciami
fizycznymi, w zaleznosci od zrodta i sposobu pozyskiwania, czynnikéw genetycznych
czy srodowiskowych (tab. 1) [Tinto i wsp. 2017]. Rodzaj i stezenie substancji
strukturyzujacej, rodzaj oleju bazowego oraz warunki oleozelacji istotnie wplywajg na

morfologi¢ krysztatdw i tworzong strukture przestrzenna, a w konsekwencji na
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wlasciwos$ci reologiczne 1 stabilno$¢ lipidow strukturyzowanych [Puscas i wsp. 2020,
Scharfe i Floter 2020]. Doan i wsp. [2015] uzyskali dtuzsze krysztaty lipidowe w oleozelu
(na bazie oleju z otrebow ryzowych) otrzymanym przy uzyciu wWosku stonecznikowego,
w poroéwnaniu do oleozeli z udziatem wosku pszczelego, jagodowego lub kandelila
(5% m/m wosku). Zauwazyli rowniez, ze ksztalt niektorych krysztalow roznit si¢ od
najczgsciej spotykanych igiet lub widkien. W oleozelu z woskiem jagodowym
wystepowaty rowniez krysztaty sferolityczne, za§ w oleozelu z woskiem karnauba —
krysztaty dendrytyczne. Autorzy stwierdzili, ze obecno$¢ krysztaldw o takich ksztattach
nie sprzyja stabilnosci oleozeli. Z kolei Blake i wsp. [2014] wykazali, ze minimalne
stezenie niezbedne do zzelowania (stezenie krytyczne) oleju rzepakowego wynosi: 1%
dla wosku ryzowego i wosku stonecznikowego, 2% dla wosku kandelila oraz 4% dla
wosku karnauba. Wedtug Singh i wsp. [2020] stezenie krytyczne w przypadku zelowania
oleju z otrgbow ryzowych lub oleju Inianego za pomoca wosku pszczelego wynosi 2%.
W licznych badaniach zauwazono tendencj¢ do zwigkszania si¢ temperatury topnienia
oleozeli wraz ze zwigkszeniem stgzenia substancji strukturyzujacej [Ogiitcii and Yilmaz
2015, Doan i wsp. 2018, Singh i wsp. 2020]. Wedtug Barroso i wsp. [2020] jednym ze
sposobow na zminimalizowanie udzialu wosku o wysokiej temperaturze topnienia
(mogacego powodowaé woskowy posmak w ustach) jest taczenie mniejszej ilosci wosku
z innymi substancjami o nizszej temperaturze topnienia (np. pochodnymi KT), przy
zachowaniu wysokiej stabilnosci struktury. Najwieksza zdolno$¢ wigzania oleju Inianego
ttoczonego na zimno w temperaturze 5°C (100%) i 25°C (okoto 95%) uzyskano zarowno
przy uzyciu 6% stezenia mieszaniny monostearynianu glicerolu 1 wosku
stonecznikowego w proporcji 1:1, jak i wosku jagodowego zastosowanego samodzielnie.
Z kolei Frolova i wsp. [2022] wykazali, ze oleozele z 6% m/m udziatem wosku
pszczelego, otrzymane na bazie olejow (np. tloczonego na zimno oleju Inianego)
zawierajacych duzo substancji towarzyszacych, mogg charakteryzowac si¢ stosunkowo
niskg zdolno$cig wigzania oleju (< 70%), dlatego zasugerowano stosowanie olejow
oczyszczonych.

Chopin-Doroteo i wsp. [2011] wykazali podobienstwa strukturalne pomigdzy
kwasem palmitynowym a alifatycznym tancuchem hentriakontanu (C31), czyli gtownym
n-alkanem obecnym w wosku kandelila. Onacik-Giir i wsp. [2017] stwierdzity
podobienstwo w morfologii krysztatbw oleju palmowego i oleozelu na bazie
wysokooleinowego oleju stonecznikowego z 3% m/m wosku kandelila. Ponadto wedtug

Toro-Vazquez i wsp. [2007] szybkos$¢ chlodzenia oleozeli wpltywa na morfologie
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krysztalow. Powolne chlodzenie oleozeli pozwala na uzyskanie wyzszego poziomu
organizacji molekularnej czasteczek wosku kandelila w ukladzie. Zbyt szybkie
chtodzenie moze doprowadzi¢ do pekania tancuchow kwasu hydroksystearynowego
podczas krystalizacji, powstawania krotszych rozgatezionych ,,ptytek”, a w konsekwencji

do uzyskania mniej elastycznego oleozelu.

Tabela 1. Charakterystyka wybranych woskow naturalnych

Rodzaj wosku Karnauba Kandelila Ryzowy Stonecznikowy Pszczeli
o Liscie i fodygi Nasiona Gruczoly
Liscie palmy . . . woskowe
s . wilczomleczu | Otreby ryzowe stonecznika .
Zrédlo (Copernicia : ) : pszczot
) (Euphrobia (Oryza sativa) (Helianthus .
cerifera) antisyphilitica) annuus) miodnych
yp (Apis mellifera)
761ty do ciemnobrazow biaty do
Barwa szarego/ do i azowy jasnozotty jasnozotty ciemnobrazowe
0 jasnozobltego
czarnego go
Temperatura 82,5-83 68,5-72,5 71-82 72-77 62-65
topnienia [°C]
Liczba
kwasowa 2-4 12-22 12-14 4-6 17-24
[mg KOH/g]
Estry woskowe 84-85% 27-35% 92-97% 97-100% 50-72%
y C56-C60 C39, C41 C44-C64 C38-C54 C34-C54
Weglowodory 1,5-3% 50-65% Sladowe Sladowe 13-18%
(n-alkany) C32 C26-C33 C22-C33
Wolne alkohole 2-3% 0 . : 0-1%
tluszezowe C28-C32 10-15% Sladowe Sladowe C28-C35
Wolne kwasy 3-3,5% 7-10% 0-2% 0-1% 10-15%
tluszczowe C24-C30 C30 C22, C30 C20, C22 C24-C32
Zywice i inne 6,5-10% sladowe 3-8% 0-3% 5-6%

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie [Blake i wsp. 2014, Fratini i wsp. 2016, Tinto i wsp. 2017,
Aranda-Ledesma i wsp. 2022].

Trawienie oleozeli

Projektowanie nowych uktadow lipidowych, ktore miatyby sta¢ sie sktadnikami

zywno$ci, wymaga zrozumienia mechanizméw ich trawienia w przewodzie

pokarmowym czlowieka [Golding 1 Wooster 2010]. Wraz z pomystem zastosowania
oleozeli w zywnos$ci zrodzily si¢ liczne pytania dotyczace trawienia substancji
strukturyzujacych w  organizmie ludzkim. Uzyskanie odpowiedzi wymaga
wielokierunkowego podejscia gléwnie ze wzgledu na heterogeniczny sktad chemiczny

woskow. Zgodnie z literaturg przedmiotu estry woskowe podczas trawienia pozostajg
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praktycznie nienaruszone i s3 wydalane glownie z katem, gdyz w organizmie ludzkim
brakuje soli zo6tciowych (wystepujacych u ryb i ptakow), ktére moglyby je hydrolizowaé
[Hargrove i wsp. 2004]. Badania in vivo wykazaly, ze metabolizm i wchtanianie alkanow
(weglowodoréw) nastgpuje u mniej niz 25% szczurdw, przy czym powstate z nich
kwasne zwiazki sa wydalane z moczem. Z kolei przyswajalno$¢ wolnych alkoholi i KT
zmniejsza si¢ w miar¢ zwigkszania dlugosci tancuchow weglowodorowych
[Limpimwong i wsp. 2017].

Wykazano, ze podczas trawienia olej jest uwalniany ze struktury oleozelowej
1 w postaci miceli rozprzestrzenia si¢ w srodowisku fizjologicznym [Puscas 1 wsp. 2020].
Niemniej jednak lipazy maja mniejszy dostgp do czasteczek lipidow zamknigtych
w strukturze utworzonej z czynnika strukturyzujacego. W zwigzku z tym ich strawnos¢
moze by¢ ograniczona i/lub opdzniona, w poréwnaniu do oleju niepoddanego
strukturyzacji [Martins i wsp. 2020]. Dodatkowo zwigkszenie masy czasteczkowe;j
substancji strukturyzujgcej i twardosci oleozelu moze doprowadzi¢ do mniejszego
stopnia rozpadu lipidéw w uktadzie pokarmowym [Okuro 1 wsp. 2020]. Stwierdzono, ze
spowolnienie lipolizy w jelitach moze by¢ pomocne w walce z otytoscig [Puscas i wsp.
2020]. Guo i wsp. [2019] wykazali, ze trawienie strukturyzowanego oleju sojowego
(£ 1% m/m wosku z otrgbow ryzowych), stanowigcego fazg rozproszong emulsji O/W,
przebiegato znacznie wolniej, w poréwnaniu do niestrukturyzowanego oleju sojowego.
Krople oleju zostaty unieruchomione, co przetozyto si¢ na wigksza stabilnos¢ fizyczng
emulsji. Jednakze zwigkszenie st¢zenia wosku do 4% m/m przyczynito si¢ do powstania
wiekszych krysztalow, ktore zwiekszyly podatnos¢ emulsji na koalescencje,
przyspieszajac destabilizacj¢. Efektem tego byla wigksza intensywnos¢ lipolizy.

Opodznienie procesu trawienia lipidow wykorzystywane jest glownie do
kontrolowanego uwalniania zwigzkow bioaktywnych badz substancji leczniczych
w farmakologii [Scharfe i Floter 2020]. W zwigzku z tym pojawily si¢ badania nad
biodostepnoscia sktadnikow biologicznie czynnych z oleozeli — karotenu [Martins i wsp.
2017], steroli [Dong i wsp. 2020], oryzanolu [Matheson i wsp. 2018] czy kurkuminy
[Rafiee 1 wsp. 2019]. Oleozelacja przyczynila si¢ do ich zwigkszonego uwalniania
podczas trawienia jelitowego w warunkach in vitro [Okuro i wsp. 2020]. Pomimo tego
potencjal wykorzystania jadalnych oleozeli lub uktadéw na bazie oleozeli, w celu

dostarczenia substancji bioaktywnych, pozostaje w wigkszosci niezbadany.
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Stabilnos¢ oksydacyjna oleoZeli

Innym waznym obszarem badan jest wplyw strukturyzowania olejéw na ich
przemiany oksydacyjne. Liu i wsp. [2020] wykazali, ze strukturyzowanie oleju rybiego
woskiem z sorgo (2-10% m/m) przyczynito si¢ do ograniczenia utleniania oleju
przetrzymywanego w temperaturze 50°C. Najwigkszg stabilno$cig oksydacyjng
charakteryzowat si¢ oleozel o najwigkszej twardosci (tj. z najwigkszym udziatem wosku),
w ktoérym dyfuzja tlenu w glab matrycy zostala w najwiekszym stopniu ograniczona.
Hwang i wsp. [2018] badali zmiany oksydacyjne oleju rybiego strukturyzowanego za
pomoca roznych woskow (pszczelego, stonecznikowego, ryzowego, kandelila) na
poziomie 3% m/m. Najlepszy efekt ochronny uzyskano w przypadku oleozelu z woskiem
kandelila. Najmniej skuteczng ochrong oleju rybiego przed utlenianiem w temperaturze
50°C bylto zastosowanie wosku pszczelego jako substancji strukturyzujacej. Ponadto na
przyktadzie oleozelu z roznym stezeniem wosku stonecznikowego wykazano, ze zbyt
duzy udzial wosku moze powodowac przeciwne rezultaty, wykazujagc wiasciwosci
proutleniajace. Dlatego konieczna jest optymalizacja stezenia konkretnego wosku
stosowanego do zelowania olejow. Z kolei Ogiitcii i Yilmaz [2014] nie wykazali istotnych
zmian w pierwotnym stopniu utlenienia oleozeli, na bazie oleju z orzechéw laskowych
z woskiem stonecznikowym lub woskiem karnauba w ilosci 3%, 7%, 10% m/m,
przechowywanych w temperaturze 20°C przez 30 dni. Wedlug autorow bylo to
spowodowane glownie wysoka zawartoscig kwasu oleinowego w oleju z orzechow
laskowych. Barroso i wsp. [2020] wykazali, ze strukturyzowanie oleju Inianego
tloczonego na zimno, za pomoca 10% m/m wosku jagodowego, wosku stonecznikowego
lub monoacylogliceroli, nie byto wystarczajace do ochrony wigzan nienasyconych przed
utlenianiem w czasie przechowywania w temperaturze 25°C przez 30 dni.

Wedtlug Mert i Demirkesen [2016] oraz Zetzl i Marangoni [2014] oleozele moga
zastepowaé thuszcze state o wysokiej zawartosci SFA (np. olej palmowy, thuszcz
kokosowy, tluszcze zwierzece) i/lub TFA (np. tluszcze czg$ciowo uwodornione).
Oleozele to uktady wciaz poznawane przez srodowisko naukowo-badawcze, szczegdlnie
pod katem ich zastosowania w produkcji zywnosci. W zwigzku z tym pojawia si¢ coraz
wiecej dowodow na korzysci technologiczne wynikajace ze stosowania oleozeli
w projektowaniu produktow spozywczych, m.in. produktéw piekarskich i cukierniczych
[Demirkesen i Mert 2020], thuszczéw do smarowania [Palla i wsp. 2017, da Silva i wsp.
2018], lodow [Moriano i Alamprese 2017], wyrobow czekoladowych [Patel i wsp. 2014]
czy produktéw miesnych [Zetzl i wsp. 2012, Gomez-Estaca i wsp. 2019].
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1.2. Emulsje typu olej w wodzie

Lipidy stanowig wazny sktadnik emulsji spozywczych. Emulsje to doskonate
matryce zarowno W badaniach laboratoryjnych, jak i w projektowaniu zywnos$ci. Emulsje
typu O/W sg definiowane jako uktady dwoch niemieszajgcych sie cieczy, powstajace
w wyniku zdyspergowania fazy hydrofobowej (lipidowej) w fazie hydrofilowej (wodnej),
w obecnosci emulgatora [Leal-Calderon 2012]. Z termodynamicznego punktu widzenia
emulsje O/W sa uktadami nietrwatymi z powodu niekompatybilnosci na styku faz
hydrofobowej i hydrofilowej [McClements 2015]. Uktad dazy do uzyskania rownowagi
poprzez obnizenie napi¢cia miedzyfazowego, dlatego dwie niemieszajace si¢ fazy
catkowicie si¢ rozdzielaja. Mozliwe jest jednak otrzymanie emulsji kinetycznie stabilne;j
(metastabilnej) [Meybodi i wsp. 2014]. Podstawowym sposobem na obnizenie napig¢cia
migdzyfazowego (bez ztamania emulsji) jest zastosowanie odpowiedniego rodzaju
1 stezenia emulgatora. W przypadku emulsji O/W stosuje si¢ emulgatory o wysokiej
warto$ci wspotczynnika rownowagi hydrofilowo-lipofilowej (HLB). Czgsto sa to zwiazki
wystepujace naturalnie, do ktérych nalezg biopolimery (np. biatka), fosfolipidy (np.
lecytyny), biosurfaktanty (np. saponiny) oraz czastki koloidalne (np. polisacharydy).
Dobry emulgator powinien spetnia¢ wymagania stawiane mu zarowno w zakresie
tworzenia emulsji (szybka adsorpcja, obnizenie napigcia miedzyfazowego i utatwienie
redukcji rozmiarow czastek lipidowych), jak i jej stabilizowania (generowanie silnych sit
odpychania, oporno$¢ na tworzenie warstwy pomiedzy otoczkami czastek lipidowych

| zapobieganie agregacji czastek) [McClements i Gumus 2016].

1.2.1. Mechanizmy destabilizacji emulsji typu O/W

Trwatos¢ emulsji zalezy od rodzaju i stgzenia emulgatora, obecnosci stabilizatorow,
rodzaju i udziatu fazy lipidowej, metody i parametrow homogenizacji czy warunkéw
przechowywania. Czynniki te decyduja o wielkoSci 1 rozkladzie wielkosci czastek
rozproszonych, lepkosci, wystgpowaniu i szybkosci mechanizméw destabilizacji (rys. 5)
[Zychowski i wsp. 2018]. Ze wzgledu na charakter zachodzacych zjawisk
fizykochemicznych mozna wyrézni¢ dwa typy destabilizacji emulsji: odwracalne
($mietankowanie, sedymentacja) oraz nieodwracalne (flokulacja, koalescencja,
dojrzewanie Ostwalda, inwersja faz) [Dickinson 2012]. Zazwyczaj doktadne
wymieszanie emulsji, w ktérej postepowaly wylacznie sedymentacja i/lub

$mietankowanie, pozwala na przywrocenie stanu sprzed destabilizacji [Kowalska
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i Zbikowska 2013]. W praktyce rézne zjawiska (odwracalne i nieodwracalne)
destabilizacji emulsji wystepuja jednoczesnie [Saad 1 wsp. 2019].

Sedymentacja i $mietankowanie (flotacja) to mechanizmy separacji grawitacyjnej,
spowodowanej roznicg gestosci pomigdzy Czastkami fazy wodnej i czastkami fazy
lipidowej. Sedymentacja polega na opadaniu czastek o wigkszej gestosci, zas
smietankowanie (flotacja) na unoszeniu czastek o mniejszej gestosci. Mechanizmy te
opierajg si¢ na migracji czastek w uktadzie dyspersyjnym, nie powodujgc zmian W ich
wielkosci [Saad i wsp. 2019]. Flokulacja polega na lgczeniu si¢ czastek lipidowych
w agregaty (zwane ,klaczkami”) bez przerwania cigglosci warstwy migdzyfazowej.
Zachodzi pod wptywem sity grawitacji, sity odsrodkowej, ruchéw Browna, a takze gdy
energia odpychania czasteczek jest mniejsza niz energia oddziatywan sit van der Waalsa.
Flokulacja sprzyja koalescencji, czyli zjawisku laczenia dwoéch lub wigcej czastek
lipidowych w wigksze czastki pod wptywem ruchow Browna. Ponadto §mietankowanie
i/lub sedymentacja przebiegaja znacznie szybciej, gdy czastki rozproszone emulsji ulegly
koalescencji [Maphosa i Jideani 2018]. Podatnos$¢ czastek rozproszonych na koalescencje
zalezy od charakteru wzajemnych oddziatywan (tj. grawitacyjnych, koloidalnych,
hydrodynamicznych i mechanicznych) oraz oporno$ci warstwy miedzyfazowej na
peknigcie. Koalescencja catkowita to taczenie wszystkich czastek lipidowych w jedna
warstwe. Dojrzewanie Ostwalda rowniez polega na tworzeniu wigkszych czastek
lipidowych z czastek mniejszych, lecz wynika z roznic w rozpuszczalnosci fazy
rozproszonej w fazie ciaglej (rdznicy cis$nienia wewnatrz mniejszych i wiekszych
czastek). W emulsji zawierajacej faze lipidowa o bardzo niskiej rozpuszczalnosci w fazie
wodnej, dojrzewanie Ostwalda praktycznie nie wystepuje. W przypadku stosunkowo
duzej rozpuszczalno$ci czastek lipidowych w fazie wodnej, np. niektoérych aromatow czy
olejkéw eterycznych, emulsja jest niestabilna (intensywne Dojrzewanie Ostwalda)
[Piorkowski i McClements 2014, Costa i wsp. 2019].

Ponadto koalescencja sprzyja inwersji (odwroceniu faz), czyli przeksztalceniu
emulsji O/W w emulsje W/O lub odwrotnie. Moze nastagpi¢ w wyniku zmian sktadu
emulsji (np. odparowanie wody, dodatek emulgatora i/lub elektrolitu), a takze zmian
temperatury czy intensywnego mieszania. Typowym przykltadem jest mechaniczne
ubijanie schtodzonej $mietanki (emulsji O/W), w celu otrzymania masta (emulsji W/O)
[Panchal i wsp. 2021]. Hayati i wsp. [2009] wykazali, ze inwersje faz
w emulsji O/W (70/30 m/m) moze spowodowaé wielokrotne powtarzanie cyklu

chtodzenie-ogrzewanie.

33



czastki fazy lipidowej j " ]
i hevodie
czastki fazy wodnej )Q
czasteczki zwiazkow o~ r
hydrofilowych N
’ ’] J D 144 0404 0N
e S L LA
J 4 N 3=
d 9 J s Sy
3 ] St A NG
4 2 VA o ;
4 3 _,) Jye \J ) -
Id I ’ o
Sty 5 )
A R AT R
PIW (e 4
)I It A SIS o O TS
&= SR RSSO 2 s
Sedymentacja Smietankowanie
(flotacja)

T

Separacja grawitacyjna

1.2.2. Determinanty stabilnoSci fizycznej emulsji typu O/W
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Rys. 5. Mechanizmy destabilizacji emulsji O/W
Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie [Piorkowski i McClements 2014, Costa i wsp. 2019, Saad i wsp.

2019].
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sktadem ilosciowym

I jakosciowym, m.in. udziatem objetosciowym fazy lipidowej [Chung i wsp. 2016],
sktadem chemicznym lipidow [Hayati i wsp. 2009, Leal-Calderon 2012], rodzajem
i stezeniem emulgatora [McClements 2015] oraz substancjami zageszczajacymi
[Kowalska i wsp. 2020]. Ponadto stopien i szybko$¢ destabilizacji emulsji determinuja
warunki ich otrzymywania [Zychowski i wsp. 2018], przetwarzania i przechowywania
[Munk i Andersen 2015, McClements i Gumus 2016].

Wiasciwosci fizykochemiczne 1 organoleptyczne produktéw zywnoSciowych,

bedacych emulsjami O/W (np. majonezy, dressingi, sosy, mleko, $mietany/ki, jogurty,

napoje, desery), w duzej mierze zalezg od charakterystyki lipidow, ktore wchodzg w ich

sktad [Leal-Calderon 2012]. Wtasciwosci czastek lipidowych (np. wielkos¢, stezenie,

tadunek, wtasciwosci miedzyfazowe oraz interakcje) determinujg stabilno$¢ fizyczng

produktéw 1 percepcje sensoryczng zwigzang z ich spozywaniem. Wraz ze zwigkszaniem

udziatu fazy lipidowej w emulsji nastepuje zwickszenie jej lepkosci wzglednej (rys. 6a),

za$ zwykle po przekroczeniu stezenia 50-60% emulsja zachowuje si¢ jak lepko-sprezyste
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lub plastyczne cialo state [Chung i wsp. 2016]. Szybkos¢ destabilizacji emulsji O/W,
poprzez $mietankowanie, zwicksza si¢ wraz ze zmniejszeniem zawartosci tluszczu
(rys. 6b), co moze wynika¢ z ostabienia interakcji czastka—czastka, ktore zwykle
ograniczajg ruch czastek lipidowych w uktadach skoncentrowanych [McClements 2015].
W celu poprawy stabilnosci fizycznej emulsji (spowolnienia $mietankowania)
0 obnizonej zawartosci thuszczu stosuje si¢ dodatek srodkoéw zaggszczajacych lub
zelujacych do fazy wodnej, redukcje wielkosci czgstek zdyspergowanych, inicjowanie
tworzenia agregatow czastek lipidowych w trojwymiarowa sie¢ obejmujacg caty uktad,
a takze zmniejszenie réznicy lepkosci pomiedzy faza hydrofilowa i faza hydrofobowa,
np. przez uzycie czg¢sciowo skrystalizowanych lipidow [Chung i wsp. 2016]. Wedtug Qiu
i wsp. [2015] oraz Kowalskiej i wsp. [2020] mozliwe jest zastosowanie hydrokoloidéw
jako stabilizatorow powoduje zwigkszenie lepkosci emulsji i ograniczenie zjawisk
niestabilnosci. Scott i wsp. [2003] wykazali, ze na te zjawiska wpltywa rowniez
temperatura topnienia lipidéw. Emulsja ze $redniotopliwa frakcja thuszczu mlecznego
miata znaczaco wigksza lepkos¢ i trwato$¢ w czasie przechowywania niz emulsja

z frakcja niskotopliwa.

40 1.0
0.8 4

0.6 4

Wigledna lepkosé [-]

20 4

04

10
0.2 4

Wagledna predkosé Smietankowanka [-]

0,0 +-

Stezenle czqstek pidowych [%)] Stezenie czgstek pidowych [%)

a) b)
Rys. 6. Zmiany wzglednej lepkosci (a) oraz wzglednej predkosci $mietankowania (b)
w funkcji stezenia czastek lipidowych w emulsji O/W
Objasnienia: wzgledna lepko$¢ — stosunek lepkosci emulsji typu O/W do lepkosci cieczy wzorcowej
(wody) [-], wzgledna predkos$¢ $mietankowania — stosunek predkosci §mietankowania w emulsji typu O/W
do predkosci $mietankowania w cieczy wzorcowej (wodzie) [-];
Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie McClements [2015] i Chung i wsp. [2016].

Zmienne warunki temperaturowe wywieraja wplyw na zawarto$§¢ fazy stalej

w lipidach, a tym samym na stabilno$¢ fizyczna emulsji thuszczowych. Im wigksza
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zawarto$¢ krysztalow thuszczowych w czastkach rozproszonych (szczegoélnie na granicy
faz lipidowej i wodnej), tym wigksza sktonnos$¢ uktadu do czgsciowej koalescencji
(taczenia mniejszych czastek lipidowych w wigksze). Jednakze jednocze$nie zwicksza
si¢ zdolnos¢ uktadu do tworzenia sieci wewnatrz czastek rozproszonych, ktore stabilizujg
poszczegbdlne ksztalty potaczonych czastek, zapobiegajac calkowitej koalescencji
(wydzieleniu fazy lipidowej z emulsji) [Munk i Andersen 2015]. Wedlug Hayati i wsp.
[2009] czesciowe zastgpienie oleju sojowego oleing z ziaren palmowych w emulsjach
O/W (70/30), stabilizowanych zottkiem jaja kurzego, moze zwigkszy¢ stabilno$é
fizyczng swiezego uktadu. Jednakze faza rozproszona emulsji z oleing palmowg zawiera
wigcej nasyconych KT, w porownaniu do emulsji na bazie oleju sojowego. Dlatego
w czasie przechowywania emulsji na bazie oleiny w warunkach chtodniczych powstaja
krysztaly o nieregularnym ksztalcie (szczegdlnie na powierzchni czastek
zdyspergowanych) i1 nastgpuje czgSciowa koalescencja. Ponowne ogrzanie ukladu
powoduje topnienie sieci krystalicznej i laczenie kropli, prowadzac do calkowitej
koalescenciji.

Na uzyskanie mozliwie najwigkszej stabilnosci emulsji, bez niepozadanych zmian
w ich sktadzie chemicznym, znaczacy wptyw ma optymalizacja parametrow procesu
homogenizacji [Kaltsa i wsp. 2014]. Wielkos¢ i rozktad wielkosci czastek lipidowych
rozproszonych w emulsji zalezy od metody i warunkéw homogenizacji. Redukcje
wielko$ci  czgstek lipidow mozna uzyska¢ stosujac metody: mechaniczng,
wysokoci$nieniowa, membranows i ultradzwiekowa [Zychowski i wsp. 2018]. Zwigksza
si¢ zainteresowanie przemyshu spozywczego technologia ultradzwigkowa, uznawang za
technik¢ przyjazng srodowisku. Za redukowanie rozmiaréw czastek fazy rozproszonej
podczas homogenizacji ultradzwickowej (sonikacji) odpowiedzialne jest zjawisko
kawitacji. Polega ono na lokalnych, gwattownych zwigkszeniach i zmniejszeniach
warto$ci ci$nienia, zwigzanych z turbulentnymi implozjami pgcherzykow, ktore generuja
intensywne sity $cinajace 1 ,,rozrywanie” czastek lipidowych. Sonikacja o duzej mocy
i niskiej czgstotliwosci pozwala uzyskac lepsze efekty homogenizacji w przygotowaniu
emulsji O/W, w poréwnaniu do tradycyjnej metody mechanicznej. Wskazuje si¢ liczne
zalety homogenizatorow ultradzwickowych, takie jak: niskie koszty eksploatacji
I konserwacji, tatwos¢ czyszczenia, przydatnos¢ do niekonwencjonalnego utrwalania
produktow [Abdullah i wsp. 2018]. Zdaniem Al-Hilphy i wsp. [2016] stosowanie

technologii ultradzwigkowej w zaktadach przemystu spozywczego (np. w mleczarstwie)
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moze przyczyni¢ si¢ do istotnego zmniejszenia zuzycia energii i generowac korzysci
ekonomiczne.

Srednia wielko$¢ czastek lipidowych zazwyczaj zmniejsza si¢ wraz ze zwiekszaniem
ci$nienia homogenizacji, jednak na parametr ten w duzej mierze wptywa réwniez rodzaj
i stezenie emulgatora [McClements 2015]. Jezeli emulgator wystgpuje w nadmiarze,
srednia wielkos$¢ czastek zdyspergowanych maleje logarytmicznie w funkcji rosnacego
ci$nienia homogenizacji, do momentu osiggni¢cia najmniejszych mozliwych rozmiarow
czastek. W emulsjach typu O/W zdolno$¢ do zmniejszania rozmiarow czastek
rozproszonych zwigksza si¢ Wraz ze zmniejszeniem napigcia miedzyfazowego i stosunku
lepkosci fazy rozproszonej do lepkosci fazy ciaglej [McClements i Gumus 2016].
W przypadku gdy emulgator wystepuje w ograniczonej ilo$ci, rozmiary czastek
zmniejszajg si¢ wraz ze zwigkszaniem ci$nienia podczas homogenizacji do catkowitego
wykorzystania emulgatora. Dalsze ,,rozrywanie” czastek lipidowych pod wpltywem
cisnienia jest mozliwe, lecz szybko tacza si¢ one ze soba, gdyz brakuje emulgatora, ktory
utworzytby warstwe wokot kazdej czastki lipidowej [Tcholakova i wsp. 2006]. Ponadto
niektdre naturalne emulgatory (np. biatka, polisacharydy) moga by¢ wrazliwe na tzw.
nadmierne przetwarzanie. Kontynuowanie homogenizacji po osiggnieciu mozliwie
najmniejszych rozmiarow czastek lipidowych moze generowaé znaczne zwickszenie
temperatury, prowadzacej do depolimeryzacji lub rozwinigcia ‘lancuchow
biopolimerowych czy odwodnienia czgéci hydrofilowej emulgatora (np. niektorych
biatek 1 polisacharydéw). Konsekwencja tych zmian jest zmniejszenie st¢zenia
emulgatora 1 tgczenie czastek lipidowych (koalescencja). Dlatego konieczne jest
dostosowanie warunkow homogenizacji do rodzaju stosowanego emulgatora [Jafari
i wsp. 2008, McClements i Gumus 2016].

1.2.3. Determinanty stabilnos$ci oksydacyjnej emulsji typu O/W

Meybodi i wsp. [2014] podkreslaja, ze na stabilnos¢ emulsji sktadajg sie¢ zarowno
zmiany fizyczne, jak i chemiczne. Wysoki stopien oksydacji lipidow w emulsji moze
zmniejsza¢ jej oporno$¢ fizyczng na destabilizacje, z kolei mata stabilnos¢ fizyczna
emulsji moze obnizy¢ stabilno$¢ oksydacyjng jej fazy lipidowej. Utlenianie lipidow
zdyspergowanych w fazie wodnej rdzni si¢ od utleniania samych lipidow. Ze wzgledu na
rézne czynniki proutleniajace, ktdre moga wystepowac w fazie ciaglej (w wigkszej ilosci
niz w powietrzu), przemiany oksydacyjne fazy lipidowej przewaznie przebiegaja szybciej

[Lee 1 Choi 2020]. Na procesy te wplywaja rowniez wtasciwosci emulsji, m.in. rodzaj
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1 stezenie emulgatora, rozktad i wielkos$¢ czastek fazy wewnetrznej (lipidowej), lepkosé¢
makroskopowa emulsji. Przyktadowo, wigksza lepko$¢ emulsji opdznia dyfuzje tlenu
1 innych prooksydantéw do fazy rozproszonej [Ye 1 wsp. 2013].

Przebieg utleniania lipidéw rézni si¢ w zaleznos$ci od formy ich wystepowania, np.
w formie zemulgowanej (ukladzie niejednorodnym) i niezemulgowanej (ukladzie
jednorodnym). Stabilno$¢ oksydacyjna emulsji typu O/W jest wypadkowa
charakterystyki trzech obszarow wukladu: fazy lipidowej (wewnatrz czastek
rozproszonych), warstwy mie¢dzyfazowej (powierzchni pomiedzy faza lipidowa i1 fazg
wodng) 1 fazy wodnej (otaczajacej czastki lipidowe). R6zne substancje rozpuszczone
w fazie lipidowej badz w fazie wodnej moga dziata¢ proutleniajgco lub
przeciwutleniajaco [Sun 1 wsp. 2011]. Sktad 1 wlasciwosci warstwy miedzyfazowej sa
ztozone i dynamiczne, dlatego moga mie¢ duzy wplyw na utlenianie lipidow. Przemiany
oksydacyjne zaleza od tadunku elektrycznego na powierzchni rozproszonych czastek
lipidowych, co z kolei jest uwarunkowane rodzajem zastosowanego emulgatora
(kationowego, anionowego lub oboje¢tnego). Wykazano, ze anionowy charakter
emulgatora sprzyja adsorpcji kationéw metali znajdujacych si¢ w fazie wodnej, co
zwicksza intensywno$¢ samoutleniania lipidéw. Biatka zmieniajg tadunek elektryczny
pod wptywem pH — przy pH powyzej punktu izoelektrycznego (pl) na anionowy, a przy
pH ponizej pl na kationowy. W zwigzku z tym poziom utlenienia lipidow w emulsji
stabilizowanej biatkiem przy pH rownym 3,0 moze by¢ nizszy niz w przypadku czastek
lipidow w emulsji stabilizowanej biatkami przy pH réwnym 7,0 [Genot i wsp. 2013,
Miyashita 1 Hosokawa 2013]. Ladunek elektryczny na powierzchni czastek
rozproszonych ma réwniez wptyw na aktywnos¢ 1 lokalizacje przeciwutleniaczy, poprzez
ich przycigganie badz odpychanie elektrostatyczne. Przeciwutleniacze o tadunku
ujemnym beda elektrostatycznie przyciagane przez czastki lipidowe natadowane
dodatnio oraz w duzej iloSci adsorbowane na powierzchni czgstek rozproszonych,
zwigkszajagc ochrone lipidow przed utlenianiem. Ponadto szybko$¢ utleniania
1 intensywno$¢ interakcji pomi¢dzy nadtlenkami w fazie lipidowej 1 metalami w fazie
wodnej moze zosta¢ zredukowana w przypadku grubszej warstwy miedzyfazowe;j (,,efekt
bariery”). Kolejnym czynnikiem determinujgcym stabilno$¢ oksydacyjng lipidow jest
przepuszczalno$¢ warstwy miedzyfazowej. Emulgatory moga tworzy¢ porowatg warstwe
migdzyfazowa, przez ktora z tatwoscia dyfunduja rodniki, tlen czy prooksydanty.
Sposobem na ograniczenie tego zjawiska jest uszczelnienie powierzchni na granicy styku

faza wodna—faza lipidowa [Sun i wsp. 2011, Chen i wsp. 2013]. Czasteczki biatka (jako
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emulgatora) adsorbuja na powierzchni czastek rozproszonych do momentu nasycenia, zas
ich nadmiar pozostaje w fazie wodnej emulsji. Anionowy charakter molekut biatka, w pH
wyzszym od pl, sprzyja wigzaniu kationéw metali, co sprawia, ze biatka te moga
wykazywa¢ wlasciwosci przeciwutleniajgce. Biatka serwatkowe, sojowe, kazeina czy
p-laktoglobulina moga hamowa¢ utlenianie lipidow w emulsjach O/W za pomoca
réoznych mechanizméw [Elias 1 wsp. 2008]. Obecno$¢ chelatoréw metali/zmiataczy
rodnikow w fazie wodnej i/lub w warstwie mig¢dzyfazowej skutecznie opoOznia
autooksydacje lipidow. W wyniku zmniejszenia wielkos$ci czastek rozproszonych
nastepuje zwigkszenie catkowitej powierzchni migdzyfazowej, co sprzyja adsorpcji
wigkszej ilosci prooksydantow [Genot i wsp. 2013].

Zauwazono, ze sam proces homogenizacji moze miec¢ istotne znaczenie dla reakcji
utleniania lipidow w wytwarzanych emulsjach, poniewaz jego przebieg wptywa na
stopien zredukowania rozmiarow czastek lipidowych i konsystencj¢ uktadu [Genot i wsp.
2013]. Wedtug Pernin i wsp. [2019] lepko$¢ fazy wodnej istotnie wptywa na utlenianie
oleju rybiego w emulsji O/W (30/70). Autorzy wykazali, ze emulsje z dodatkiem gumy
guar wykazywaly zarowno wicksza lepkos¢ pozorng, jak 1 mniejsze st¢zenie
wodoronadtlenkéw i aldehydow, w porownaniu do emulsji kontrolnej (bez zaggstnika).
W probcee kontrolnej nastepowata szybsza dyfuzja tlenu w gtab uktadu z przestrzeni nad
emulsjg i jego zuzycie (zmniejszenie ci$nienia czastkowego nad emulsja z okoto 21% do

okoto 5% w ciggu 2 dni).

1.3. Zywno$¢ weganska
1.3.1. Rozwdj diety weganskiej

Produkcja zywnosci pochodzenia zwierzgcego wywiera duzy wptyw na srodowisko.
Nawet najbardziej nieefektywna produkcja Zywnosci pochodzenia roslinnego (np.
owocow, warzyw, roslin stragczkowych, zbdz) zazwyczaj wywoluje mniejszy wptyw
srodowiskowy niz produkcja zywnos$ci odzwierzecej (niezaleznie od jej wydajnosci)
[Aschemann-Witzel i wsp. 2021]. Negatywny wptyw na s$rodowisko przejawia si¢
w globalnym ociepleniu, obnizeniu jakosci wody 1 powietrza czy utracie
biordéznorodnosci. Wséroéd gtéwnych przyczyn duzej emisji gazdéw cieplarnianych
wymienia si¢ produkcje paszy, metabolizm przezuwaczy oraz zagospodarowanie
obornika [Heller i Keoleian 2015]. Chéw zwierzat rzeznych jest zwigzany z ogromnym
zapotrzebowaniem na wysokiej jakosci paszg. Oszacowano, ze stosunek liczbowy kalorii

dostarczanych przez pasze stosowang w karmieniu zwierzat do kalorii pochodzacych ze
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spozycia migsa zwierzat, karmionych wspomniang pasza, wynosi 36:1 dla wolowiny,
11:1 dla wieprzowiny, 9:1 dla drobiu oraz 6:1 dla jaj i nabiatu [Eshel i wsp. 2014].

W ostatnich latach wzrosty roéwniez obawy konsumentow zwigzane z nadmiernym
obcigzeniem $rodowiska [Aschemann-Witzel i wsp. 2021]. Ponadto zwigkszajaca si¢
populacja ludnosci na $wiecie wymaga intensyfikacji produkcji zywno$ci, a zasoby
naturalne sg ograniczone. Wedlug FAO [2021] zaledwie w ciggu 2020 r. (w dobie
pandemii COVID-19) wskaznik czestosci wystepowania gtodu na Swiecie wzrdst z 8,4%
do 9,9% (po pieciu latach wzglgdnie statego poziomu). W odpowiedzi na globalne
problemy zrodzita si¢ koncepcja zrownowazonego rozwoju, ktérej nadrzgdnym celem
jest uzyskanie rownowagi pomiedzy rozwojem gospodarki, oczekiwaniami spotecznymi
i wymaganiami ochrony $rodowiska. Wedlug Caron i wsp. [2018] konieczna jest
kompleksowa transformacja systeméw zywno$ciowych, ktore powinny m.in. zapewniac
konsumentom dostep do zywno$ci o wysokiej wartoSci zywieniowej i zdrowotnej,
odzwierciedla¢ zrownowazong produkcje rolna, przetworstwo, dystrybucj¢ i marketing
oraz tagodzi¢ zmiany klimatu.

W krajach rozwinigtych i rozwijajacych si¢ niemalejagcym problemem (wsrod dzieci
i dorostych) jest otyto$¢, ktora sprzyja rozwojowi tzw. chordb cywilizacyjnych, takich
jak: cukrzyca typu II, choroby uktadu krazenia, choroby autoimmunologiczne,
osteoporoza, a nawet nowotwory. Do wspomnianych chorob prowadzi przede wszystkim
brak zbilansowanej diety, co ma zwiazek z niskg $wiadomos$cig zywieniowa, szybkim
tempem zycia, niskimi dochodami czy ograniczonym dostepem do korzystnych
zywieniowo produktow [Pabich i Materska 2019]. Problemy zdrowotne konsumentow
mogly znaczaco przyczyni¢ si¢ do obserwowanych zmian nawykow zywieniowych.
W ciaggu ostatnich 50 lat zwigkszyt si¢ odsetek 0sob stosujacych diete wegetarianska.
Wyrodznia si¢ nastgpujace rodzaje wegetarianizmu [Brytek-Matera 2021]:

e frutarianizm — obejmuje $wieze i suszone owoce, ewentualnie orzechy, nasiona

i niektore warzywa, za$ wyklucza wszystkie produkty odzwierzece;
¢ lakto-owo-wegetarianizm — obejmuje produkty mleczne i jaja (pochodzace z chowu

w warunkach tzw. wolnego wybiegu), zas wyklucza produkty miesne;

e lakto-wegetarianizm — obejmuje produkty mleczne, za$ wyklucza produkty migsne
oraz jaja i produkty pochodne;
e Owo-wegetarianizm — obejmuje jaja i produkty pochodne, za$ wyklucza produkty

mleczne 1 produkty migsne;
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e peska-wegetarianizm — obejmuje ryby (i inne owoce morza), dopuszcza produkty
mleczne, jaja i produkty pochodne, zas wyklucza produkty miesne;

e weganizm — wyklucza wszelkg zywno$¢ pochodzenia zwierzecego (produkty
migsne, mleczne, jaja, miod itd.).

Wykazano $cista zaleznos¢ pomiedzy dietg i sktadem mikrobioty jelitowej. Weganie
posiadajg wyraznie odmienng mikroflore jelitowa, w poréwnaniu do mikroflory jelitowej
0s0b stosujacych diete tradycyjng. Badania wykazaty, ze profil jelitowy wegan moze by¢
bardziej korzystny, m.in. ze wzgledu na zmniejszong liczebnos$¢ bakterii prozapalnych
(w tym z rodziny Enterobacteriaceae), zwigkszong liczebno$¢ szczepow ochronnych (np.
z gatunku Faecalibacterium prausnitzii) czy brak mikroflory przeksztalcajacej
L-karnityng w tlenek N-trietyloaminy o dziataniu promiazdzycowym [Glick-Bauer i Yeh
2014]. Przeprowadzona przez Dinu i wsp. [2017] metaanaliza wynikow badan
klinicznych wykazata, ze stosowanie diety weganskiej zmniejsza ryzyko
zachorowalnosci na raka 0 okoto 15%. Wedtug Marrone i wsp. [2021] osoby stosujace
diet¢ weganska majg zwykle nizszy wskaznik masy ciata (BMI), obnizony poziom
cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL (lipoprotein o niskiej gestosci),
trojglicerydow i glukozy we krwi, w poréwnaniu do osoéb na diecie tradycyjnej. Dieta
weganska dostarcza duze ilosci weglowodandéw, KT w-6, btonnika pokarmowego,
karotenoidow, kwasu foliowego, witaminy C, E oraz magnezu. Jednakze gtownym
problemem zywieniowym zwigzanym z jej stosowaniem jest ryzyko niedobordéw: biatek,
KT w-3, witaminy B12 i D, zelaza, cynku, jodu i wapnia. Dlatego taka dieta powinna by¢
dobrze zaplanowana i nadzorowana. Jezeli stosowana dicta weganska jest uboga
w surowce o duzej zawartosci KT w-3 (np. siemi¢ Iniane/olej Iniany), to kwasy te
powinny by¢ suplementowane [Burns-Whitmore i wsp. 2021]. Craig [2009] stwierdzit,
ze skuteczng strategia w zapewnieniu odpowiedniego poziomu KT -3 w diecie jest
spozywanie produktéw wzbogaconych, takich jak napdj sojowy czy batony zbozowe.

W zwigzku z powyzszym duzym wyzwaniem dla producentow Zywnosci
I naukowcOw jest poszukiwanie alternatywnych zrodet sktadnikow pokarmowych
I ochrona srodowiska naturalnego. W centrum zainteresowan znalazly si¢ glownie
sktadniki pochodzenia roslinnego, w tym bialka [Bueschke 1 wsp. 2017]. Szerokie
zastosowanie w branzy spozywczej znajduja biatka pozyskiwane z ro$lin straczkowych
(m.in. grochu, tubinu, soi, fasoli, ciecierzycy), zboz (m.in. kukurydzy, owsa) i ro$lin
oleistych (m.in. rzepaku, stonecznika, konopii siewnej). Najwyzszym wspotczynnikiem

strawnosci charakteryzuje biatko pozyskiwane z soi (0,9-1,0) i rzepaku (1,0). Dla
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poréwnania wskaznik ten dla biatka kukurydzy, stonecznika i konopi wynosi

odpowiednio 0,42, 0,6 i 0,66 [Schweiggert-Weisz i wsp. 2020].

1.3.2. Roslinne alternatywy dla produktow mlecznych

Zwigkszenie zapotrzebowania na produkty alternatywne dla produktéw mlecznych
podyktowany jest rosngcg skalg problemow zdrowotnych, zwigzanych z alergiami,
nietolerancjami pokarmowymi na sktadniki mleka (jak biatka czy laktoze), podaza
cholesterolu w diecie oraz z kwestiami $rodowiskowymi [Haas i wsp. 2019].
Zaobserwowano sukcesywny rozwdj $wiatowego rynku analogow mleka i jego
produktow. Najbardziej znanymi produktami tego typu sa analogi: sera, mleka
fermentowanego, masta czy deserow mlecznych [Sotowiej i Nastaj 2015]. Rynek
ro$linnych napojow mlekopodobnych (gldwnie na bazie soi, migdatow, owsa, ryzu,
kokosa lub orzechow) byt jeszcze niedawno rynkiem niszowym [Paul i wsp. 2020].
Obecnie roslinne analogi mleka sg najczesciej spozywanymi ro§linnymi zamiennikami
produktéw odzwierzgcych (w Stanach Zjednoczonych stanowig ponad 40% ich
sprzedazy rynkowej) [McClements i Grossmann 2021].

Napoje roslinne zawieraja mniej biatka niz mleko krowie, z wyjatkiem napoju
sojowego. W celu zrekompensowania niedoboréw sktadnikow mineralnych w diecie
roslinnej mogg by¢ one wzbogacane w zelazo, wapn [Muthukrishnan 2021], witamine D
czy Bi2. Analogi mleka krowiego moga by¢ otrzymywane na dwa sposoby: poprzez
obrobke hydrotermiczng i mechaniczng (opcjonalnie enzymatyczng) materiatu ro§linnego
badz poprzez homogenizacje oleju 1 wody, w obecnosci emulgatora (najczesciej bialtek
soi, grochu, fasoli, skrobi modyfikowanej, lecytyny sojowej lub stonecznikowej, saponin)
i substancji zageszczajacych (najczeséciej polisacharydow, takich jak: pektyna, maczka
chleba $wigtojanskiego, guma gellan, skrobia, metyloceluloza, karagen lub alginiany)
[McClements 2020].

Pomimo zwigkszajacej si¢ roznorodnosci asortymentu w tym segmencie, wciaz
dominuja produkty na bazie soi [Zhu i wsp. 2020, Grossmann i McClements 2021,
Kamath i wsp. 2022]. Mlekopodobny napdj sojowy zawiera biatko na poziomie 3-4%
masowych, czyli porownywalnie do mleka krowiego, lecz z niewielkimi roéznicami
W jego strawnosci i profilu aminokwasow [Ikya i wsp. 2013]. Mlekopodobny napoj
sojowy moze zawiera¢ izoflawony (glownie daidzeine i genisteing) o wlasciwosciach
przeciwutleniajagcych [Muthukrishnan 2021]. Biatka sojowe wykazuja bardzo dobre

wlasciwosci emulgujace, co zawdzieczajg nie tylko swojej hydrofobowosci, ale roéwniez

42



elastycznosci konformacyjnej [Tang 2017]. Wtasciwosci emulgujace biatka sojowego
zostaly potwierdzone w badaniach nad otrzymywaniem m.in. majonezu
niskocholesterolowego 1 niskotluszczowego [Nikzade 1 wsp. 2012], emulsji zelowych
stabilizowanych transglutaminaza [Yang i wsp. 2013], nanoemulsji zawierajacych
substancje¢ bioaktywna w fazie olejowej [Liu i wsp. 2019], btonotworczych emulsji O/W
na bazie glicerolu [Hopkins i wsp. 2015], oleozeli na bazie emulsji stabilizowanych
k-karagenem [Tavernier i wsp. 2017] czy emulsji Pickeringa stabilizowanych
nanowldknami celulozy [Zhang 1 wsp. 2020].

Produkcja napoju sojowego obejmuje proces ekstrakcji wodnej nasion soli,
polegajacy glownie na moczeniu nasion, mieleniu mechanicznym, oddzieleniu frakcji
nierozpuszczalnej i pasteryzacji otrzymanego roztworu wodnego. Frakcja
nierozpuszczalna jest produktem ubocznym (znanym jako ,okara”), ktory po
odwodnieniu (np. suszeniu konwencjonalnym, sublimacyjnym Iub prézniowym)
1 zmieleniu moze by¢ stosowany jako pasza dla zwierzat (owiec, bydta, ryb), sktadnik
zywnos$ci (np. maki bezglutenowej, chleba, ciast, herbatnikow, makaronow, kietbas,
hamburgerow, past warzywnych lub orzechowych) albo w procesach przemystowego
wytwarzania bioetanolu, kwasu cytrynowego, srodkow owadobdjczych, synbiotycznych

nutraceutykow (zawierajacych prebiotyki i probiotyki) [Davy i Vuong 2020].
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2. Cel i zakres pracy

Na podstawie przegladu literatury oraz badan wstepnych sformutowano nastepujace
hipotezy badawcze:

1. Strukturyzowanie olejow roslinnych metoda oleozelacji umozliwia otrzymanie
uktadow lipidowych o wysokiej wartosci zywieniowej oraz charakterystyce
fizycznej co najmniej zblizonej do charakterystyki powszechnie stosowanych
lipidéw konwencjonalnych.

2. Oleozele mogag stanowi¢ zamiennik konwencjonalnych lipidow w produkcji
stabilnych emulsji spozywczych typu O/W o zwigkszonej warto$ci zywieniowe;.

3. Mozliwe jest otrzymanie weganskich produktow alternatywnych dla $mietanki,

stabilizowanej karagenem, na bazie emulsji z oleozelami.

Cel pracy:
Analiza mozliwo$ci zastgpowania, w produkcji weganskich analogéw $mietanki,
konwencjonalnych lipidow statych lipidami strukturyzowanymi na bazie olejow

ro$linnych.
Zakres pracy:

Etap I: Analiza wplywu stezenia substancji strukturyzujacej na wlasciwosci lipidow

strukturyzowanych (oleozeli).

Celem etapu | byta analiza wtasciwosci oleozeli, roznigcych si¢ stezeniem wosku
kandelila (substancji strukturyzujacej), porownanie ich z olejem palmowym, a takze
wykluczenie uktadéw wykazujacych najmniej korzystne cechy, determinujgce

przydatno$¢ oleozeli w produkcji emulsji O/W typu $mietanka.

Zakres etapu | obejmowat:

e dobor optymalnych parametréw procesu strukturyzacji lipidow,

e oszacowanie warto$ci zywieniowej oraz stabilnosci oksydacyjnej oleozeli i ich bazy
olejowej, a takze oleju palmowego, na podstawie sktadu kwasow tluszczowych
1 wartosci liczb tluszczowych,

e mikroskopowa analiz¢ morfologii krysztatéw oleozeli i oleju palmowego oraz ich
barwy (w oparciu o podstawowe parametry i wyliczone wskazniki barwy),

e analize zmian wlasciwosci mikroreologicznych lipidow podczas ich zestalania/

zelowania,
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e oceng cech reologicznych i teksturalnych oleozeli i oleju palmowego,

e analize stabilnosci fizycznej oleozeli i oleju palmowego,

e analize statystyczng uzyskanych wynikow (jednoczynnikowa analiza wariancji
ANOVA,; test korelacji Pearsona, analiza sktadowych glownych z klasyfikacjg —
PCA).

Etap I1: Analiza wptywu rodzaju fazy lipidowej na wtasciwosci emulsji typu Smietanka.

Celem etapu Il byla ocena wlasciwosci fizycznych emulsji typu $Smietanka, réznigcych
si¢ faza lipidowa (oleozele lub olej palmowy), oraz poréwnanie ich z wtasciwosciami

$mietanki wyprodukowanej w warunkach przemystowych i stabilizowanej karagenem.

Zakres etapu Il obejmowat:

e dobor optymalnych warunkow homogenizacji ultradzwickowe;j,

e ocene barwy emulsji typu $mietanka i ich fazy wodnej (napoju sojowego),

e okreslenie wlasciwosci reologicznych i1 mikroreologicznych oraz stabilnosci
fizycznej emulsji typu $mietanka,

e analize morfologii zdyspergowanych czastek lipidowych w skali mikroskopowej,

e analize zmian wilasciwosci emulsji typu $mietanka poddanych dziataniu stresu
srodowiskowego (zmian pH, sity jonowej, temperatury),

e analizg statystyczng uzyskanych wynikow (jednoczynnikowa analiza wariancji
ANOVA,; test korelacji Pearsona, analiza PCA).

Etap I11: Okreslenie zmian jakosci emulsji typu $mietanka 1 wydzielonych z nich lipidow

w czasie przechowywania.

Celem etapu 111 byta ocena wptywu czasu przechowywania na wtasciwosci emulsji typu
$mietanka i przemiany oksydacyjne zachodzace w ich frakcjach lipidowych oraz
porownanie ich z jako$cia $mietanki wyprodukowanej w warunkach przemystowych

i stabilizowanej karagenem.

Zakres etapu 111 obejmowat:

e kontrole barwy i pH emulsji w czasie przechowywania,

e okreslenie zmian wlasciwosci reologicznych i mikroreologicznych oraz stabilno$ci
fizycznej emulsji w tescie przechowalniczym,

e analiza zmian pierwotnego i wtornego stopnia utlenienia frakcji lipidowych

wydzielanych z emulsji w czasie przechowywania,
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e analizg statystyczng uzyskanych wynikow (jednoczynnikowa analiza wariancji
ANOVA,; test korelacji Pearsona, analiza PCA).

Po przeprowadzeniu wszystkich badan 1 interpretacji wynikow uzyskanych
w ramach etapow |, Il i Hll przygotowano podsumowujacg analize statystyczng (analize

PCA oraz hierarchiczng analiz¢ skupien — HCA).
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3. Material i metodyka pracy
3.1. Surowce i material do badan
Do badan wykorzystano nast¢pujagce surowce: rafinowany olej rzepakowy

Kujawski” (ZT Kruszwica, Polska), rafinowany olej Iniany (Goccia D’oro, Wiochy),

rafinowany olej palmowy (ZT Kruszwica, Polska), wosk kandelila (Koster Keunen,

Holandia), organiczny napdj sojowy UHT (goBio, UE) — 2,2% tluszczu, 3,8% bialka,

$mietanke ,,Laciata” UHT (Mlekpol, Polska) — 30% ttuszczu, 2,2% biatka, stabilizator —

karagen, masto klarowane (dalej nazywane ttuszczem mlecznym) — 99,8% ttuszczu, 0,1%

biatka (SM Mlekovita, Polska), mleko odtluszczone ,,Laciate” — 0% ttuszczu, 3,3% bialka

(Mlekpol, Polska), a takze dodatek substancji konserwujacej — benzoesanu sodu

(Chempur, Polska).

Material do badan stanowily

w etapie pierwszym:

e oleozele otrzymane na bazie mieszaniny rafinowanych olejow rzepakowego
I Inianego w stosunku 1:1 (OR-OL), z 3%, 4%, 5%, 6%, 7% lub 8% m/m stezeniem
wosku kandelila (odpowiednio K3, K4, K5, K6, K7 i K8) — probki doswiadczalne,

e olej palmowy (OP), tluszcz mleczny (TM) — probki porownawcze.

w etapie drugim:

e emulsje O/W (30/70 m/m) typu $mietanka na bazie oleozeli z 3%, 4%, 5%, 6% lub
7% m/m stezeniem wosku kandelila (odpowiednio EK3, EK4, EK5, EK6 i EK7) —
probki doswiadczalne,

e emulsje na bazie oleju palmowego (EP) i $mietanka (SM) — probki poréwnawcze.

w etapie trzecim:

e emulsje O/W (30/70 m/m) typu $mietanka na bazie oleozeli z 3%, 4%, 5%, 6% lub
7% m/m stezeniem wosku kandelila (odpowiednio EK3, EK4, EK5, EK6 i EK7) —
probki doswiadczalne,

e emulsje na bazie oleju palmowego (EP) i $mietanka (SM) — probki poréwnawcze,

e cmulsja na bazie mieszaniny rafinowanych olejow rzepakowego 1 Inianego
w stosunku 1:1 (ERL) — probka kontrolna w analizie przemian oksydacyjnych
zemulgowanych lipidow w tescie przechowalniczym,

e oleozele z 3%, 4%, 5%, 6% lub 7% stezeniem wosku kandelila (odpowiednio K3,

K4, K5, K6, K7), olej palmowy (OP) oraz mieszanina olejow rzepakowego i Inianego
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w stosunku 1:1 (OR-OL) — probki porownawcze w analizie przemian oksydacyjnych

niezemulgowanych lipidow w czasie przechowywania.

3.2. Otrzymywanie lipidow strukturyzowanych (oleozeli)

Sporzadzano mieszanine rafinowanych olejow rzepakowego i Inianego w stosunku
1:1, w ktorej zdyspergowano wosk kandelila (3-8% m/m), stosujac ogrzewanie w tazni
wodnej (AJL Elektroniczne, Polska) w temperaturze 80 + 1°C przez 10 min (mieszajac
bagietka co 2 min), nastepnie sonikacj¢ przez 10 s (26 kHz, 72 W, puls 100%, amplituda
100%, zanurzenie sonotrody 15 mm od menisku probki) za pomocg homogenizatora
ultradzwigkowego UP200St (Hielscher Ultrasonics GmbH, Niemcy), wyposazonego
w sonotrod¢ tytanowa S26d7. Klarowng, jednorodng mieszaning studzono statycznie
w szafie termostatowej w temperaturze 20 + 1°C (ST 2/2+, POL-EKO APARATURA,
Polska) przez 24 h do uformowania struktury. Proces wytwarzania poszczegélnych

oleozeli wykonano w trzech powtorzeniach.

3.3. Otrzymywanie emulsji O/W typu Smietanka

Emulsje otrzymywano stosujgc technologie¢ na ,,gorgco”. Zarowno napdj sojowy
(faza wodna), jak i oleozele/olej palmowy/mieszaning olejow, czyli faze lipidows,
podgrzano przed emulsyfikacja. Niezwlocznie po osiggnigeciu przez obie fazy
temperatury 55 + 1°C (powyzej temperatury topnienia lipidow, za$ ponizej temperatury
topnienia wosku kandelila) rozpoczynano homogenizacje, dozujac cienkim strumieniem
fazg lipidowa do fazy wodnej. Zastosowano homogenizator ultradzwigkowy Hielscher
UP200St o czestotliwosci ultradzwickow 26 kHz i mocy maksymalnej 200 W (Hielscher
Ultrasonics GmbH, Niemcy), wyposazony W tytanowa sonotrod¢ S26d7 (Srednica 7 mm).
Na podstawie danych literaturowych [Kaltsa i wsp 2014, Abdullah i wsp. 2018] i badan
wstepnych zastosowano nastepujace parametry sonikacji: puls — 100% (utrzymanie
ciaglosci procesu), amplitude — 80% (obnizong ze wzgledu na ryzyko przegrzania uktadu
I cze$ciowy stratg emulgatora — biatka sojowego), zanurzenie sonotrody w centralnej
czesci zlewki na glebokos¢ 15 mm od menisku probki (ze wzgledu na ryzyko spienienia
probki), pojemnosé zlewki — 200 cm®, mase probki — 100 g. Czas homogenizacji,
wynoszacy 2,5 min, ustalono na podstawie wynikéw prob technologicznych i badan

wstepnych, przy uwzglednieniu zwigkszania si¢ temperatury probek podczas sonikacji.
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Na podstawie wartosci parametréw procesu wyznaczono gesto$¢ energii [J/g]
(stosunek iloczynu energii dostarczonej i czasu sonikacji do masy probki) wedtug

réwnania [Taha i wsp. 2018]:

ExTt
GE:

m
gdzie: Ge — gestos¢ energii [J/g], E — energia dostarczona [W], t — czas sonikacji [s],
m — masa probki [g].

Sktad $mietanki oraz emulsji otrzymanych z udziatem oleju palmowego lub oleozeli
przedstawiono w tabeli 2.

Bezpieczenstwo mikrobiologiczne emulsji w tescie przechowalniczym zapewniono
przez uzycie 0,15% benzoesanu sodu (w przeliczeniu na 100 g fazy wodnej), czyli
w ilosci dozwolonej dla emulsji o zawartosci thuszczu ponizej 60% [Rozporzadzenie
2010]. Benzoesan sodu wprowadzano do uktadow na etapie przygotowania fazy wodnej
(w przypadku $mietanki — bezposrednio przed testem przechowalniczym). Wytworzone
emulsje pozostawiano w temperaturze 20 + 1°C na 24 h, celem stabilizacji

mikrostrukturalnej. Poszczegolne emulsje wytworzono w trzech powtdrzeniach.

Tabela 2. Sktad badanych emulsji O/W (30/70 m/m) typu $mietanka

. | Zawarto$¢ [g/100 g emulsji]
Rodzaj -
s Emulgator | Stabilizator | Konserwant
probki | | inidy | Biatko | Wosk
SM* 30,0 2,2 - Biatka mleka | Karagen
EP -
EK3 0,9
Benzoesan
EK4 1,2
31,5%* 2,6 Biatka sojowe - sodu***
EK5 15
EK6 1,8
EK7 2,1

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% m/m wosku kandelila (WK); * sktad (lipidy, biatko, stabilizator) na podstawie deklaracji
producenta, ** suma masy lipidow zawartych fazie rozproszonej i w fazie ciagglej (napoju sojowym);
*** dodatek 0,15% m/m, w przeliczeniu na 100 g fazy wodnej

3.4. Wyadzielanie frakcji lipidowej z emulsji
Do wydzielania frakcji lipidowej z emulsji zastosowano nastgpujgce odczynniki:
Triton X-100, tj. 2-[4-(2,4,4-trimetylopentan-2-yl)fenoksy]etanol (Chempur, Polska),
heksametafosforan sodu (czystos¢ 60-70% P20s; Lach-ner, Czechy) oraz metanol

(czysto$¢ min. 99,8%; Chempur, Polska).
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Frakcje lipidowa wydzielano z emulsji metoda BDI (z ang. Bureau of Dairy
Industries) [Zmarlicki 1981, Evers i wsp. 2000], z pewnymi modyfikacjami. W tym celu
zastosowano odczynnik BDI, w ktorego sktad wchodzg niejonowy $rodek
powierzchniowo-czynny Triton X-100 oraz heksametafosforan sodu. Pierwszy z nich
rozszczepia kompleksy lipoproteinowe, za§ drugi ulatwia rozpuszczanie bialek.
Odczynnik BDI przygotowano w nastepujacy sposob: do cylindra miarowego na 1 dm?
odwazono 30 g Tritonu X-100, 70 g heksametafosforanu, uzupetniono wodg destylowana
do kreski i mieszano do catkowitego rozpuszczenia substancji.

Do butyrometréw van Gulika odmierzano 14 cm?® emulsji (6-krotnie rozciefczone;j
wodg destylowang do uzyskania zawartosci thuszczu < 6%) i 4 cm?® odczynnika BDI,
nastepnie mieszano. Butyrometry wstawiano do lekko wrzacej tazni wodnej na 5 min
(bez gornych korkow), nastepnie zaktadano gorne korki i wytrzasano recznie (trzymajac
przez Sciereczke). Ponownie wstawiano do lekko wrzacej tazni wodnej na 5 min (bez
gornych korkow), nastgpnie mieszano i wirowano w wiréwce F-Gerber Nova Safety
(Funke Gerber, Niemcy) przez 5 min przy 1350 obr/min (maksymalna temperatura
w komorze: 65 + 1°C). Powtarzano cykl ogrzewanie — mieszanie — wirowanie, nastepnie
do butyrometréow (przez gorny otwor) dodawano takg ilos¢ 50% roztworu metanolu, zeby
stupek lipidu znalazt si¢ powyzej skalowanej czgsci szyjki. Tuszczomierze z zawartoscia
wirowano przez 3 min. Wydzielong w butyrometrze frakcje lipidowa pobierano za
pomoca strzykawki z igla przez gérny otwor, przenoszono do zakrecanych fiolek
z brazowego szkta (na 4 cm®) i przechowywano w temperaturze -60 = 1°C w zamrazarce
szafowej Nordic XLT U250 (Nordic Lab, Dania).

3.5. Metody badan
3.5.1. Metody badan lipidow
3.5.1.1. Okreslenie skladu kwasow tluszczowych i wartosci zywieniowej
lipidow

Sktad KT lipidow oznaczano za pomocg chromatografu gazowego GC-FID (TRACE
1300, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), wyposazonego w kolumn¢ kapilarng
BPX 70 (60 m x 0,22 mm ID x 0,25 pm). Estry metylowe KT (FAME) zostaty
przygotowane i przeanalizowane zgodnie z normg PN-EN 1SO 12966-1:2015-01,
z pewnymi modyfikacjami. Okoto 0,1 g lipidu przenoszono do szklanych probowek
o pojemnosci 10 cm?®, dodawano 2 cm?® n-heksanu (czystosé¢ 99% GC; Chempur, Polska),

a nastepnie mieszano za pomocg wytrzgsarki Vortex (lab dancer, VWR International
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Sp. z 0.0., Polska) przez 30 s i pozostawiano w tazni wodnej (AJL Elektroniczne, Polska)
w temperaturze 65 + 1°C na okoto 10 s, az do catkowitego rozpuszczenia. PO wytrzasaniu
do probowek dodawano 1 cm® 0,5 M roztworu KOH w metanolu (Chempur, Polska)
i mieszano przez 30 s za pomoca wytrzasarki Vortex. Do probéwek wlewano 4 cm? wody
destylowanej, energicznie mieszano i pozostawiano na 40 min. Nastepnie 500 mm3
sklarowanej warstwy gornej i 500 mm?® n-heksanu przenoszono do fiolek GC
I umieszczano w autosamplerze chromatografu. Zadano nastepujgce parametry analizy:
temperatura wlotu — 240°C; objeto$é wtrysku — 0,8 mm?; stosunek podziatu — 120:1; gaz
noény — hel; przeptyw ciénienia — 0,75 cm®/min; temperatura pieca — 80°C przez 2 min,
zwicgkszajaca si¢ do 230°C z szybkoscig 2,5°C/min i utrzymywanie probek w tej
temperaturze przez 6 min; temperatura detektora — 280°C; przeptyw gazow
detektorowych: wodoér — 40 cm®/min, powietrze — 450 cm®/min, hel — 30 cm3/min. Do
identyfikacji kwasow tluszczowych zastosowano standardy zewngtrzne (Food Industry
FAME Mix, RESTEK, USA). Analizg przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

W celu okreslenia wartos$ci zywieniowej lipidow, na podstawie sktadu KT
wyznaczano wskazniki aterogenny (WA) i trombogenny (WT), zgodnie z réwnaniami
[Pefia-Serna i wsp. 2019]:

_ C12:0+ (4 x C14:0) + C16: 0

wa MUFA + PUFA

C14:0+C16: 0+ C18:0
WT =

PUFA w — 3
PUFA 0 — 6

gdzie: C12:0 — kwas laurynowy, C14:0 — kwas mirystynowy, C16:0 — kwas palmitynowy,

0,5x MUFA+ 0,5 %X PUFAw — 6+ (3 X PUFAw —3) + (

C18:0 — kwas stearynowy.

3.5.1.2. Ocena parametréw barwy lipidow metoda odbiciowa

Barwe oleozeli i oleju palmowego okreslano metoda odbiciowa za pomoca
kolorymetru stacjonarnego CR-5 (Konica Minolta, Japan) w systemie CIE (L*a*b*),
stosujac iluminant D65 1 obserwatora 10°. Zastosowano metod¢ Specular Component
Excluded (SCE), wykluczajaca odbicie lustrzane naczynia, w ktérym umieszczano
probki. Przed kazdym cyklem pomiarowym aparat zerowano i kalibrowano wobec
wzorca bieli. Probki lipidéw przenoszono i rownomiernie rozprowadzano szpatutkg na
szalce Petriego z przezroczystego tworzywa sztucznego (Srednica — 5 cm, wysoko$¢ —
2 cm). Pomiaréw parametrow L*, a*, b* dokonano tacznie 15 — po pig¢ dla kazdego

z trzech powtorzen (22 £+ 1°C).
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Parametr L* okresla jasnos¢ (0-100), parametr a* — udzial barwy zielonej (< 0)
I czerwonej (> 0), za§ parametr b* — udzial barwy niebieskiej (< 0) i zoltej (> 0).

Obliczano bezwzgledng roznice barwy (AE) wedtug rownania [Pathare i wsp. 2013]:

AE = (L1 = L*g)? + (a*; — a*q)? + (b*y — b*()?
gdzie: L', a", b"o — parametry barwy probki poréwnawczej, L™1, a'1, b1 — parametry
barwy probki wiasciwej (doswiadczalnej).
Indeks zazotcenia (Y1) probek wyznaczano zgodnie z rownaniem [Wasnik i wsp.

2017]:

YI = 142,86 - E

I+
Ponadto wyznaczano wspotczynnik nieprzezroczystosci (z ang. opacity) lipidow —
Wnp [%], stosujac ten sam kolorymetr (D65, 10°, SCE) i wybierajac opcj¢ wyznaczenia
tego parametru w przestrzeni barw CIE Yxy (Y — calkowita luminancja/jasnos¢ barwy).
Przed pomiarami urzadzenie zerowano (w czerni) i kalibrowano wobec wzorca bieli.
Parametr Wnp jest opisywany jako zalezno$¢ migdzy nieprzezroczysto$cig probki na
czarnym wzorcu (Y¢), a nieprzezroczystoscig probki na biatym wzorcu (Yp) [Martins

I wsp. 2019].

3.5.1.3. Ocena mikroskopowa Kkrysztaléw lipidowych w S$wietle
spolaryzowanym

Krysztaty oleju palmowego 1 oleozeli zobrazowano za pomocg mikroskopu
optycznego (Delta Optical 100 TP, Minsk Mazowiecki, Polska), wyposazonego
w kamere Delta Optical DLT CAM PRO, Minsk Mazowiecki, Polska). Okoto 50 g
uptynnionych, klarownych oleozeli (bezposrednio po wytworzeniu) 1 olej palmowy po
podgrzaniu do temperatury 80 + 1°C, w celu rozpuszczenia wszystkich krysztatow,
pozostawiano do zestalenia w szafie termostatowej na 24 h w 20 + 1°C. Po tym czasie,
niewielka ilo$¢ zestalonej probki umieszczano na szkietku podstawowym, przykrywano
szkietkiem nakrywkowym i obserwowano w ciemnym polu (polaryzacja liniowa),
w powigkszeniu 400-krotnym. Dla wszystkich rodzajow uktadu lipidowego wykonywano
po dwadzieScia zdje¢ dla kazdego z trzech powtdrzen i wybierano po pie¢ zdjec
reprezentatywnych. Za pomocg oprogramowania DLT-Cam Viewer na kazdym zdj¢ciu
mierzono dlugos¢ okoto 100 krysztatow (uzyskujac po 500 pomiarow), obliczano srednia
dhugo$¢ krysztalow oraz wyznaczano wartosci minimalne i maksymalne [um]

[Szymanska i wsp. 2022].
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3.5.1.4. Analiza tekstury lipidéw

Probki przeanalizowano w te$cie penetracji, przy uzyciu urzadzenia TX.AT plus
(Micro Stable Systems, Wielka Brytania). Jako element roboczy zastosowano koncowke
cylindryczng plasko-$cigta (P/0,5R) o $rednicy 10 mm. Podczas analizy koncowka ta
penetrowata probke (okoto 30 g lipidu w szklanej zlewce o pojemnosci 50 cm?®)
z predkoscia 1 mm/s na giebokos¢ 5 mm. Maksymalna zmierzona sita (sita penetracji)
zostala zdefiniowana jako twardo$¢ [N], a minimalna sita jako kleisto$¢ (przylepnosc)
[N] [Jakubczyk i wsp. 2014]. Test penetracji powtarzano trzykrotnie dla wszystkich
probek w trzech powtorzeniach (tacznie po 9 pomiarow) w 23 + 1°C.

Ponadto lipidy poddawano testowi smarownosci, przy uzyciu tego Samego
urzadzenia TX.AT plus oraz elementu roboczego TTC Spreadability Rig (uchwyt
HDP/SR), ktory sktada si¢ z meskiej sondy stozkowej 90° i precyzyjnie dopasowanych
zenskich uchwytow naczynka w ksztalcie stozka ze szkla akrylowego. Naczynko
napetniano probka przy pomocy szpatulki, a nastgpnie wyrownywano powierzchnig,
usuwajgc nadmiar lipidu. Probki penetrowano za pomocg ruchomego stozka z predkoscia
3 mm/s na glebokos¢ 23 mm, ktory nastgpnie powracat do pierwotnego potozenia
z predkoscig 10 mm/s. Za smarownos¢ przyjeto prace Scinania — pole pod krzywa
czas—sita [N-mm] w zakresie wartosci dodatnich, a za adhezyjnos¢ prace adhezji — pole
pod krzywa czas—sita [N-mm] w zakresie wartosci ujemnych [Jakubczyk i wsp. 2014].
Test smarowno$ci przeprowadzono trzykrotnie dla wszystkich probek w trzech
powtdrzeniach (lacznie po 9 pomiaréw) w temperaturze w 23 + 1°C. Zastosowano
oprogramowanie Exponent, kompatybilne z teksturometrem (Micro Stable Systems,
Wielka Brytania).

3.5.1.5. Wyznaczenie temperatury (punktu) topnienia lipidow
Temperaturg topnienia lipidow 0znaczano metoda otwartej kapilary zgodnie z norma
PN-EN ISO 6321:2004. Jest to temperatura, w ktorej thuszcz, umieszczany
w znormalizowane] kapilarze z obu stron otwartej 1 ogrzewany w $cisle okreslonych
warunkach, zmieknie na tyle, Ze ulegnie przesunieciu ku gorze [Zbikowska i wsp. 2012].
Za wynik koncowy przyjmowano $rednig z pigciu rownolegtych oznaczen dla probek

W trzech powtorzeniach (tacznie po 15 pomiarow).

rrrrr

Zdolnos¢ lipidow do odzyskiwania lepko$ci po $cinaniu okreslano metodg

zaproponowang przez Doan i wsp. [2015], z pewnymi modyfikacjami. W tym celu
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zastosowano wiskozymetr rotacyjny Brookfield model DV3THA (Brookfield
Engineering Laboratories., Inc., Middleboro, USA).

Okoto 40 g probek lipidow (oleozele bezposrednio po wytworzeniu, olej palmowy —
po podgrzaniu do 80 + 1°C) przelewano do szklanych zlewek o pojemnosci 50 cm?®
(Srednica 40 mm), nast¢pnie pozostawiano je do zestalenia w szafie termostatowej,
w temperaturze 20 £ 1°C na 24 h. Po tym czasie probki poddawano 3-etapowemu
Scinaniu: 1 etap — 0,1 obr/min przez 10 min, 2 etap — 10 obr/min przez 1 min, 3 etap —
0,1 obr/min przez 10 min. Zastosowano wrzeciono V-74, dla ktorego zakres pomiaru
lepkosci przy 10 obr/min wynosi od 108,6 x 10° do 108,6 x 10* mPa-s, natomiast przy
0,1 obr/min od 108,6 x 10° do 108,6 x 10° mPa-s. Wspdtczynnik odzysku lepkosci [%]
obliczano wedtug rownania:

M — M3
M

Wod = ( ) X 100%

gdzie: Wod — wspotczynnik odzysku lepkosci [%], n1 — lepko$¢ po 1 etapie $cinania
[mPa-s], n3 — lepko$¢ po 3 etapie $cinania [mPa-s].
Test przeprowadzono trzykrotnie dla wszystkich probek w trzech powtorzeniach (tacznie

po 9 pomiarow).

3.5.1.7. OKreslenie whasciwosci mikroreologicznych lipidéw

Charakterystyke mikroreologiczng uktadéw ttuszczowych analizowano za pomoca
aparatu Rheolaser Master (Formulaction, L’Union, Francja), wykorzystujacego technike
wielokrotnego, dynamicznego rozpraszania $wiatta (metoda MS-DWS) w bliskiej
podczerwieni (spojna wigzka laserowa o dtugosci fali 650 nm) [Szymanska i wsp. 2022].
Detektorem interferujacych fal wstecznie rozproszonych byta kamera CCD, a wyniki
pomiaru rejestrowano 1 przeliczano za pomocg oprogramowania Rheotest.

Uplynnione, klarowne probki przelewano do fiolek 0 pojemnosci 20 cm®, do ktérych
uprzednio nawazono okoto 0,02 g czastek (o $rednicy okolo 1,0 pum) zywicy
melaminowej (Microparticles, GmbH, Niemcy), niezbednej do detekcji ruchu czastek
lipidowych w stanie ciektym. W celu rownomiernego rozproszenia czastek zywicy
w probkach lipidow, cato$¢ poddawano sonikacji przez 10 s (amplituda 100%, puls
100%, moc 72 W), przy uzyciu homogenizatora ultradzwigkowego Hielscher UP200St
z sonotrodg tytanowg S26d7 (Hielscher Ultrasonics GmbH, Niemcy). Nastepnie fiolki
z probkami wstawiano do komory pomiarowej aparatu, ktora ogrzewano do temperatury
90 + 1°C.
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Zastosowano nastgpujace parametry testu: zadana temperatura — 20 + 1°C, calkowity
czas trwania analizy — 24 h, czas dekorelacji — max. 300 s, pauza — 30 s. Uktady
thuszczowe studzono od 90°C do 20°C przez 24 h, otrzymujac profile zmian krzywych
MSD ($redniego przesuni¢cia kwadratowego) w funkcji czasu dekorelacji, na podstawie
ktorych wyznaczano temperatur¢ oraz czas calkowitej Krystalizacji oleozeli lub oleju
palmowego. Ponadto obliczano parametry mikroreologiczne charakteryzujace probki
zestalone: indeks sprezystosci — ElI [nm™] (odwrotno$¢ wartoéci MSD na ptaskowyzu
krzywej w $rednim czasie dekorelacji), wspotczynnik rownowagi ciecz-ciato state — SLB
[nm?] (warto$¢ MSD w $rednim czasie dekorelacji), indeks lepkosci makroskopowej —
MVI [nm?] (odwrotnoéé wartosci MSD w dtugim czasie dekorelacji). Pomiary dokonano
trzykrotnie dla wszystkich probek w trzech powtorzeniach (tacznie po 9 pomiardéw).

Wartosci ww. parametréw mikroreologicznych sga proporcjonalne do wartosci
parametréw lepko-sprezystych mierzonych przy uzyciu reometru oscylacyjnego,
w szerokim zakresie czestotliwos$ci. EIl jest wprost proporcjonalny do modutu
sprezystosci G’ wyrazonego w [Pa], natomiast SLB koresponduje z bezwymiarowym
stosunkiem modutu utraty lepkosci i modutu sprezystosci — G”/G’ [-] [Larsen i Furst
2008, Rohart i wsp. 2016]. Z kolei MVI odpowiada pozornej lepko$ci przy zerowym
$cinaniu w [mPa-s] [Pasqua i wsp. 2014].

3.5.1.8. Okreslenie stabilnosci grawitacyjnej lipidow metoda saczkowa

Zdolno$¢ wigzania 1 utrzymywania ciektej frakcji lipidowej w strukturze (stabilnos¢
grawitacyjng) oleozeli i oleju palmowego okreslano stosujgc metode Blake i wsp. [2014],
z niewielkimi modyfikacjami. Okoto 25 g probki przenoszono na lejek umieszczony
w kolbie stozkowej i wytozony bibuta do badan ilosciowych (bezpopiotows, wykonang
w 95% z a-celulozy) — typ Munktell #3 (Srednica saczka 150 mm). Niezwigzana frakcja
lipidowa wyciekata przez bibule na lejku do kolby, pod wpltywem sity grawitacji.
Wielko$¢ poréw bibuly (ponizej 2 um) pozwolita unikngé zafalszowania
spowodowanego zwigkszaniem masy lipidu w kolbie na skutek przedostania si¢ matych
krysztatbw do kolby. Cato§¢ umieszczano w dwoch komorach termostatowych —
w temperaturach 20°C i 30°C (+ 1°C). W odstepach czasu 0,25 h, 0,5 h, 0,75 h, 1 h,
15h,2h,3h,4h,5h,6h,24hi72h dokonywano pomiaru masy wycieku na wadze
analitycznej, z doktadnos$cia do 0,0001 g. Wyniki przedstawiono na wykresie zalezno$ci
ubytku frakcji ciektej [%] w funkcji czasu. Oznaczenie wykonano trzykrotnie w trzech

powtorzeniach (tgcznie po 9 pomiaréw kazdego rodzaju probki).
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3.5.1.9. OKreslenie stabilnosci wirowkowej lipidow metoda tradycyjna

Opornos¢ lipidow na dziatanie sity odsrodkowej (stabilno$¢ wirdwkowa)
wyznaczano przy uzyciu wirowki MPW-352 (MPW Med. Instruments, Polska). Do
szklanych proboéwek o pojemnosci 10 cm® odwazano po okoto 3 g probki, przy uzyciu
wagi technicznej (z doktadnoscia do 0,01 g). Probki poddawano wirowaniu przy
4000 obr/min przez 15 min. Po odwirowaniu probowki odwracano dnem do gory
| pozostawiano na bibule na 5 min, w celu usunigcia uwolnionej frakcji cieklej. Nastepnie
wazono probowki wraz z pozostatoScig frakcji stalej lipidow. Wskaznik stabilnosci
wiréwkowe;j lipidow obliczano wedtug réownania [Ogiitcii i Yilmaz 2014, Onacik-Giir
I wsp. 2017].

my — My
Sw=——-100%
myp — mg

gdzie: Sw — wskaznik stabilnosci wirowkowej [%], ma — masa lipidu i probowki po
odwirowaniu i oddzieleniu frakcji ciektej [g], mp — masa lipidu i proboéwki przed
odwirowaniem [g], m; — masa probowki [g].

Test przeprowadzono trzykrotnie w kazdym z trzech powtorzen (facznie po 9 pomiarow

dla kazdego wariantu).

3.5.1.10. OKkreslenie  stabilnosci  wiréwkowej  lipidéw  metoda
wielokrotnego rozpraszania Swiatla

Stabilno$¢ lipidow (zdolno$¢ do utrzymywania frakcji cieklej) wyznaczano rowniez
za pomocg analizatora dyspersji LUMIiSizer (LUM GmbH, Niemcy), wykorzystujac
technologie STEP-Technology®, w oparciu o przestrzenne i czasowe profile ekstynkgii.
W badaniu tym mozliwe jest natychmiastowe wykrycie zmian w intensywnosci transmisji
lub wstecznego rozproszenia $wiatta na calej wysokosci probki. Metode okresla si¢ jako
przyspieszong analiz¢ stabilnosci odsrodkowej (z ang. Centrifugal Stability Analysis —
CSA), przy czym aparat jest wyposazony w wielofalowe Zrodto §wiatta, kamerg CCD-
line jako detektor, a wyniki sa rejestrowane i przeliczane za pomoca oprogramowania
SepView.

Probki lipidow w postaci ptynnej wprowadzano do specjalnych fiolek za pomoca
strzykawki z igla 1 pozostawiano do zestalenia na 24 h w temperaturze 20 + 1°C.
Zastosowano nastgpujace parametry analizy: objetosé probki — 0,5 cm?®, dtugos¢ fali —
870 nm, wspotczynnik $wiatta — 1,0, sita odsrodkowa — 4000 obr/min, temperatura —
20 lub 30°C (£ 1°C), czas rejestracji profili transmisji — €0 10 s, catkowity czas trwania

analizy — 50 min [Onacik-Giir i wsp. 2017]. Na podstawie profili transmisji $wiatta przez
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probki wyznaczano indeksy niestabilnosci (In). Wartosci indekséw niestabilnos$ci
przedstawiono w postaci wykladniczej ,,x 10%", celem ufatwienia ich zestawienia
i porownania z innymi wskaznikami stabilnosci oraz interpretacji uzyskanych wynikow.
Analize przeprowadzono trzykrotnie w kazdym z trzech powtorzen (lgcznie po

9 pomiaréw dla kazdego wariantu).

3.5.1.11. Oznaczenie liczby nadtlenkowej lipidow

Liczbe nadtlenkowg lipidow niezemulgowanych (samodzielnych uktadow) i lipidow
zemulgowanych (wydzielonych z emulsji) wyznaczano zgodnie z zaleceniami normy
PN-EN 1SO 3960:2017-03.

Do kolby stozkowej ze szlifem odwazano okoto 2 ¢ lipidu (+ 0,01 g) — probki
wlasciwej — i postepowano zgodnie z procedurg. Zastosowano nastgpujgce odczynniki:
mieszaning kwasu octowego z chloroformem (3:2), przesycony roztwoér jodku potasu,
10% roztwor skrobi, 0,002 N roztwor tiosiarczanu sodu (Chempur, Polska). Wykonano
rowniez probe Slepa — odczynnikowa (bez lipidu). Liczbe nadtlenkowa (LN), wyrazang
w milirownowaznikach aktywnego tlenu na kg lipidu [milirown. O2/kg], obliczano

wedtug rownania:
Vi—Vo

LN = * 0,002 * 1000

gdzie: V1— objetos¢ tiosiarczanu sodu zuzyta na miareczkowanie probki wiasciwej [em?],
Vo — objetos¢ tiosiarczanu sodu zuzyta na miareczkowanie probki $lepej [cm®],
m — nawazka lipidu [g], 0,002 — stezenie normalne roztworu tiosiarczanu sodu.

Wynik koncowy stanowita $rednia arytmetyczna z trzech powtorzen.

3.5.1.12. Oznaczenie liczby anizydynowej lipidéw

Liczbg anizydynowa lipidow niezemulgowanych (samodzielnych uktadéw) i lipidow
zemulgowanych (wydzielonych z emulsji) wyznaczano zgodnie z normg PN-EN 1SO
6885:2016-04. Przygotowywano odczynnik p-anizydyny, poprzez odwazenie do kolby
miarowej (na 25 cm?®) 0,0625 g p-anizydyny (Sigma-Aldrich, Polska) i uzupenienie
kwasem octowym lodowatym (Chempur, Polska) do kreski. Cato$¢ mieszano
i odstawiano do ciemnoéci. Nastepnie do drugiej kolby miarowej na 25 cm?® odwazano
okoto 2 g lipidu (£ 0,001 g), uzupetniano izooktanem (Chempur, Polska) do kreski
i mieszano. Do pierwszego cylindra na 10 cm?®przenoszono 5 cm? przygotowanej probki,
dodawano 1 cm?® kwasu octowego lodowatego. Do drugiego cylindra przenoszono

5 cm? probki i 1 cm?® odczynnika p-anizydyny, a do trzeciego cylindra 5 cm? izooktanu
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i 1 cm® odczynnika p-anizydyny. Tak przygotowane roztwory mieszano za pomoca
wytrzasarki Vortex (lab dancer, VWR International Sp. z oo, Polska), nast¢pnie
odstawiano do ciemnosci ha 8 min. Po tym czasie mierzono absorbancje roztworéw
(wobec izooktanu), przy dlugosci fali 350 nm, za pomocg spektrofotometru UV/VIS
GENESYS 180 (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone). Liczbg¢ anizydynowa
(LA) obliczano wedtug rownania:

_100%Q*V

LA *[1,2 % (A1 — Az) — Ag]

gdzie: V — objeto$¢ roztworu probki (V = 25) [cm®], m — nawazka probki lipidu [g],
Q — zawarto$¢ probki w zmierzonym roztworze, na ktorej podstawie wyrazana jest liczba
anizydynowa: (Q = 0,01) [g/cm®], Ao — absorbancja nieprzereagowanego roztworu
(roztwor probki + kwas octowy), A1 — absorbancja przereagowanego roztworu (roztwor
probki + odczynnik p-anizydyny), A2 — absorbancja proby $lepej (izooktan + odczynnik
p-anizydyny). Wynik stanowita $rednia arytmetyczna z trzech powtorzen.

Na podstawie wartosci liczb nadtlenkowej i anizydynowej wyznaczono wskaznik

ogoblnego utlenienia lipidu TOTOX = (2 x LN + LA) [Chen i wsp. 2022].

3.5.2. Metody badan emulsji
3.5.2.1. Pomiar pH emulsji
Kwasowos$¢ czynng (pH) $wiezo przygotowanych emulsji mierzono za pomoca
stacjonarnego pH-metru FiveEasy PLUS FP20 (Mettler-Toledo, Polska), wyposazonego
w kompozytowg elektrode szklano-kalomelowa. Przed pomiarami pH-metr kalibrowano
wobec standardowych roztworéw buforowych o pH rownym 5 i1 7. Wartos¢ pH
wyznaczano w temperaturze pokojowej (21 =+ 2°C). Wynik stanowita $rednia

arytmetyczna z trzech powtorzen.

3.5.2.2. Ocena parametréw barwy emulsji metodg odbiciowg
Barwe emulsji okreslano analogicznie jak w przypadku lipidow (podpunkt 3.5.1.2).
Obliczono bezwzgledna roznicg barwy (AE) emulsji, w poréwnaniu do probki

poréwnawczej, wedtug rownania:

AE = /(L' — L'0)? + (a1 — a’o)? + (b"1 — b"p)?
gdzie: L, a’o, b’ — parametry barwy probki poréwnawczej (emulsji na bazie oleju
palmowego, $mietanki), L*1, a"1, b1 — parametry barwy probki doswiadczalne;.
Uzyskane wyniki interpretowano nastepujaco [Chudy i wsp. 2016]:

e (0<A4E<1-niewidoczna rdéznica barwy,
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e 1< AE<2-niewielka rdznica, rozpoznawalna jedynie przez osob¢ doswiadczona,
o 2<AE<3,5-rb6znicarozpoznawalna nawet przez niedoswiadczonego obserwatora,
e 3,5<4E <5 —wyrazna rdznica barwy,
e 5> /AFE — obserwator odnosi wrazenie dwoch roznych barw.

Ponadto wyznaczano indeks bieli (W), swiadczacy o podobienstwie bieli probek
(0-100) do idealnej bieli wzorca (100), zgodnie z rownaniem [Rodriguez-Aguilera i wsp.
2011]:

WI =100 — J(100 — 12 4+ a*? 4 b*?

Objasnienia oznaczen L*, a*, b” podano w podpunkcie 3.5.1.2. Pomiary dokonano,
w temperaturze 22 + 1°C, pigciokrotnie dla kazdego z trzech powtdrzen (facznie po 15

pomiaréw dla kazdego wariantu).

3.5.2.3. Wyznaczenie s$redniej wielkosci czastek lipidowych emulsji
metodq wielokrotnego rozpraszania Swiatla

Srednia wielko$¢ czastek zdyspergowanych wyznaczano metodg statycznego,
wielokrotnego rozpraszania §wiatta — SMLS (z ang. Static Multiple Light Scattering), za
pomoca aparatu Turbiscan Lab (Formulation, Francja). Metoda SMLS opiera si¢ na
pomiarze natgzenia S$wiatla (w Dbliskiej podczerwieni — dlugos¢ fali 880 nm)
przepuszczanego i rozpraszanego wstecznie przez badana probke. Srednig wielkosé
czastek wyznaczono na podstawie intensywnos$ci $wiatta wstecznie rozproszonego —
RW [%] (na wysokosci probki 1-40 mm) oraz parametrow optycznych emulsji [Bru
i wsp. 2004, Kowalska i wsp. 2020], takich jak udziat objetosciowy fazy rozproszonej
[%], transmitancja fazy ciaglej [%], wspotczynniki zatamania §wiatta fazy ciaglej oraz
fazy rozproszonej (tab. 3). Udziatl obje¢tosciowy fazy rozproszonej wyznaczono na
podstawie udziatu masowego fazy lipidowe;j i fazy wodnej (30/70 m/m) oraz ich gestosci
[0/cm®], wyznaczonej metoda wagowa (iloraz masy i objetosci zestalonego lipidu
w 20 + 1°C). Transmitancj¢ fazy ciaglej (nhapoju sojowego, mleka odttuszczonego)
Wyznaczono za pomocg aparatu Turbiscan Lab. Wspotczynniki zatamania $§wiatta fazy
cigglej oraz fazy rozproszonej (oleozeli z 3%, 4%, 5%, 6% i 7% m/m WK, oleju
palmowego, tluszczu mlecznego) wyznaczono za pomocg refraktometru Abbego PZO
RL1 (PZO, Polska) w temperaturze 21 + 2°C. Pomiary przeprowadzono w trzech

powtorzeniach (21 &+ 2°C). Obliczenia wykonano w programie TurbiSoft 2.3.
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Tabela 3. Parametry optyczne probek

Prébka Wspélczynnik Gestosé Udzial objetoSciowy
zalamania Swiatla [-] [g/cm?] frakcji [%0]
Thuszcz mleczny 1,461 0,884 33,300
Olej palmowy 1,464 0,892 33,107
y, -80
Oleozele (3-8% m/m 1,471 0,920 32,418
wosku kandelila)
Mleko odttuszczone 1,348 1,031 -
Napoj sojowy 1,339 1,030 -

3.5.2.4. Wyznaczenie Sredniej wielkosci i rozkladu wielkosci czastek
lipidowych emulsji metoda mikroskopii optycznej
Czastki lipidowe emulsji analizowano przy uzyciu mikroskopu optycznego (Delta
Optical 100 TP, Minsk Mazowiecki, Polska). Krople emulsji umieszczano na szkietku
podstawowym, przykrywano szkietkiem nakrywkowym i obserwowano zdyspergowane
czastki lipidowe, w jasnym polu, przy powigckszeniu 600-krotnym. Rozmiary czastek
lipidowych mierzono na obrazach mikroskopowych (wykonanych kamerag DLT-Cam
PRO 2MP) przy uzyciu kompatybilnego oprogramowania DLT-Cam Viewer. Wykonano
kilkanascie zdj¢¢ kazdej probki emulsji, nastepnie wybrano trzy zdjecia reprezentatywne.
Zmierzono wielko$¢ okoto 1000 czastek rozproszonych. Procedure wykonano trzykrotnie
dla kazdego powtorzenia (facznie po okoto 3000 pomiaréow na jeden wariant emulsji).
Wykresy rozktadu wielkosci czgstek lipidowych, przedstawiajace wzgledny (krzywa
dyferencyjna) i skumulowany (krzywa kumulacji) rozktad czestosci, czyli liczebnosci
czastek rozproszonych o okreslonej wielkosci, sporzadzono przy uzyciu programu MS
Excel. Wspotczynniki dyspersyjnosci (Wd) obliczano wedtug rownania [Kowalska i wsp.
2014, Szymanska i wsp. 2020b]:

Kogo, — K109
Wd = -220% 10%

Kso,
gdzie: Kgoo, Ksoo, K10%— $rednice czgstek lipidowych [um] odczytane z krzywej rozktadu
skumulowanego (odpowiednio 90%, 50%, 10% czastek ma $rednice nie wigksze od tych

wartosci).

3.5.2.5. Analiza wlasciwosci reologicznych emulsji poddanych $cinaniu
Test lepkos$ci przeprowadzano przy rosngcej predkosci Scinania (co 10 obr/min, od
10 obr/min do 250 obr/min), stosujac wiskozymetr rotacyjny Brookfield DV3T
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(Brookfield Engineering Laboratories., Inc., Middleboro, USA). Prébki badano
w kontrolowanych warunkach przy uzyciu adaptera cylindrycznego, umieszczonego
W plaszczu wodnym potgczonym z taznig wodng (20 = 1°C), i wrzeciona DIN-86
[Zbikowska i wsp. 2020]. Wyznaczano Krzywe lepkoséci (zmiany lepkosci pozornej
w funkcji szybkos$ci $cinania) oraz krzywe plynigcia (zmiany naprezenia stycznego
w funkcji szybkosci §cinania). Krzywe opisano uniwersalnym modelem matematycznym
Ostwalda-de Waele'a:
T=Kx*yp"

gdzie: 7 — naprezenie styczne [Pa], K — wspotezynnik konsystencji [mPa-s], y — szybko$¢
$cinania [1/s], n — wyktadnik ptyniecia [-]. Test przeprowadzono trzykrotnie dla kazdego

z trzech powtérzen (facznie po 9 pomiaréw w wariancie).

3.5.2.6. Analiza wlasciwosci mikroreologicznych emulsji
Wiasciwosci mikroreologiczne emulsji okreslano przy uzyciu metody MS-DWS
(podpunkt 3.5.1.7). Probki emulsji, po 24 h od wytworzenia, przenoszono do fiolek
pomiarowych o pojemnosci 20 cm?. Badanie prowadzono przy uzyciu testu ,,szybkie;
charakteryzacji”, trwajacego 5 min, w temperaturze 20 £ 1°C. Wyniki pomiaré6w
rejestrowano i przeliczano za pomocg oprogramowania Rheotest. Wyznaczano parametry
El [nm2] oraz MVI [nm™?] [Szymanska i wsp. 2020a, Szymanska i wsp. 2021]. Analize

emulsji przeprowadzono trzykrotnie dla kazdego trzech powtorzen.

3.5.2.7. OkreSlenie stabilnos$ci wirowkowej emulsji

Stabilnos¢ fizyczng emulsji, poddanych dziataniu sity odsrodkowej, okreslano
metodg wielokrotnego rozpraszania $wiatla za pomoca analizatora dyspersji LUMiSizer
(LUM GmbH, Niemcy), wykorzystujacego technologi¢ STEP (podpunkt 3.5.1.10).

Probki emulsji, po 24 h od wytworzenia, w iloci okoto 0,5 cm® wprowadzano do
fiolek. Zastosowano nastepujace parametry analizy: predkos¢ wirowania — 4000 obr/min,
temperatura— 20 = 1°C, czas rejestracji profili transmisji —co 10 s, catkowity czas trwania
analizy — 50 min [Szymanska i wsp. 2020a-b]. Wyznaczano catkowite indeksy
niestabilnosci — In [-], $rednie predkosci czastek w polu wirowania [um/s], a takze
analizowano kinetyke zmian indeksu niestabilno$ci w funkcji czasu wirowania. Analize

przeprowadzono trzykrotnie dla kazdego z trzech powtdrzen poszczegdlnych emulsji.
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3.5.2.8. Analiza zmian stabilnosci emulsji poddanych stresowi
srodowiskowemu

Fiolki szklane z ptaskim dnem o pojemnosci 20 cm?®

napetniano §wiezo

przygotowanymi emulsjami (24 h od wytworzenia), do wysokosci 40 mm. Probki

poddawano dziataniu r6znych czynnikow §rodowiskowych, uwzgledniajacych:

e wysoka temperature — probki ogrzewano w temperaturze 90 + 1°C przez 30 min
w tazni wodnej (AJL Elektroniczne, Polska), nastgpnie odstawiano do szafy
termostatowej (20 + 1°C) na okoto 3 h do wystudzenia [Taha i wsp. 2018];

e cykl zamrazanie-rozmrazanie — probki umieszczano w zamrazarce (-18 + 1°C) na
24 h, nastepnie przenoszono do szafy termostatowej (20 = 1°C) na okoto 3 h,
w celu rozmrozenia [Zang i wsp. 2019].

e zmiany sily jonowej — probki dyspergowano w uprzednio przygotowanych
roztworach NaCl (0,05 M, 0,10 M oraz 0,15 M) lub z wodg destylowang (0 M)
w stosunku 1:1, przy uzyciu pomocg mieszadta magnetycznego (600 obr/min,
10 min), nastgpnie odstawiano do szafy termostatowej (20 = 1°C) na 24 h [Mao
i wsp. 2014];

e zmiany pH — probki dyspergowano w roztworach buforowych o pH réwnym 5, 7 lub
9 w stosunku 1:1, przy uzyciu mieszadta magnetycznego (600 obr/min, 10 min),
nastepnie odstawiano do szafy termostatowej (20 = 1°C) na 24 h [Taha i wsp. 2018,
Zhang i wsp. 2022].

Nastepnie wyznaczano srednig wielko$¢ czastek lipidowych w emulsjach za pomoca
aparatu Turbiscan Lab (Formulation, Francja) oraz indeksy niestabilnosci emulsji przy
wykorzystaniu analizatora dyspersji LUMiSizer (LUM GmbH, Niemcy), zgodnie
z metodyka opisang odpowiednio w podpunktach 3.5.2.3 i 3.5.2.7. Przed przystgpieniem
do pomiaréw kazda probke ostroznie mieszano za pomocg bagietki. Analizy

przeprowadzono trzykrotnie dla kazdej emulsji w trzech powtorzeniach.

3.5.2.9. Analiza zmian wlasciwosci emulsji w czasie przechowywania
Emulsje przechowywano w szafie termostatowej bez dostepu swiatta w temperaturze
20 + 1°C przez 28 dni. W 1, 7, 14, 21 i 28 dniu testu analizowano wiasciwosci fizyczne
emulsji: pH (pH-metr Mettler Toledo), parametry barwy metoda odbiciowa (kolorymetr
CR-5), $rednig wielkos¢ i rozktad wielko$ci czgstek lipidowych metodg mikroskopowsa
(mikroskop optyczny Delta Optical), srednig wielkos¢ czastek lipidowych i stabilno$é

grawitacyjng metoda wielokrotnego rozpraszania $wiatta (Turbican Lab), wlasciwosci

62



reologiczne probek poddanych $cinaniu  (Brookfield DV3T), wilasciwosci
mikroreologiczne (Rheolaser Master), stabilno$¢ wirdéwkowa (LUMiSizer). Powyzsze
pomiary przeprowadzono zgodnie z metodyka wczesniej opisang w podpunktach 3.5.2.1-
3.5.2.8.

Ponadto analizowano stabilno$¢ oksydacyjng frakcji lipidowych wydzielonych
z emulsji (punkt 3.4). Wydobyte frakcje, podobnie jak przechowywane w tych samych
warunkach lipidy be¢dace samodzielnymi uktadami (niezemulgowanymi), poddawano
badaniom zmierzajacym do okreSlenia przemian oksydacyjnych w funkcji czasu
(podpunkty 3.5.1.11 i 3.5.1.12).

3.5.3. Metody statystycznej analizy wynikow
Analizy statystyczne wynikdw przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania
Statistica 13.1 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, USA). Przyj¢to poziom istotnosci

a = 0,05 (istotna réznica migdzy wartosciami srednimi: p-value < 0,05).

3.5.3.1. Analiza wariancji

W celu porownania S$rednich wartosci parametréw (zmiennych zaleznych) co
najmniej 3 grup porownawczych, przeprowadzano jednoczynnikowa analize wariancji —
test ANOVA (zmienna grupujaca — rodzaj lipidu/frakcji lipidowej emulsji lub rodzaj
emulsji, lub czas przechowywania).

Wyniki pomiaréw tych samych probek (pochodzace z analiz nieniszczacych),
uzyskanych w tescie przechowalniczym, poddawano analizie wariancji ANOVA
z powtarzanymi pomiarami (zmienna grupujgca — czas przechowywania). Do weryfikacji
hipotez zastosowano nastepujace testy: Shapiro-Wilka (rozktad normalny), Levene'a
I Brown-Forsythe'a (rowno$¢ $rednich), parametryzacji z sigma-ograniczeniami
(rowno$¢ wariancji). Grupy jednorodne wyznaczano przy uzyciu testu posthoc — (HSD)
Tukey’a. Ponadto, gdy dysponowano wynikami dla wylacznie 2 grup pordwnawczych,

zastosowano test t-Studenta (zmienna grupujaca — temperatura) [Rabiej 2012].

3.5.3.2. Test korelacji Pearsona
Site¢ korelacji pomigdzy zmiennymi okreslano za pomoca testu korelacji Pearsona.
Wyznaczano wspotczynniki korelacji (p), wspotczynniki determinaciji (R?), wartos¢ t
I p-value. Przyj¢to nastepujace kryterium oceny korelacji: bardzo silna (lp| = 1,0),
silna (0,8 < |p| < 1,0), $rednia (0,5 < |p| < 0,8), staba (0,1 < |p| < 0,5), bardzo staba

(0,01 < |p| < 0,10). Ujemna warto$s¢ Wspolczynnika korelacji oznaczala odwrotnie
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proporcjonalng zalezno$¢ pomigdzy zmiennymi (korelacja ujemna), za$ wartos¢ dodatnia

— zalezno$¢ wprost proporcjonalng (korelacja dodatnia) [Granato i Masson 2010].

3.5.3.3. Analiza skladowych gléwnych z klasyfikacja (PCA)

Przeprowadzano analiz¢ gtownych sktadowych z klasyfikacja (PCA, z ang. Principal
Component Analysis), w celu zroéznicowania badanych uktadéow lipidowych oraz
ustalenia zalezno$ci pomi¢dzy wyznaczonymi parametrami (n zmiennych) na podstawie
korelacji (wariancje jako SS/(n-1)). Kryteria wyboru pierwszych sktadowych glownych
stanowita wartos¢ wiasna > 1,0, nastgpnie skumulowany % wariancji > 70%, co
przedstawiono na wykresach osypiska. Czynniki (sktadowe glowne) skorelowano ze
zmiennymi, a za znaczgcg korelacje uznano, gdy |p| > 0,7 [Granato i wsp. 2018]. WyniKki
zobrazowano za pomoca projekcji zmiennych lub przypadkow na plaszczyzng

czynnikow.

3.5.3.4. Hierarchiczna analiza skupien (HCA)

Przeprowadzono hierarchiczng analize skupien (HCA, z ang, Hierarchical Cluster
Analysis), ktéra polegata na klasyfikacji badanych probek (obiektow) wedtug $rednich
warto$ci wyznaczonych parametrow (zmiennych). W tym celu wykorzystano metodg
aglomeracji (metoda klasyfikacji obiektow), odlegtos¢ euklidesowa (odlegltos¢ miedzy
obiektami), metode Warda (zasada wiazania skupien/obiektow), wskaznik Bakera
i Huberta (liczba skupien) [Granato i wsp. 2018]. Ze wzgledu na duze zréznicowanie
jednostek 1 wielkosci poréwnywanych zmiennych, dane surowe poddano standaryzacji
przed wiasciwg analizg (w programie Statistica):

(dana surowa — $rednia)

Dane standaryzowane = ,
y odchylenie standardowe

Zbadano przynalezno$¢ obiektow do skupien, dla ktorych wyznaczono $rednie wartosci
zmiennych oraz obliczono wspoétczynniki zmiennoséci wedtug rownania [Jalilibal i wsp.
2021]:

s
Wz =—=+100
X

gdzie: Wz — wspodtczynnik zmienno$ci parametru w danej grupie obiektow [%],
X — srednia z warto$ci parametru obiektow w danej grupie (skupieniu), s — odchylenie

standardowe z warto$ci parametru obiektow w danej grupie (skupieniu).
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4. Omowienie i dyskusja wynikow
4.1. Etap I: Analiza wplywu stezenia substancji strukturyzujacej na wlasciwosci
lipidow strukturyzowanych (oleozeli)
4.1.1. Ocena skladu kwasow tluszczowych i wskaznikéw zywieniowych
lipidow

W celu okreslenia jako$ci zywieniowej lipidow wyznaczono sktad KT i wskazniki
zywieniowe dla oleju palmowego (OP), mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego
w stosunku 1:1 (OR-OL) — bazy do otrzymywania lipidéw strukturyzowanych, a takze
thuszczu mlecznego (TM), stanowigcego odniesienie dla fazy rozproszonej $mietanki,
tj. probki poréwnawczej w etapie Il niniejszej pracy.

Sktad kwasow tluszczowych TM, OP i OR-OL przedstawiono w tabeli 4. Ttuszcz
mleczny charakteryzowal si¢ najwyzsza zawartoscig SFA — okoto 67,3%, w tym okoto
54,1% KT dlugotancuchowych (> 12 atomoéw wegla). OP i mieszanina olejow (OR-OL)
zawieraly odpowiednio okoto 49,5% i 8,8% SFA. Zarowno w OP, jak i w TM
dominujagcym SFA byl kwas palmitynowy (odpowiednio okoto 43,6% i 33,1%).
Wykazali to rowniez Dorni i wsp. [2018], ktorzy stwierdzili w thuszczu mlecznym okoto
39,1% kwasu palmitynowego, a w oleinie palmowej zawarto$¢ tego KT na poziomie
okolo 39,7%.

W badanych olejach roslinnych wykryto sladowe ilosci TFA. W TM izomery te
stanowity okoto 1,7% catkowitej puli KT (tab. 4). Zgodnie z Bendsen i wsp. [2011]
spozycie TFA, pochodzacych od przezuwaczy, na poziomie 0,5-1,9 g dziennie nie ma
istotnego wplywu na ryzyko wystgpienia choroby wiencowej. Mieszanina OR-OL nie
roznila si¢ istotnie statystycznie od oleju palmowego pod wzgledem zawartosci MUFA —
okoto 40,5%. Jednakze charakteryzowata si¢ ona znacznie wigksza zawartoscig PUFA,
w porownaniu do OP i TM (odpowiednio ponad 5- i 15-krotnie). W OR-OL dominowaty
PUFA w-3 (okoto 32,4%), szczeg6lnie kwas a-linolenowy (ALA) charakterystyczny dla
oleju Inianego. Badane przez Kostik i wsp. [2013] oleje Iniany i rzepakowy zawieraty
odpowiednio okoto 68,0% i 30,7% PUFA. Wedtug Orsavova i wsp. [2015] niska wartos¢
w-6/w-3 w diecie jest kluczowym czynnikiem zrownowazonej syntezy eikozanoidow.
Stosunek PUFA w-6 do w-3 byt najnizszy dla OR-OL (okoto 0,5), za$ najwyzszy
w przypadku OP (okoto 37,0). Pomimo bardzo matej zawartosci PUFA (okoto 3,0%),
thuszcz mleczny wykazywat stosunkowo korzystny stosunek w-6/w-3 (okoto 1,5) —
tab. 4.
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Tabela 4. Sktad kwasow tluszczowych i wskazniki zywieniowe thuszczu mlecznego
(TM), oleju palmowego (OP) oraz mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego (1:1) —
OR-OL

Kwas tuszezowy / wskaznik Udzial kwasu tluszczowego (%)

™ OP OR-OL
Cc40 3,95+0,16 <0,05 <0,05
C6:0 2,27+0,13 <0,05 <0,05
c8:0 1,08 + 0,04 <0,05 <0,05
C 10:0 2,56 + 0,04 <0,05 <0,05
C 12:0 3,37+0,10 <0,05 <0,05
C 14:0 10,35+ 0,52 0,92 + 0,05 <0,05
C 14:1 (cis-9) 2,23+0,03 < 0,05 < 0,05
C 16:0 33,08 + 0,04 43,62 +0,42 5,17+ 0,14
C 16:1 (trans-9) 0,27 £ 0,02 <0,05 <0,05
C 16:1 (cis-9) 1,71+£0,05 <0,05 0,13+0,01
C17:0 0,60 + 0,06 <0,05 0,08 +0,01
C 17:1 (cis-10) 0,13+0,01 <0,05 0,06 +0,01
C 18:.0 10,09 + 0,16 4,50+ 0,08 2,81+0,03
C 18:1 (trans-9) 1,32 £0,07 <0,05 <0,05
C 18:1 (cis-9) 23,32+ 1,08 40,4 +0,41 39,53+ 0,57
C 18:2 (trans-9,12) 0,11+0,01 <0,05 0,06 £ 0,01
C18:2 (cis-9,12) 1,82 + 0,04 9,61+0,23 17,59+0,18
C 18:3 (cis-6,9,12; cis-9,12,15) 1,21+ 0,04 0,26 + 0,01 32,42+ 0,42
C 20:0 <0,05 0,36 +0,01 0,37 +0,02
C 20:1 (cis-11) <0,05 0,10+ 0,01 0,74 +0,02
C 20:2 (cis-11,14) <0,05 <0,05 <0,05
C22:0 <0,05 0,09+0,01 0,24 +0,01
C 22:1 (cis-13) <0,05 <0,05 0,13+0,01
C 22:2 (cis-13,16) <0,05 < 0,05 < 0,05
C24:0 <0,05 <0,05 0,12+0,01
C 24:1 (cis-15) < 0,05 < 0,05 < 0,05
Y w-6 1,828+ 0,42 9,61°+0,23 | 17,59°+0,03
Yw-3 1,21°+ 0,06 0,262+ 0,07 | 32,40°+ 0,06
> SFA 67,34°+0,83 | 49,47°+0,52 | 8,782+0,34
> MUFA 27,392+ 1,05 | 40,50°+0,45 | 40,58+ 0,96
> PUFA 3,032+ 0,37 9,87+ 0,29 50,01°+ 1,02
> TFA 1,70°+0,13 < 0,052 0,062+ 0,01
-6/ -3 1,50°+0,04 | 36,96°+0,06 0,542 +0,03
WA 2,56+ 0,07 0,94° +0,03 0,062 +£0,01
WT 2,83+ 0,05 1,90° +0,05 0,062 +0,01

Objasnienia: WA— wskaznik aterogenny, WT — wskaznik trombogenny; a-c - rozne litery W wierszu
oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05); Zrédto: [Szymanska i wsp. 2021].

Na podstawie skladu kwaséw thuszczowych TM, OP i OR-OL wyznaczono
wskazniki aterogenny (WA) i trombogenny (WT) — tab. 4, ktore informujg o ryzyku
zapadalno$ci na choroby sercowo-naczyniowe [Hashempour-Baltork i wsp. 2018].

Wskaznik aterogenny, zwany rowniez wskaznikiem miazdzycowym, byl najwyzszy
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w przypadku TM (okoto 2,6), co wynikato z wigkszej zawartosci dlugotancuchowych
SFA i mniejszej zawartosci nienasyconych KT, w porownaniu do OP i OR-OL. Nieco
wyzsze wartosci WA uzyskali Pena-Serna i wsp. [2019] dla ttuszczu z mleka krowiego
(okoto 2,8) i thuszczu z mleka bawolego (okoto 3,0). Mimo Ze olej palmowy wykazywat
prawie 3-krotnie nizsza wartos¢ WA od ttuszczu mlecznego okoto (2,56), to byt wciaz
ponad 15-krotnie wyzszy od wartosci WA cechujacej OR-OL (okoto 0,06). Taka sama
tendencje zaobserwowano w ramach pordéwnania wartosci WT obliczonych dla tych
trzech lipidow. W tym przypadku zanotowano mniejsza roznice (okotol,5-krotng)
pomiedzy TM i OP, natomiast warto§¢ WT dla OR-OL byta juz ponad 30-krotnie nizsza
od pozostatych (tab. 4). W badaniach Hashempour-Baltork i wsp. [2018] wartosci WT dla
olejow Inianego, sezamowego i oliwy z oliwek wynosity odpowiednio okoto 0,04, 0,26
1 0,38. Z kolei mieszanina tych olejow w proporcji 15:30:55 charakteryzowata sie¢

warto$cig tego parametru na poziomie okoto 0,20.

4.1.2. Ocena parametréw barwy lipidow

Na podstawie analizy barwy w systemie CIE L*a*b* stwierdzono, ze oleozele
wykazywaly nizsze warto$ci parametru L* | wyzsze wartosci parametréow a* i b*,
w poréwnaniu do OP (tab. 5). Zwigkszenie st¢zenia wosku kandelila wptynat na barwe
probek (rys. 7) i powodowal zwigkszenie warto$ci parametru L*, lecz nie doprowadzit do
istotnej zmiany parametrow a* i b*. W odniesieniu do OP, oleozel z najnizszym
stezeniem WK wykazywal o okoto 39% mniejsza warto$¢ parametru L*, a oleozel z jego
najwiekszym udziatem — 0 okoto 19%. Oleozele nie r6znity si¢ pod wzgledem wartosci
parametrow a* i b*. Z kolei Ogiitcii i Yilmaz [2015] wykazali wicksze zréznicowanie
barwy oleozeli na bazie oleju z orzechéw laskowych. Zwigkszenie st¢zenia wosku
karnauba z 3% do 7% m/m przyczynit si¢ nie tylko do zwigkszenia wartosci L* (od 42,9
do 56,4), ale rowniez do znaczgcego zmniejszenia wartosci parametru a* (od -3,8 do
-4,9) i zwigkszenia wartosci parametru b* (od 4,5 do 11,0).

Barwa oleozeli znacznie réznita si¢ od OP, co potwierdzaja wysokie wartosci
catkowitej roznicy barwy — AE (> 18,0) — tab. 5. W literaturze przyjeto, ze A4E > 5,0
swiadczy o réznicy w barwie, ktora jest zauwazalna nawet dla niedo$wiadczonego
obserwatora [Mokrzycki i Tatol 2011]. Parametr ten przyjat warto$¢ nizsza od 5,0,
w przypadku poréwnania barwy oleozelu z 4% st¢zeniem WK do barwy oleozeu
z najnizszym udzialem wosku (3%). Dalszy wzrost stezenia WK spowodowat

zwickszenie warto$ci AE (do okoto 17,1 dla K8) (tab. 5). Probki z wigkszym stezeniem
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wosku roznilty si¢ wyraznie od oleozelu K3. Podobnie w badaniach Onacik-Giir i wsp.
[2017] oleozel na bazie wysokooleinowego oleju stonecznikowego z 3% stgzeniem

wosku kandelila 1 olej palmowy znacznie roznity si¢ pod wzgledem parametréw barwy
(4E okoto 38,1).

Rys. 7. Zdjecia probek lipidow
Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3, 4, 5, 6, 7 lub 8% udzialem wosku kandelila.

Tabela 5. Srednie wartosci parametrow barwy lipidow

Rodzaj | Parametr L* | Parametr a* | Parametru b* | Parametr Parametr
lipidu [-] [-] [-] AEop [-] AExs [-]
OoP 83,079+ 0,46 | -2,622+0,09 | 21,52+ 0,46 - -

K3 50,832+ 0,24 | -1,74°+0,13 | 32,31°+0,50 | 34,1+0,26 -

K4 54,87°+0,31 | -1,89°+0,06 | 31,54°+ 0,46 30,0 £ 0,22 43 +0,27
K5 58,65°+ 0,47 | -1,95°+0,08 | 31,85°+0,68 | 26,7+0,70 8,1+0,47
K6 61,459+ 0,49 | -1,92°+0,07 | 32,87°+0,53 | 24,6 +0,68 10,9 +0,43
K7 64,442+ 0,55 | -1,88°+£0,10 | 32,27°+0,61 | 21,7+0,68 | 13,8+0,43
K8 67,66'+ 0,59 | -1,76°+0,12 | 32,03*+£0,62 | 18,9+0,93 17,1 +1,37

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udziatem wosku kandelila; 4Eop— wspotczynnik
catkowitej r6znicy barwy oleozeli, w poréwnaniu do OP; 4Ex3 — wspotczynnik catkowitej roznicy barwy
oleozeli, w poréwnaniu do K3; a-g — rozne litery w kolumnie oznaczaja réznice istotne statystycznie
(p <0,05).

Na podstawie warto$ci parametrow L*, @* i b* wyznaczono indeksy zazotcenia oraz
wspotczynniki nieprzezroczystosci oleju palmowego i oleozeli (rys. 8). Wykazano, ze OP
charakteryzowat si¢ okolo 2,5-krotnie nizsza wartoscia indeksu zazolcenia,
w poréwnaniu do oleozelu z najmniejszym stezeniem wosku kandelila — K3 (okoto 90,8).
Warto$¢ tego parametru zmniejszata si¢ wraz ze zwigkszaniem st¢zenia wosku
w oleozelach — K8 (okoto 67,6) — rys. 8a. Zdaniem Mor i wsp. [2018] wysokie wartosci
indeksu zazolcenia sg charakterystyczne dla tluszczu z mleka krowiego (Srednio

71,1-88,0).
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Ponadto wylacznie oleozel z 3% wudzialem WK wykazywal mniejsza
nieprzezroczysto$¢ od OP i oleozeli z 5-8% stezeniem tej substancji strukturyzujacej
(rys. 8b). Taka zalezno$¢ zauwazyli réwniez Martins i wsp. [2019], ktorzy
strukturyzowali olej stonecznikowy wysokooleinowy za pomocg mieszanki fitosteroli
I y-oryzanolu (1:1). Zwigkszenie udzialu substancji strukturyzujacej z 6% do 8%
spowodowato  znaczace  statystycznie zwickszenie  warto$ci  wspolczynnika

nieprzezroczystosci oleozeli (rys. 8b).
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Rys. 8. Srednie warto$ci indeksu zazotcenia (a) oraz wspotczynnika nieprzezroczystosci
(b) lipidow.

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; a-f — rozne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05); Zrédto: [Szymanska i wsp. 2022].

4.1.3. Ocena mikroskopowa krysztalow lipidowych w §wietle spolaryzowanym
Krysztaty lipidowe w OP 1 oleozelach przyjely ksztatt ptytek lub widkien/igiet
(rys. 9). Zdaniem Toro-Vazquez i wsp. [2007] oraz Doan i wsp. [2015] stanowig one
podstawowe jednostki strukturalne trojwymiarowej sieci krystalicznej, odpowiedzialnej
za stalg lub potstata konsystencje w skali makroskopowej. Srednia dhugo$é krysztatow
w OP (okoto 14,27 um) byta zacznie wigksza niz w oleozelach (8,84-9,98 pm). Mimo iz
srednie minimalne dlugosci krysztalow byly podobne, to w OP $rednia maksymalna
dlugos¢ krysztatlow byla o okoto 10 pum wieksza, w poroéwnaniu do oleozeli
(15,33-15,99 um). Zgodnie z Sato i wsp. [2013] powolne, statyczne chtodzenie oleju
palmowego sprzyja powstawaniu duzych krysztatéw tluszczowych. W przypadku
badanych oleozeli (K3-K8) zwigkszenie stezenia WK nie miato istotnego wplywu na

$rednig dlugos$é krysztatow (tab. 6). Natomiast zaobserwowano zwigkszenie liczebnos$ci
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1 zageszczenia krysztaldbw w uktadzie. Dlatego tez struktura oleozelu z 3% stgzeniem

wosku w najmniejszym stopniu przypominata typowa strukture krystaliczng (rys. 9).

Rys. 9. Obrazy mikroskopowe lipidow w $wietle spolaryzowanym (pow. 600-krotne)
Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udziatem wosku kandelila;
Zrédto: [Szymanska i wsp. 2022].

Tabela 6. Srednia, maksymalna i minimalna dtugosé krysztatlow badanych lipidow

Rodzaj Srednia dlugo$¢ | Maksymalna dlugo$¢ | Minimalna dlugo$¢
lipidu krysztalow [um] krysztalow [um] krysztalow [pum]
OP 14,27° + 2,88 25,49° + 1,26 4,94% £ 0,27
K3 8,842+ 1,53 15,332+ 1,61 4,062 + 0,66
K4 8,878+ 1,19 15,572+ 1,29 4,252+ 1,39
K5 9,26+ 1,15 15,862 + 1,68 5,33%+ 1,14
K6 9,43+ 1,09 15,778+ 1,61 4,64%+ 0,54
K7 9,75*+ 1,18 15,682+ 1,26 4,562 + 1,33
K8 9,982+ 1,24 15,992+ 1,17 5,382+ 0,69

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; a-b — rézne litery
w kolumnie oznaczaja réznice istotne statystycznie p < 0,05); Zrédto: [Szymanska i wsp. 2022].

Wigksza zawarto$¢ wosku w oleozelu mogta przyczynic si¢ do powstania silniejszej
struktury przestrzennej. Toro-Vazquez i wsp. [2007] wykazali, ze osigganiu wysokiego
poziomu organizacji molekularnej czasteczek estrow woskowych 1 n-alkanow w uktadzie

sprzyja powolne chlodzenie mieszaniny. Zbyt duza szybko$¢ tego procesu moze
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powodowaé pegkanie tancuchow czasteczek substancji strukturyzujacej, a w efekcie
prowadzi¢ do otrzymania oleozelu o mniejszej sprezystosci.

Wedlug Chopin-Doroteo 1 wsp. [2011] wystepuja podobienstwa strukturalne
pomiedzy kwasem palmitynowym i glownym n-alkanem w wosku kandelila —
hentriakontanem (C31). Zdaniem Onacik-Giir i wsp. [2017] strukturyzowanie oleju
ros$linnego za pomocg WK umozliwia otrzymanie lipidu o mikrostrukturze krystalicznej

przypominajgcej mikrostrukture oleju palmowego.

4.1.4. Analiza cech teksturalnych i wlasciwosci reologicznych lipidéw

Wszystkie oleozele wykazaly wyzszg temperaturg topnienia od OP (okoto 31,8°C).
Wraz ze zwigkszaniem stezenia WK nastgpowalo istotne statystycznie zwigkszenie
temperatury topnienia lipidow strukturyzowanych, przekraczajacej 50°C w przypadku
oleozelu z najwigkszym udziatem tej substancji (8%) (rys. 10, tab. A1 w aneksie). Wosk
kandelila charakteryzuje temperatura topnienia powyzej 70°C, dlatego nawet jego
najmniejszy udziat (3%) w bazie olejowej skutkuje uzyskaniem lipidu o charakterystyce
topnienia zblizonej do cze¢sciowo uwodornionego oleju rzepakowego (okoto 38,5°C)
[Zbikowska i wsp. 2012].
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Rys. 10. Srednie warto$ci temperatury topnienia lipidow
Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; a-g — rozne litery
oznaczaja réznice istotne statystycznie (p < 0,05); Zrodto: [Szymanska i wsp. 2022].

Rodriguez-Velazquez [2022] podkreslit istote temperatury topnienia lipidow
stosowanych w produkcji zywnosci. Z jednej strony zbyt wysoka warto$¢ tego parametru
moze powodowac¢ nieprzyjemne odczucia smakowe, za$ z drugiej strony zbyt niska

temperatura topnienia moze utrudnia¢ ich przetwarzanie, szczegélnie w zetknigciu
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z wysokg temperaturg otoczenia. Autor uznal, ze temperatura topnienia w zakresie
40-45°C zapewnia kompromis pomi¢dzy smakowitoécig i tatwoscig przetwarzania
lipidow.

Zwiekszenie zawartosci WK przyczynito si¢ réwniez do zwiekszenia wartosci sity
penetracji, interpretowanej jako twardos¢ lipidow. Nastapiot takze zwigkszenie wartosci
sity adhezji, informujacej o kleistosci probek [Jakubczyk i wsp. 2014], lecz nie byla to
zalezno$¢ wprost proporcjonalna. Oleozele K6, K7 1 K8 nie roznity si¢ istotnie
statystycznie pod wzgledem S$redniej wartosci silty adhezji. Stwierdzono jednak
podobienstwo twardosci i kleistos§ci OP oraz oleozelu z 5% stezeniem WK (rys. 11a,
tab. A1 w aneksie). Ponadto OP charakteryzowat si¢ nizsza warto$ciag pracy $cinania
(okoto 46,90 N-mm), $wiadczacej o smarownosci uktadu [Jakubczyk i wsp. 2014],
wylacznie od oleozeli z 7% lub 8% udzialem wosku. Im wigksza praca $cinania, tym
mniejsza podatnos¢ uktadu na rozsmarowywanie. W zwigzku z tym, pozostale oleozele
(K3-K6) wykazywaty lepszag smarownos¢. Z kolei praca adhezji, $wiadczaca
o przylegalnos$ci probki do powierzchni materiatu [Jakubczyk i wsp. 2014], przyjmowata
znacznie nizsze warto$ci (< 8 N-mm), przy czym najwyzsze odnotowano w przypadku

OP i K8 (rys. 11b, tab. A1 w aneksie).
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Rys. 11. Srednie wartoéci parametrow tekstury lipidow: twardosci i kleistosci (a)
wyznaczonych w tescie penetracji oraz smarownosci 1 przylegalnosci (b) wyznaczonych

w tescie smarownosci
Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; a-f — rozne litery
oznaczajg roznice istotne statystycznie pomiedzy warto$ciami $rednimi danego parametru (p < 0,05).
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Nalezy zwr6ci¢ uwage, ze pomiar sily penetracji (twardosci) i pomiar pracy $cinania
(smarownosci) przeprowadzany jest na probkach oleozeli o nienaruszonej strukturze, po
czym natychmiastowo nastepuje odpowiednio pomiar sity adhezji (kleistosci) i pomiar
pracy adhezji (przylegalno$ci) struktury uprzednio naruszonej. Zgodnie z Alvarez-Mitre
1 wsp. [2012] oleozele otrzymane z udziatem wosku kandelila s wrazliwe na dziatanie
czynnikdw mechanicznych. W tak krétkim czasie naruszona struktura oleozelu nie jest
W stanie si¢ odbudowac.

Innym bardzo waznym aspektem w badaniach wtasciwosci reologicznych lipidow
jest wptyw sit $cinajacych na ich zachowanie tiksotropowe. Wedhug Yilmaz i Ogiitcii
[2014] tiksotropia jest jedna z najistotniejszych wlasciwosci reologicznych przydatnych
w okresleniu mozliwos$ci zastosowania oleozeli w przemysle spozywczym. Parametrem,
ktory okresla stopien odbudowy struktury lipidow po ustaniu $cinania (przez okreslony
czas, w stalej temperaturze) jest wspotczynnik odzysku lepkosci [Doan i wsp. 2015].
Oleozele charakteryzowaly si¢ znaczaco nizszg wartoscig tego wspotczynnika
(w temperaturze 20°C), w porownaniu do oleju palmowego (81,26%), ktory wykazuje
wysoki poziom tzw. regeneracji tiksotropowej. Roznica ta zmniejszata si¢ w miarg
zwickszania stezenia WK w oleozelach, bowiem byta niemalze 8-krotna w przypadku
K3, zas$ okoto 4-krotna w przypadku K8. Podobny pod wzglgdem statystycznym poziom
odzysku lepkosci (12,33-12,77%) wykazywaly oleozele z 4%, 5% lub 6 % udzialem
wosku (rys. 12, tab. A2 w aneksie). W badaniach Doan i wsp. [2015] oleozel na bazie
oleju z otrebow ryzowych z 5% m/m udzialem wosku kandelila cechowat si¢ okoto 21,8%

odzyskiem lepkosci po $cinaniu W temperaturze 5°C.
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Rys. 12. Srednie wartosci wspotezynnika odzysku lepkosci lipidow
Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udziatem wosku kandelila; a-e — rozne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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4.1.5. Ocena wlasciwosci mikroreologicznych lipidow

Przebieg krzywych sredniego kwadratu przesuni¢cia (MSD) w czasie dekorelacji
obrazuje zmiany wlasciwosci mikroreologicznych uktadéw lipidowych podczas ich
zestalania, w kontrolowanej temperaturze (od 90°C do 20°C). Na rys. 13 przedstawiono
przyktadowe wykresy uzyskane w pracy. Zmiany wartosci MSD w czasie dekorelacji
(Jedna krzywa), wyznaczane przy uzyciu analizatora Rheolaser Master, sa proporcjonalne
do wiasnosci lepko-sprezystych wyznaczanych za pomocg reometru oscylacyjnego przy
wielu czgstotliwosciach [Larsen i Furst 2008]. Krzywe MSD w lewej, goérnej czesci
wykresu (niebieskie) otrzymano w czasie dziatania wysokiej temperatury (rys. 13).
Prostoliniowy przebieg krzywych MSD $§wiadczy o tym, ze probki byly plynne,
wykazujace zachowanie newtonowskie. Wraz z uptywem czasu i spadkiem temperatury
nastepowato obnizenie potozenia i nachylenia krzywej MSD. Nieprostoliniowy przebieg
krzywych wystapil w momencie przejscia z ptynu w zol, uzyskujac po pewnym czasie,
w wyniku przejScia z zolu w zel, charakterystyczny dla ciat lepko-sprezystych
»plaskowyz” w $rodkowym czasie dekorelacji (krzywe czerwone). Zaobserwowano
stosunkowo rownomierne zmniejszenie MSD podczas krystalizacji OP (rys. 13a).
W przypadku oleozeli zanotowano ,,cofnigcie” krzywej MSD, szczegolnie wyrazne np.
na rys. 13b, co moze $wiadczy¢ o ich dwuetapowym zestalaniu. Podobnych obserwacji
dokonali Palla i wsp. [2017] podczas chtodzenia oleozeli, w ktorych zastosowali
mieszaning  acylogliceroli  do  strukturyzowania  wysokooleinowego  oleju
stonecznikowego. Stwierdzili oni, ze przebieg krzywych jest charakterystyczny dla
substancji strukturyzujacej o ztozonym sktadzie chemicznym. W wosku kandelila
dominujg dwa rozne czynniki strukturyzujace, tj. estry woskowe (27-25%) i n-alkany
(50-65%) [Blake i wsp. 2014, Tinto i wsp. 2017].

Przeprowadzenie analizy wlasciwosci mikroreologicznych lipidow w  funkcji
temperatury (od 90°C do 20°C) i czasu (przez 24 h) umozliwito uzyskanie petnych profili
sktadajacych si¢ z kolejnych krzywych MSD, a co za tym idzie — informacji o przejsciu
fazowym z uktadu ptynnego, przez poiptynny, do stalego. Wyznaczono temperaturg
i czas krystalizacji lipidow — tzw. punkt krystalizacji (rys. 14, tab. A2 w aneksie).
OP ulegt krystalizacji w najnizszej temperaturze (okoto 29,4°C) i w najdtuzszym czasie
(okoto 500 min) sposréd wszystkich badanych lipidow. Kazdorazowe zwigkszenie
udzialu WK w oleozelu powodowato istotne statystycznie zwigkszenie temperatury

krystalizacji 1 skrocenie czasu trwania tego procesu. Czas krystalizacji oleozelu z 8%
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stezeniem wosku byt o okoto 41% krétszy, zas temperatura krystalizacji o okoto 14,5°C

wyzsza, w poréwnaniu do oleozelu z 3% udziatem tej substancji.
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Czas dekorelacji [=] Czas dekorelacji [5]
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Rys. 13. Przebieg krzywych MSD ($redniego kwadratu przesunigcia) wybranych lipidow
—a) OP, b) K3, c) K5, d) K7 w funkcji czasu (od 0 h do 24 h) i temperatury (od 90°C do
20°C)
Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; Zrodto: [Szymanska
i wsp. 2022].

Wykazano silng ujemna korelacja pomiedzy temperaturg a czasem krystalizacji
badanych probek (p = -0,97, R? = 0,94, p << 0,05) — rys. A1l w aneksie. Wijarnprecha
1 wsp. [2018] rowniez wykazali, ze wigkszy udziat wosku w uktadzie powoduje znaczacy
wzrost temperatury 1 skrocenie czasu krystalizacji oleozeli na bazie oleju z otrgbow
ryzowych. Oleozel z 3% udzialem wosku z otrebow ryzowych krystalizowat

w temperaturze 56°C, a z 10% stezeniem wosku juz w 70°C.
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Rys. 14. Srednie wartosci temperatury (a) i czasu (b) krystalizacji lipidow

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3- 8% udziatem wosku kandelila; a-g — rozne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie pomigdzy wartosciami $rednimi danego parametru (p < 0,05);
Zrédto: [Szymanska i wsp. 2022].

Przedstawione na rys. 15 krzywe MSD zestalonych lipidow (oleozeli i OP) oraz
ptynnej mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego (1:1) — OR-OL — wyraznie pokazuja
stopien zmian wtasciwosci mikroreologicznych mieszaniny OR-OL, strukturyzowanej za
pomoca 3-8% m/m WK, po 24 h studzenia statycznego z 90°C do 20°C. Na podstawie
krzywych  MSD  zestalonych lipidow  wyznaczono nast¢pujace  parametry
mikroreologiczne: indeks sprezystosci — El (odwrotnos¢ wartosci MSD w $rodkowym
czasie dekorelacji, tj. w zakresie od 10 1/s do 10 s), wspotczynnik rownowagi ciecz-ciato
state — SLB (warto§¢ MSD w s$rodkowym czasie dekorelacji), indeks lepkosci
makroskopowej — MVI (odwrotno$¢ wartosci MSD w dlugim czasie dekorelacji,
tj. powyzej 10 s).

Im wicksze stezenie wosku zastosowano, tym nizsza byta $rednia wartos¢ MSD
oleozeli, w stanie rdwnowagi lepko-sprezystej, co rzutowato na zwigkszenie wartosci El
I zmniejszenie wartosci SLB (rys. 16, tab. A2 w aneksie). Zarowno OP, jak i oleozele
charakteryzowaly si¢ wartoscia SLB < 0,5, co oznacza, ze dominowato zachowanie
reologiczne ciala stalego. Z kolei w badaniach Doan i wsp. [2018] takim wskaznikiem
byt stosunek warto$ci modutu utraty lepkosci (G”) do wartosci modutu sprezystosci (G).
Niska warto$¢ tego parametru pozwolita stwierdzi¢, ze oleozele na bazie oleju z otrgbow
ryzowych, z 1-5% m/m udzialem wosku stonecznikowego lub wosku jagodowego,
wykazywaty charakter ciat stalych. Zgodnie z Malkin i Isayev [2017] wlasciwosci probek

lepko-sprezystych utatwiajg klasyfikacje na silne zele, stabe zele i lepkie zole. Uznano,
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ze ,silne zele” powinny charakteryzowaé si¢ G”/G’ < 0,1. Takie kryterium speinia
wylacznie oleozel z 8% stezeniem wosku kandelila, dla ktérego wartos¢ SLB wyniosta
okoto 0,08 nm? (rys. 16). Ten sam lipid charakteryzowal si¢ najwyzsza wartoscia MVI
(37,24 x 10 nm) —rys. 17. Oleozele K3, K4 i K5 nie roznity si¢ pod wzgledem $redniej
wartos$ci tego parametru mikroreologicznego. Z kolei oprocz K8, lipid K7 wykazywat si¢

wyzsza wartosciag MVI od OP (okoto 11,45 x 10 nm™).
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Rys. 15. Krzywe MSD lipidéw po 24 h (20°C)
Objasnienia: OR-OL — mieszanina olejow rafinowanych rzepakowego i Inianego w stosunku 1:1, OP —olej
palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udziatem WK; Zrédlo: [Szymanska i wsp. 2022].
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Rys. 16. Srednie wartosci indeksu sprezystosci (EI) oraz wspétezynnika rownowagi
ciecz-ciato state (SLB) zestalonych lipidow

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; a-g — rozne litery
oznaczajg roznice istotne statystycznie pomigdzy warto$ciami $rednimi danego parametru (p < 0,05);
Zrédto: [Szymanska i wsp. 2022].
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Rys. 17. Srednie wartosci indeksu lepkosci makroskopowej (MVI) zestalonych lipidow
Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; a-f — rozne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05); Zrédto: [Szymanska i wsp. 2022].

Stwierdzono silne ujemne korelacje pomigedzy parametrami MVI a SLB (p = -0,98,
R?= 0,96, p << 0,05) — rys. A2 w aneksie, a takze silng dodatnig korelacj¢ pomigdzy El
a MVI (p = 0,93, R> = 0,86, p << 0,05) lipidow — rys. A3 w aneksie. Ponadto
zaobserwowano, ze oleozele o wyzszej temperaturze topnienia (rys. 10, tab. Al
w aneksie) charakteryzowaty si¢ wigkszg sprezystoscig (rys. 16, tab. A2 w aneksie).
Podobne spostrzezenia mieli Holey i wsp. [2021]. Z kolei Barroso i wsp. [2020]
zauwazyli, ze oleozele, ktére wykazywaty mniejsza zdolno$¢ wigzania oleju, cechowaty
si¢ nizszymi warto§ciami parametrow reologicznych (G’, G”), co wynikalo z mniejsze;j

stabilno$ci strukturalne;.

4.1.6. Analiza stabilnosci fizycznej lipidow

Najczegs$ciej pojawiajaca sie¢ w literaturze przedmiotu metodg okreslania stabilnosci
fizycznej oleozeli jest tradycyjna metoda wir6wkowa, w ramach ktorej oceniany jest
jedynie efekt koncowy pomiaru, tj. stosunek masy oleozelu po wirowaniu (p0 usunigciu
wycieku) i masy oleozelu przed wirowaniem [Ogiitcu and Y1lmaz 2014, Mohanan i wsp.
2020, Yang i wsp. 2020, Barroso i wsp. 2020]. Ponadto poréwnujac uzyskane wyniki
stabilnosci do tluszczu konwencjonalnego, w literaturze zazwyczaj nie uwzgledniano
migracji frakcji ciektej w samym lipidzie, lecz zaktadano, ze brak wycieku $wiadczy
0 100% stabilnosci probek. Takie pomiary byly bowiem ukierunkowane na okreslenie
zdolnoséci zwiazania oleju W oleozelu [Co i Marangoni 2012, Ogiitcii i Yilmaz 2015,
Onacik-Giir i wsp. 2017]. Dlatego zardwno oleozele, jak i OP zbadano w tradycyjnym

tescie wirowkowym. Istotnej destabilizacji podczas wirowania lipidow w temperaturze
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20°C ulegt OP. Olej zostal uwolniony w niewielkiej ilo$ci (wskaznik stabilnosci okoto
99,7%) wylacznie z oleozelu z 3% stgzeniem WK (rys. 18, tab. A3 w aneksie). Podobny
wynik uzyskali Ogiitcii i Yilmaz [2014] dla oleozelu na bazie oliwy virgin z 10%
udzialem monoacylogliceroli (MAG). Wowczas 3% stezenie MAG skutkowato
stabilno$cig na poziomie okoto 62,3%. Z kolei Onacik-Giir i wsp. [2017] badaty
stabilno$¢ oleozeli na bazie wysokooleinowego oleju stonecznikowego otrzymanych
z udzialem réznych substancji strukturyzujacych w ilosci 3%. Wykazaty, ze oleozele z
WK i oleozel z MAG charakteryzowaty si¢ stabilnoscig na poziomie odpowiednio 100%
1 69% w temperaturze 20°C.

Zwigkszenie temperatury od 20°C do 30°C spowodowato wyciek oleju réwniez
z pozostatych oleozeli (K4-K7), z wyjatkiem K8, ktory wykazywat 100% stabilnos¢
(rys. 18). Wartos$¢ wskaznika stabilnosci OP zmniejszyta si¢ z okoto 94% do okoto 70%.
Wraz ze wzrostem stezenia WK wzrosta opornos¢ oleozeli na dziatanie sity odsrodkowe;j
w temperaturze 30°C (rys. 18, tab. A3 w aneksie). Wykazano silng korelacj¢ dodatnia
pomiedzy $Srednimi warto$ciami wskaznikdéw stabilnosci lipidow w temperaturze 30°C

a temperatur ich topnienia (p = 0,96; R>> 0,91, p << 0,05) — rys. A4 w aneksie.
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Rys. 18. Srednie wartosci wskaznika Stabilnosci lipidow w temperaturze 20°C (a) lub
30°C (b), wyznaczonego tradycyjng metoda wir6wkowa

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; a-f — rozne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj lipidu), p < 0,05; A-B — rozne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: temperatura), p < 0,05.
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Stabilnos¢ fizyczng lipidow zbadano rowniez metoda, ktora opiera si¢ na pomiarze
intensywnosci §wiatta przechodzacego przez probke poddang wirowaniu. Okreslana jest
jako metoda przyspieszonej analizy stabilnosci wiréwkowej. Wykorzystuje tzw.
technologie STEP (z ang. Space- and Time-resolved Extinction Profiles) pozwalajaca na
cykliczny pomiar transmisji $wiatta w funkcji czasu i polozenia probki (analizator
LUMiSizer). Umozliwia wezesne wykrycie i §ledzenie zmian zachodzacych w strukturze
badanego materialu, w tym lipidow jadalnych [Onacik-Giir i wsp. 2017, Szymanska
i wsp. 2020a].

Na podstawie przebiegu krzywych transmisji $wiatta w funkcji czasu (rys. 19)
stwierdzono, ze w OP nastgpowala migracja czastek frakcji cieklej i ich laczenie
w klarowng warstwe na powierzchni (widoczng jako wysoki pik z lewej strony wykresu).
Zmiany poziomu transmisji $wiatta przez probki oleozeli w temperaturze 20°C byty
niewielkie, dlatego nie zaobserwowano wyraznych zmian ksztattu profili. Wigksza
srednia intensywno$¢ transmisji $wiatla przez prébki oleozeli (w 20°C) mogta by¢
zwigzana z nizszymi warto$ciami wspotczynnikow nieprzezroczystosci tych lipidow (rys.
8b). Poziom transmisji $wiatla przez probke K3 przed destabilizacja si¢ggat okoto 37%,
za$ w przypadku K7 i OP — odpowiednio okoto 20% i 8% (rys. 19a).

W wyniku zadania wyzszej temperatury podczas analizy (30°C), nastgpito
przyspieszenie procesu destabilizacji lipidow (rys. 19b). Zaobserwowano ogdlne
zwigkszenie transmisji $wiatla (przesuniecie krzywych w gorna cze$¢ wykresu), co moze
by¢ zwigzane ze stopieniem si¢ czesci krysztatow lipidowych. Jednakze brak klarownej
warstwy na powierzchni oleozeli sugeruje, ze nie utracity one zdolnosci do utrzymywania
oleju w swojej strukturze. Przebieg profili transmisji byt tym mniej intensywny, im
wigksza zawartos¢ wosku w uktadzie. W przypadku OP odnotowano znacznie wigksza
ilo$¢ wydzielonej frakcji ciektej w temperaturze 30°C (ponad dwukrotnie szerszy pik na
wykresie), w poréwnaniu do probki wirowanej w temperaturze 20°C (rys. 19b).

Wskaznikami stopnia opornosci lipidow na dzialanie sity odsrodkowej moga by¢
réwniez indeksy niestabilno$ci, wyznaczane na podstawie profili transmisji $wiatta przez
wirowane probki [Onacik-Gur 1 wsp. 2017, Szymanska i wsp. 2020a, Szymanska
1 wsp. 2022]. Wartos¢ tego parametru dla wszystkich badanych lipidow wzrosta wraz ze

zwigkszeniem temperatury analizy z 20°C do 30°C (rys. 20, tab. A3 w aneksie).
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Rys. 19. Profile transmisji $wiatta przez probki wybranych lipidow w funkcji czasu
wirowania w temperaturze 20°C (a) lub 30°C (b)

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udzialem wosku kandelila; Zrodto: [Szymanska
i wsp. 2022].

Stezenie wosku w oleozelu miato wptyw na jego stabilnos$¢ fizyczng. Jego udziat na
poziomie 3% lub 4% skutkowat istotnie wyzszymi wartosciami indeksu niestabilnosci

(p < 0,05), w porownaniu do pozostatych oleozeli. Pomimo tego K3 i K4 byly $rednio
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ponad 7-krotnie bardziej stabilne od oleju palmowego w temperaturze 20°C (warto$¢
indeksu niestabilnoéci — 25,5 x 102). W temperaturze 30°C nastapito okoto 2,5-krotne
zwigkszenie wartosci indeksu niestabilnosci OP. Zaobserwowano, ze zrdéznicowanie
w stabilno$ci pomigdzy oleozelami zmalato w wyzszej temperaturze analizy (30°C).
Przyktadowo, $rednia warto$¢ indeksu niestabilno$ci dla K8 w temperaturze 20°C byta
okolo 17-krotnie nizsza od wartosci dla K3, a w temperaturze 30°C juz tylko okoto
3,5-krotnie.

020°C m30°C

Indeks niestabilno$ci x 102 [-]

OP K3 K4 K5 K6 K7 K8
Rodzaj lipidu

Rys. 20. Srednie wartosci indeksu niestabilnosci lipidow, wyznaczonego metoda

wielokrotnego rozpraszania $§wiatta, w temperaturze 20°C lub 30°C

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udziatem wosku kandelila; a-e — rozne litery
oznaczajg roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj lipidu), p < 0,05; A-B — rozne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: temperatura), p < 0,05; Zrodto: [Szymanska
i wsp. 2022].

Okuro 1 wsp. [2018] wykazali istotny wplyw rodzaju i stgzenia substancji
strukturyzujacej na zdolno$¢ wiazania oleju w strukturze, wyrazang przez wspotczynnik
stabilno$ci wirowkowej (w %). Wedlug Jang 1 wsp. [2015] w celu uzyskania stabilnych
struktur oleozelowych wymagane jest zastosowanie 3-6% st¢zenia wosku kandelila.
W badaniach Borriello i wsp. [2021] zwigkszanie stezenia wosku pszczelego (z 4% do
8%), zastosowanego do strukturyzowania oleju z pestek dyni, rzutowato na zwigkszanie
stabilno$ci wirdwkowej otrzymanych oleozeli (lipidow strukturyzowanych) z 61,91% do

95,85%.
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W pracy przeanalizowano réwniez stabilno$¢ fizyczng lipidow poddanych jedynie
oddzialywaniu sit grawitacji. Miarg stabilnosci lipidow byta ilos¢ wycieku [%] w czasie
72 h. W temperaturze 20°C zaobserwowano wyciek z OP i K3 (po 24 h), natomiast
pozostate lipidy byty w pehni stabilne przez 72 h (rys. 21a, tab. A3 w aneksie).

W temperaturze 30°C struktura pozostata nienaruszona wylacznie w przypadku K8.
Podobnie jak w testach wirbwkowych, najmniej stabilny byt olej palmowy (rys. 21b). Po
72 h w temperaturze 30°C maksymalny wyciek frakcji ciektej OP wynosit powyzej 36%,
czyli prawie 19-krotnie wigcej niz w temperaturze 20°C. Z kolei ilos¢ wycieku dla lipidu
K3 wyniosta okoto 15%, natomiast w przypadku K5 nie przekroczyta 6% (rys. 21b).
Stwierdzono, ze zastosowanie WK umozliwia otrzymanie lipidow strukturyzowanych
o wiekszej stabilnosci fizycznej w temperaturach 20°C i 30°C, w poréwnaniu do OP.
Z kolei Blake i wsp. [2014] wykazali, ze oleozel na bazie oleju rzepakowego z 2%
stezeniem WK charakteryzowat si¢ istotnie mniejszym wyciekiem maksymalnym (okoto
11,1%) w temperaturze 40°C przez 24 h, w poréwnaniu do oleozelu z 4% stezeniem
wosku karnauba (okoto 31,4%), co rowniez potwierdza, ze WK jest wysoce skutecznym
czynnikiem strukturyzujacym oleje roslinne.

Stwierdzono silne dodatnie korelacje pomigdzy warto$ciami indeksu niestabilno$ci
a iloscia wycieku zaréwno w temperaturze 20°C, jak i w 30°C (p > 0,94; R?> 0,88,
p << 0,05) —rys. A5 w aneksie.

Na podstawie ilosci wycieku w tescie grawitacyjnym obliczono wskazniki szybkosci
zmian stabilno$ci lipidow w czasie 72 h (tab. 7). Pierwsze ubytki masy z OP
w temperaturze 30°C odnotowano po 0,75 h, natomiast z K3 i K4 — juz po 0,25 h Wraz
ze wzrostem stezenia wosku, destabilizacja oleozeli przebiegala znacznie wolniej
i z mniejsza intensywnos$cia. Szybko§¢ wycieku (Sw) z OP i K3 w temperaturze 30°C
byta odpowiednio okoto 17- i 21-krotnie wigksza niz w temperaturze 20°C. Ponadto
rownania linii trendu krzywych wskazujg na liniowy wzrost ilosci wycieku z OP 1 K3
w temperaturze 20°C oraz K5, K6 1 K7 w temperaturze 30°C. Z kolei destabilizacja OP,
K3 i K4 w temperaturze 30°C miata przebieg logarytmiczny (tab. 7).

Wedtug Blake i wsp. [2014] oraz Blake i wsp. [2018] wigzanie oleju w strukturze
oleozelowej mozna rozpatrywac¢ W dwoch perspektywach. Mianowicie czg$¢ oleju, ktory
stosunkowo szybko wydostaje si¢ z uktadu, to frakcja fizycznie uwi¢ziona, lecz
niezwigzana z powierzchnig sieci krystalicznej. Natomiast cze$¢ oleju, ktory nie
wydostaje sie ze struktury badz jest uwalniany w dhugim czasie, to frakcja zwigzana lub

zaadsorbowana na powierzchni krysztalow. W zwigzku z powyzszym mozna stwierdzi¢,
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ze bardziej intensywny wyciek z OP, K3 i K4 w temperaturze 30°C moglt by¢

spowodowany nie tylko uwalnianiem frakcji uwigzionej, lecz niezwigzanej, ale rowniez

zaadsorbowanej lub zwigzanej z krysztatami tworzacymi sie¢ krystaliczng.
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Rys. 21. Srednia ilo$¢ wycieku frakeji ciektej lipidow w temperaturze 20°C (a) lub 30°C

(b) w czasie 72 h

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udziatem wosku kandelila;
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Tabela 7. Parametry stabilno$ci grawitacyjnej lipidow w temperaturze 20°C lub 30°C
w czasie 72 h

Rodzaj Parametry
lipidu TemFoeé?t“ra V[\(’;;] Cu[h] | Sw[l/h] | Réwnanie linii trendu | R’
op 20 1,94 24 0,03 y =0,0266x — 0,0847 | 0,96
30 36,78 075 | 051 | y=62225In(x)+2,9559 | 0,90
K3 20 089 | 24 0,01 y=0,0122x — 0,0387 | 0,96
30 15,02 025 | 021 y = 2,582In(x) + 4,6814 | 0,97
K4 20 0 - - - -
30 10,95 025 | 015 | y=1,9098In(x)+2,6909 | 0,97
Ks 20 0 - - - -
30 5,88 6 0,08 y=0,0833x  0,0238 | 0,95
K6 20 0 - - - -
30 3,64 6 0,05 y =0,0532x — 0,0769 | 0,98
K7 20 0 - - - -
30 2,22 6 0,03 y=0,0323x — 0,059 | 0,98
ks 20 0 - - - -
30 0 - - - -

Objasnienia: OP — olej palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% udziatem wosku kandelila; Wmax — wyciek
maksymalny [%]; Cw— czas pojawienia si¢ pierwszego wycieku [h]; Sw— szybkos¢ wycieku w przeliczeniu
na 1 godzing [1/h]; Znak ,,-” oznacza brak wycieku (probka w pelni stabilna);

4.1.7. Analiza statystyczna i podsumowanie etapu |

W celu podsumowania etapu I, uzyskane wyniki badan poddano wiclowymiarowe;j
analizie statystycznej — sktadowych glownych z klasyfikacja (PCA). Analizie poddano
18 wybranych parametroéw, ktore w najwiekszym stopniu opisywaty wplyw stezenia WK
na wiasciwosci lipidow.

Analiza PCA pozwolita na wyr6znienie dwoch czynnikow gtownych (sktadowych),
ktore wyjasniaty 60,65% (czynnik 1) i 34,89% (czynnik 2) wariancji — sumarycznie
95,54% (rys. 22). Pierwsza skladowa w najwickszym stopniu opisuja nastepujace
zmienne: $rednia dlugo$¢ krysztatdéw, temperatura topnienia, temperatura i czas
krystalizacji, wspotczynnik odzysku lepkosci, wskazniki stabilno$ci wiréwkowej,
indeksy niestabilnos$ci i ilos¢ wycieku w temperaturze 20°C i 30°C. Z kolei na druga
sktadowa najwigkszy wpltyw majg parametry: barwy (wskaznik nieprzezroczystoSci
I indeks zazotcenia), tekstury (twardosc i kleistos¢) i mikroreologiczne (El, MVI, SLB)
(tab. 8).
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Rys. 22. Wykres osypiska

Tabela 8. Wspoétczynniki korelacji pomigdzy czynnikami a zmiennymi

. Wspélczynnik korelacji (p)
Zmienna - .
Czynnik 1 Czynnik 2
Wnp 0,05 -0,89
Yl 0,61 0,78
Dk -0,91 -0,41
Tm 0,97 -0,24
Tk 0,91 -0,40
Ck -0,98 0,14
Tw 0,50 -0,86
Kl 0,32 -0,89
Wod -0,82 -0,57
El 0,23 -0,96
MVI 0,41 -0,81
SLB -0,56 0,77
Ws20 0,91 0,42
WSs30 0,98 -0,06
In20 -0,94 -0,33
In30 -0,94 -0,34
w20 -0,94 -0,17
w30 -0,99 -0,06

Objasnienia: Wnp — wspolczynnik nieprzezroczystosci [-], indeks zazotcenia [-], DK — srednia dtugo$¢ krysztatow
[um], Tm — temperatura topnienia [°C], Tk — temperatura krystalizacji [°C], Ck — czas krystalizacji [min], Tw —
twardo$¢ [N], KI —kleistos¢ [N], Wod — wskaznik odzysku lepkosci [%], El — indeks sprezystosci [nm?], MVI —
indeks lepkoéci makroskopowej [nm?], SLB — wspétczynnik rownowagi ciecz-ciato state [nm?], Ws20 —
wskaznik stabilnosci wird6wkowej w temp. 20°C [%], Ws30 — wskaznik stabilno$ci wirdéwkowej w temp. 30°C
[96], In20 — indeks niestabilnosci w temp. 20°C [-], In30 -indeks niestabilnosci w temp. 30°C [-], Iw20 — ilo$¢
wycieku w temp. 20°C [%], Iw30 — ilo$¢ wycieku w temp. 30°C [%].
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W ukladzie dwoch sktadowych gtownych zostaty przedstawione wektory badanych
wlasnosci oleozeli 1 OP (rys. 23a). Znaczaca dlugos$¢ wszystkich wektorow (siggajacych
okregu) wskazuje, ze udzial kazdej zmiennej w ksztaltowaniu dwoch pierwszych
sktadowych jest bardzo duzy. Im mniejszy kat pomigdzy wektorami, tym wigksza
korelacja dodatnia pomigdzy zmiennymi, ktore reprezentuja. Z kolei im kat blizszy 180°,
tym silniejsza korelacja ujemna.

Zaobserwowano silne korelacje dodatnie pomiedzy indeksami niestabilnos$ci i ilo$cig
wycieku (In20/30 i Iw20/30) czy pomiedzy parametrami mikroreologicznymi (EIl i MVI)
I teksturalnymi (Tw i Kl). Z kolei silne korelacje ujemne wystapity m.in. pomiedzy
warto$ciami Tm i Ck, SLB i Tw czy In20 i Ws20. Natomiast dla przyktadu wektory Dk
i MVI badz Wod i SLB tworzg kat prosty, co $wiadczy o braku korelacji pomigdzy tymi
parametrami. Wystepujace korelacje potwierdzaja wykresy rozrzutu zmiennych na
plaszczyznie, wspdtczynniki korelacji (p) i wspdlczynniki determinacji (R?) (Rys. Al).
Rys. 23b pokazuje zréznicowanie przypadkow (uktadow lipidowych) pod wzgledem
badanych wilasciwosci. Im punkty potozone blizej siebie, tym wigksze podobienstwo
pomiedzy lipidami. Najwieksze réznice wystepuja pomiedzy OP i oleozelami

z najmniejsza (K3) i najwickszg zawartoscig wosku kandelila (K8).
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Rys. 23. Projekcja zmiennych (a) oraz projekcja przypadkow (b) na plaszczyzne

czynnikow

Objasnienia jak pod tab. 7 i tab. 8; Probki w zielonym obramowaniu wykazywaty podobienstwo.
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Na podstawie wynikow badan przeprowadzonych w etapie I wykazano, ze
strukturyzowanie mieszaniny rafinowanych olejow rzepakowego i Inianego (1:1) za
pomocg wosku kandelila w ilo$ci 3-8% m/m umozliwia otrzymanie lipidow o wigkszej
stabilnos$ci fizycznej od oleju palmowego.

Oleozel z najwyzszym stezeniem wosku kandelila (8% m/m) wyeliminowano
z dalszych badan, ze wzgledu na wysoka temperatur¢ topnienia (powyzej 50°C),
najwyzszg twardos¢ 1 zwigzane z tym utrudnienia technologiczne w przygotowywaniu
emulsji oraz minimalizacje zawartosci wosku w produkcie koncowym. Pozostate lipidy
zostaty wykorzystane w etapie Il do otrzymywania emulsji O/W (30/70 m/m) typu

$mietanka.

4.2. Etap Il: Ocena wplywu rodzaju fazy lipidowej na wlasciwosci emulsji typu
$Smietanka
4.2.1. Dobor czasu sonikacji emulsji

Bardzo waznym ectapem w projektowaniu emulsji jest ustalenie odpowiednich
parametrow procesu. Wtasciwe warunki homogenizacji zalezg od sktadu recepturowego
emulsji, w tym od charakterystyki oleju, emulgatora czy stabilizatoroéw rozpuszczalnych
w wodzie. W procesie tym nastgpuje redukcja wielkoSci czastek rozproszonych
I w efekcie zwigkszenie stabilno$ci emulsji, jednak jego nieumiej¢tne przeprowadzenie
moze przynies$¢ skutek odwrotny do zamierzonego [Kaltsa i wsp. 2014, Taha i wsp. 2018,
Belgheisi i wsp. 2021].

W badaniach zmierzajacych do ustalenia wlasciwego czasu sonikacji wykorzystano
emulsje na bazie oleju palmowego (EP) i oleozelu z najmniejszym stezeniem wosku
(EK3). Celem byto uzyskanie stabilnych uktadéw z minimalnym niezbgdnym stezeniem
WK, przy mozliwe tagodnych warunkach przetwarzania. Czas sonikacji istotnie wptynat
na badane parametry (gestos$¢ energii, temperaturg, Srednig wielko$¢ czgstek lipidowych,
wspotczynnik dyspersyjnosci, indeks lepkosci makroskopowej i indeks niestabilnosci
emulsji). Kazdorazowe wydtuzenie czasu sonikacji o 1 min powodowato zwigckszenie
gestosci energii i temperatury uktadu odpowiednio o okoto 27,5 J/g i okoto 1,6°C (tab.
9). Dluzszy czas homogenizacji powodowat uzyskanie mniejszych rozmiaréw czgstek
lipidowych, nizszego wspotczynnika dyspersyjnosci, indeksu niestabilno$ci i wiekszej
lepko$ci makroskopowej (rys. 24a-d, tab. A4 w aneksie). Jednak po 4 min sonikacji, przy

dalszym zwigkszeniu lepkosci emuls;ji (rys. 24c), nastapito zmniejszenie ich stabilnosci
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(rys. 24d). Zbyt dluga homogenizacja moze prowadzi¢ do cze¢sciowej denaturacji biatka

1 wigkszej podatnosci uktadu na destabilizacje.

Tabela 9. Parametry homogenizacji ultradzwickowej (sonikacji)

Czas sonikacji Energia Gestos¢ energii Maksymalna
[min] dostarczona [W]* [J/9] temperatura [°C]
1 276+0,3 58,6 0,3

2 4642 55,3+0,3 60,2+0,2

3 82,7+0,4 61,9+0,3

4 110,2+0,4 63,5+0,3

Objasnienia: * odczyt w czasie pracy urzadzenia

Wedlug Taha i wsp. [2018] homogenizacja ultradzwigkowa moze korzystnie
wplywaé na struktur¢ bialek sojowych, prowadzac do szybszej i bardziej efektywnej
adsorpcji biatka na granicy styku olej-woda, a zarazem utworzenia grubszej i silniejszej
btony na powierzchni zdyspergowanych czastek lipidowych. W poréwnaniu z tradycyjna
homogenizacja mechaniczng, sonikacja moze generowa¢ mniejsze rozmiary czastek
lipidowych, a zarazem wigksza stabilno$¢ emulsji. Z kolei Chandrapala i wsp. [2011] czy
Kaltsa i wsp. [2014] zwrécili uwage na ryzyko przegrzania uktadu i zmniejszenia
aktywnosci emulgujacej (hydrofobowosci powierzchni) biatlek w wyniku nadmiernej
ekspozycji na ultradzwigki, generujace ciepto. W zwiazku z tym celowe jest stosowanie
jak najkrotszej sonikacji.

Najwigkszg stabilnos¢ obu emulsji uzyskano po 3 min sonikacji (rys. 24d). Skrocenie
tego procesu emulsyfikacji do 2,5 min wykazato, ze jest to czas wystarczajacy, aby
otrzyma¢ roéwnie wysoka stabilno$¢ fizyczng emulsji, przy mniejszym przyroScie
lepkosci, a tym samym w nizszej temperaturze i Przy mniejszym zuzyciu energii (tab. 9,
rys. 24c-d, tab. A4 w aneksie). W zwiazku z tym w badaniach wtasciwych zastosowano
czas sonikacji, wynoszacy 2,5 min (gesto$¢ energii — 69,1 + 0,4 J/g, maksymalna
temperatura — 61,0 + 0,3°C).
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Rys. 24. Srednie wielkosci czastek lipidowych (a), wartosci wspotczynnika
dyspersyjnosci (b), indeksu lepkosci makroskopowej (c) i indeksu niestabilnosci (d)
emulsji typu $mietanka na bazie oleju palmowego — EP lub oleozelu z 3% stezeniem
wosku kandelila — EK3.

a-e — rozne litery oznaczajg roznice istotne statystycznie pomiedzy warto$ciami $rednimi dla danego
wariantu (zmienna grupujaca: czas sonikacji), p < 0,05.

4.2.2. Analiza wplywu rodzaju fazy lipidowej na parametry barwy emulsji
W etapie 1l modelowe emulsje weganskie typu $mietanka (probki doswiadczalne),
otrzymane z udziatem oleju palmowego (EP) lub lipidéw strukturyzowanych (EK3-7),
zbadano pod katem wiasciwosci fizycznych, w tym parametrow barwy. Porownano ich
wlasciwosci z wyprodukowang w warunkach przemystowych i stabilizowang karagenem
$mietanka (SM) — odzwierzecym odpowiednikiem weganskich analogéw $mietanki.
Zbadano réwniez barwe napoju sojowego (NS), ze wzgledu na duzy wptyw rodzaju fazy

ciggtej na cechy otrzymanej emulsji.
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Zaobserwowano podobiefistwo emulsji SM i EK3 pod wzgledem warto$ci parametru
L*, swiadczacego o jasnosci probek. Z kolei napdj sojowy, ktory stanowit faze wodna
emulsji typu $mietanka, znaczaco rdznit sie¢ od ww. emulsji, wykazujgc m.in. 0 okoto
10% nizsza warto$¢ parametru L*. W $mietance wykazano istotnie statystycznie nizszg
srednig warto$¢ parametru a* (wigkszy udzial barwy zielonej) 1 wyzsza $rednig wartos¢
parametru b* (wigkszy udzial barwy zoéttej), w pordwnaniu do pozostalych emulsji.
Stwierdzono, ze zarowno rodzaj fazy lipidowej, jak i rodzaj fazy wodnej moze mieé
znaczagcy wpltyw na barwe emulsji. Podobnie Wozniak i wsp. [2021] wykazali wplyw
stgzenia substancji zaggszczajacej 1 skladu fazy lipidowej na zrdéznicowanie barwy
emulsji. Wraz ze zwigkszaniem stgzenia polisacharydow i udziatu oleju z nasion konopi
w fazie lipidowej emulsji zwigkszata si¢ warto§¢ parametru b*, §wiadczac o wigkszym
udziale barwy zottej tych uktadéw. Z kolei w badaniach Granato i Masson [2010]
najwickszg warto$cig parametru b* charakteryzowala si¢ emulsja z najwigkszym
udziatem biatka sojowego (3% m/m) w skladzie.

W oparciu o $rednie wartos$ci AE, mieszczace sie¢ W zakresie 5,43-6,07, stwierdzono
wyrazne roznice w barwie pomiedzy SM i emulsjami na bazie OP lub oleozeli (rys. 25,
tab. 10). Zgodnie z Chudy i wsp. [2016], przy 4E > 5,0 obserwator moze odnie$¢ wrazenie
dwoch roznych barw. Z kolei przy AE < 1,0 réznice w barwie moga by¢ niezauwazalne
nawet dla do$wiadczonego obserwatora, co znalazto odzwierciedlenie w pordwnaniu
emulsji na bazie oleozeli do emulsji na bazie oleju palmowego (4E: 0,27-0,70) badz
emulsji na bazie oleozeli do emulsji z najmniejszym udziatem wosku w fazie lipidowe;j

(4E: 0,36-0,54).

- —— o ——— .
SM EP EK3 EK4 EK5 EK6 EK7

Rys. 25. Zdjecia probek emulsji O/W typu $mietanka
Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
Z 3%, 4%, 5%, 6% lub 7% udzialem wosku kandelila

Na podstawie podstawowych sktadowych barwy L*, a* i b* wyznaczono indeksy

bieli (WI) i indeksy zazotcenia (Y1). Emulsje na bazie OP i emulsje na bazie oleozeli
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EK3-EK7) charakteryzowatly sie wyzsza warto$cia indeksu bieli (0 okoto 5%) i nizsz
( ) ry y si¢ wyzsza 3 ( ) a

warto$cig indeksu zazdlcenia (o okolo 39%), w poréwnaniu do S$mietanki
wyprodukowanej w warunkach przemystowych i stabilizowanej karagenem (SM). Nie
zaobserwowano jednak istotnych statystycznie roznic pomiedzy EP a EK6 1 EK7 (rys.
26). Solah i wsp. [2007] wykazali, ze zard6wno thuszcz, jak i biatka ksztattuja barwe mleka.
Dowiedli oni, ze zwigkszenie udziatu thuszczu mlecznego zwicksza stopien zazoétcenia
mleka, a zwickszenic zawartosci biatka w mleku powoduje zwickszenie wartosci

wskaznika bieli.

Tabela 10. Srednie warto$ci parametrow barwy badanych emulsji i napoju sojowego

Ef:lflfil L* [] a* [ b* [-] AEsu [1 | AEer [ | AEexs [
SM 90,44+ 0,27 | -1,28%+ 0,08 | 14,63% £ 0,25 - - -

NS 81,622+ 0,26 | -0,02¢+ 0,01 | 18,05¢+ 0,05 - - -

EP 90,86°+ 0,07 | -0,66°+ 0,07 | 9,26°+ 0,06 5,43 + 0,30 - -

EK3 90,68+ 0,18 | -0,57°+ 0,05 | 8,61%+ 0,07 6,07+0,37[ 0,70+0,13 -

EK4 90,90°+ 0,12 | -0,60°+ 0,07 | 8,84%+0,17 | 5,85+0,29| 0,43+0,10| 0,39+0,15
EK5 90,81°+ 0,07 | -0,58°+ 0,07 | 8,88*+0,10 | 5,81+0,23| 0,40+0,15| 0,36+0,17
EK®6 90,88°+ 0,07 | -0,61°+ 0,04 | 8,97*°+0,16 | 572+0,30| 0,32+0,16| 0,44+0,14
EK7 90,87+ 0,14 | -0,61°+0,06 | 9,07*°+0,15 | 5,63+0,22| 0,27 +0,16| 0.54+0:25

Objasnienia: SM — $émietanka, NS — napdj sojowy, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie
oleozelu z 3-7% udzialem wosku kandelila, 4Esm — catkowita rdéznica w barwie w poréwnaniu do $mietanki, 4ENs -
calkowita r6znica w barwie w poréwnaniu do napoju sojowego, 4Eep — catkowita réznica w barwie w poréwnaniu do
emulsji na bazie oleju palmowego; a-d — rozne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05);
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Rys. 26. Srednie wartosci indeksu bieli (a) i indeksu zazotcenia (b) emulsji
Objasnienia: SM — émietanka, NS — napéj sojowy, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja
na bazie oleozelu z 3-7% udzialem wosku kandelila; a-d — rézne litery oznaczajg rdznice istotne
statystycznie (p < 0,05).

92



4.2.3. Analiza wplywu rodzaju fazy lipidowej na rozklad i Srednia wielko$¢
czastek lipidowych emulsji

Przedstawione na rys. 27a srednie wielkosci czgstek lipidowych badanych emuls;ji
wyznaczono metoda mikroskopii optycznej (rys. A6 w aneksie). Najwieksze wartosci
tego parametru stwierdzono w SM (okoto 1,81 um), jednak nie roznity si¢ one istotnie
statystycznie od emulsji na bazie oleozeli z 6 lub 7% stezeniem WK. Najmniejszymi
srednimi wielko$ciami czgstek zdyspergowanych charakteryzowaty si¢ emulsje na bazie
oleozeli z 3%, 4% lub 5% stezeniem wosku i EP (tab. A5 w aneksie). Wozniak i wsp.
[2021] podkreslili, ze zredukowanie rozmiarow czastek fazy wewnetrznej (rozproszonej)
obniza prawdopodobienstwo wczesnej destabilizacji emulsji. Srednie wielkosci czastek
fazy rozproszonej wyznaczone metodg mikroskopowa byty silnie dodatnio skorelowane
z wynikami otrzymanymi przy uzyciu metody statycznego, wielokrotnego rozpraszania
$wiatha (p = 0,95; R?=0,90; p = 0,0011) — rys. 27b — potwierdzajac przydatno$é metody
mikroskopowej do okreslenia wielko$ci czastek lipidowych, stanowigcych faze
wewnetrzng emulsji typu $mietanka. Wedlug Denkova i wsp. [2004] i Kaltsa i wsp.
[2013] mikroskopia optyczna jest prawdopodobnie najbardziej doktadng sposrod
istniejagcych ogolnych metod okreslania wielkosci czastek lipidowych emulsji. Pomimo
iz jest czasochtonna, wykorzystuje si¢ ja w badaniach naukowych, w ktorych wymagane

sg bardzo doktadne wyniki pomiaréw.
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Rys. 27. Srednie wielkosci czastek lipidowych (a) oraz korelacje $rednich wielkosci
czastek lipidowych emulsji wyznaczonych metoda mikroskopii optycznej i metoda
statycznego wielokrotnego rozpraszania §wiatta (b)

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-c — rézne litery oznaczaja réznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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Srednia wielko$é czastek to jednak parametr zbyt ogdlny, zeby szczegdtowo
wnioskowa¢ o stabilno$ci emulsji. W zwigzku z tym wyznaczono rozktady wielkosci
czastek lipidowych, na podstawie ktorych okreslono liczbe dominujacych frakcji czastek
o danej wielkosci (rys. 28) i obliczono wspotezynniki dyspersyjnosci (rys. 29). Im wezszy
rozktad wielkos$ci czastek, mniejsza liczba frakcji i nizsza warto$¢ wspotczynnika
dyspersyjnosci, tym wieksze podobienstwo emulsji do uktadu monodyspersyjnego, czyli
wykazujacego wicksza stabilno$é fizyczng [Kowalska i Zbikowska 2013, McClements
2015, Cabrera-Trujillo i wsp. 2018, Maphosa i Jideani 2018].

Na podstawie krzywych dyferencyjnych (rys. 28) stwierdzono, ze wszystkie emulsje
charakteryzowaly si¢ jednofrakcyjnym (unimodalnym) rozkladem wielkosci czastek
lipidowych. Najnizsze wartosci wspotczynnika dyspersyjnosci (0,80-0,85) uzyskano dla
emulsji z oleozelami z 3%, 4% i 5% zawartoscig wosku (EK3-EKS5). Z kolei emulsje na
bazie pozostalych lipidow strukturyzowanych (K6 i K7) wykazywaly istotnie
statystycznie wyzsze warto$ci tego parametru, W odniesieniu do EP (0,92). Smietanka
charakteryzowata si¢ najwigkszym wspotczynnikiem dyspersyjnosci wsrdéd badanych
probek, a zarazem o okoto 30% wyzsza jego wartoscig, w poréwnaniu do EK3 (rys. 29,
tab. A5 w aneksie). W zwiazku z tym, emulsje na bazie oleozeli lub OP mogty
wykazywaé sie wieksza stabilnoscia fizyczng niz SM, stabilizowana karagenem.
Prawdopodobnie bylo to efektem wysokiej skutecznosci homogenizacji ultradzwigkowej,
zastosowanej do sporzadzenia emulsji doswiadczalnych. Natomiast ich zrdéznicowanie
mikrostrukturalne wynikato gléwnie ze sktadu i1 zjawiska rekrystalizacji lipidow podczas
statycznego studzenia. Obecnos¢ licznych, duzych krysztatow lipidowych w emuls;ji
sprzyja laczeniu si¢ czastek lipidowych w wigksze agregaty [McClements 2015, Munk
i Andersen 2015]. Olej palmowy charakteryzowal si¢ najwigkszymi krysztatami
lipidowymi sposrod badanych lipidow (tab. 6). Wyzsze wartoSci wspolczynnika
dyspersyjnosci EK6 1 EK7 mogly wynika¢ z wigkszej liczebnosci krysztatow,
w poréwnaniu do pozostatych oleozeli (rys. 9). W zwigzku z powyzszym mozna
stwierdzi¢, ze st¢zenie WK w fazie lipidowej emulsji na poziomie > 6% m/m, moze
utrudnia¢ dyspergowanie lipidow strukturyzowanych w fazie wodnej. Munk i wsp.
[2019] udowodnili, ze po emulsyfikacji oleozeli z faza wodng, w temperaturze powyzej
temperatury topnienia tych lipidéow, nie nastepuje odbudowanie pierwotnej struktury
oleozeli, lecz zachodzi migracja wiekszosci czasteczek substancji strukturyzujacej do

granicy faz lipid—woda, gdzie tworza otoczke wokot czastek lipidowych.

94



Zhang i wsp. [2020] wykazali, ze obecnos¢ wosku moze sprzyjaé¢ otrzymywaniu
emulsji Pickeringa typu O/W, o mniejszych wielkosciach i wezszym rozktadzie wielkosci
czastek lipidowych. Wosk zwigksza hydrofobowos$¢ powierzchni czastek rozproszonych,
a tym samym ich odpychanie elektrostatyczne, wptywajac na zwigkszenie stabilno$ci

fizycznej emulsji (w tym opornos$ci na $§mietankowanie).
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Rys. 28. Rozktady wielkosci (krzywe dyferencyjne) czastek lipidowych emulsji
Objasnienia: SM — émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila,;
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Rys. 29. Srednie warto$ci wspotczynnika dyspersyjnosci emulsji

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-d — r6zne litery oznaczajg roznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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4.2.4. Analiza wplywu rodzaju fazy lipidowej na wlasciwosci reologiczne
emulsji poddanych $cinaniu
Analizujagc wlasciwosci reologiczne emulsji stwierdzono, ze wraz ze zwigkszajgcg si¢
szybkoscig $cinania nastepowato logarytmiczne zmniejszenie lepkosci i zwigkszenie
napre¢zenia stycznego, CO przedstawiaja krzywe lepkosci (rys. 30a) i krzywe ptynigcia
(rys. 30b). Krzywe opisano modelem matematycznym Ostwalda’e-Wale’a, uzyskujac
stopien dopasowania modelu na poziomie co najmniej 95% (tab. 11). Wraz ze
zwickszaniem stezenia WK w fazie lipidowej zwigkszata si¢ warto$¢ wspotczynnika
konsystencji (K) i zmniejszata warto$¢ wyktadnika ptynigcia (n) emulsji na bazie oleozeli.
Smietanka i EP charakteryzowaly si¢ mniejsza lepkoscia i wigksza zdolnoscig do
ptynigcia. Wszystkie emulsje charakteryzowaly si¢ wartoscig wykladnika ptynigcia
n < 1,0 (tab. 11). Stwierdzono, ze SM i weganskie emulsje typu $mietanka wykazywaty
cechy ptynéw nienewtonowskich rozrzedzanych §cinaniem, bez granicy ptynigcia. Do
podobnych wnioskow doszli Anihouvi i wsp. [2013], ktorzy badali modelowe emulsje
typu O/W otrzymane z 30% m/m udziatem réznych lipidow laurynowych. Na podstawie
$rednich wartosci wyktadnika ptynigcia emulsji (tab. 11) stwierdzono, ze SM i EP naleza
do emuls;ji o niskiej pseudoplastycznosci (0,77-0,80), natomiast EK6 i EK7 do emulsji
0 wysokiej pseudoplastycznosci (0,56-0,59) [Goyal i wsp. 2015]. Badane przez Goyal
i wsp. [2015] emulsje O/W z olejem Inianym (12,5% m/m), stabilizowane koncentratem
biatek serwatkowych (w st¢zeniu 5,0-12,5% m/m), charakteryzowaty si¢ bardzo wysoka
pseudoplastycznoscia, a zarazem wartos$cig parametru n w zakresie od 0,206 do 0,591.
Wysokie wspotczynniki zmiennosci lepkosci — Wz (> 20%) wskazywatly na znaczaca
wrazliwo$¢ uktadu na dziatanie sit $cinajacych. Warto$¢ tego parametru rosta wraz ze
zwigkszajaca si¢ lepkoscia pozorng uktadu, zatem dla EK7 byta okoto 2-krotnie wyzsza,
w porownaniu z EK3 (tab. 11). Zauwazyli to rowniez Quintana-Martinez i wsp. [2018],
ktorzy analizowali wtasciwosci reologiczne emulsji O/W z rdzng zawartos$ciag gumy guar
i lecytyny. Wigksze stgzenie zagestnika przyczynito sig nie tylko do zwigkszenia lepkosci
pozornej emulsji, ale rowniez stopnia jej rozrzedzenia $cinaniem. Wedtug Pal [2000]
duzy wpltyw na lepko$¢ emulsji rozrzedzanych $cinaniem ma wielko$¢ czastek
lipidowych. Przy ich redukowaniu moze nastepowac znaczne zwigkszenie lepkosci, zas
wraz ze zmniejszeniem rozmiardw czastek zdyspergowanych zwigksza sie¢ stopien
rozrzedzenia emulsji poddanych $cinaniu.
Wykazano silng dodatnig korelacje pomiedzy $rednimi warto$ciami K emulsji
i temperatury topnienia lipidow, stanowigcych faze lipidowa emulsji (p = 0,98; R? = 0,96;
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p = 0,00016) (rys. A7). Anihouvi i wsp. [2013] oraz Kupongsak i Sathitvorapojjana
[2017] potwierdzili wystgpowanie zaleznosCi pomiedzy topliwoscia lipidow
1 wlasciwosciami reologicznymi emulsji, otrzymanych z ich udzialem. Scott i wsp.
[2003], ktorzy przeprowadzili badania nad reformulacjg $mietanki, emulgujac roézne
frakcje bezwodnego tluszczu mlecznego (20% m/m) z mlekiem odtluszczonym,
wykazali, ze emulsje zawierajace frakcje sredniotopliwa (26°C) cechowaty sie wigksza

lepkos$cig pozorng od $mietanki naturalnej z frakcjg niskotopliwg (18°C).
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Rys. 30. Krzywe lepkosci (a) 1 krzywe ptynigcia (b) emulsji
Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila,;
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Tabela 11. Srednie wartoéci parametrow reologicznych modelu matematycznego
Ostwalde’a-Wale’a opisujace krzywe lepkosci i krzywe ptynigcia emulsji

Rodzaj probki K [mPa:s] n[-] R? Wz [%0]

SM 81,612+ 4,03 0,809+ 0,02 0,97 22,102+ 0,73
EP 90,810 + 4,64 0,774+ 0,01 0,96 23,57°+ 1,07
EK3 172,77°+ 4,90 0,72°+ 0,01 0,98 27,04+ 0,73
EK4 221,409+ 3,92 0,67°+ 0,01 0,97 30,514+ 1,50
EK5 254,16° + 4,66 0,65 + 0,01 0,95 35,37¢ £ 1,03
EKG6 293,877+ 3,92 0,592+ 0,01 0,95 46,217+ 0,91
EK7 304,837+ 5,23 0,562+ 0,01 0,96 52,509 + 0,87

Objasnienia: SM — émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udzialem wosku kandelila; K — wspofczynnik konsystencji, n — wykladnik plyniecia, R? —
wspolczynnik determinacji (stopien dopasowania modelu); Wz — wspotczynnik zmiennosci lepkosci;
a-g — rozne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05).

4.25. Analiza wplywu rodzaju fazy lipidowej na wlasciwosci
mikroreologiczne emulsji

Emulsje poddano analizie wlasciwosci mikroreologicznych nicinwazyjng metoda
spektroskopii fal dyfuzyjnych, ktora opiera si¢ na migracji czastek pod wptywem ruchow
Browna [Pasqua i wsp. 2014]. Wyznaczono krzywe S$redniego przesunigcia
kwadratowego czagstek (MSD) w funkcji czasu dekorelacji, ktore pozwalaja na
scharakteryzowanie wtasciwosci lepkich 1 lepko-sprezystych probki. Liniowe
zwickszenie wartosci MSD w czasie dekorelacji informuje o swobodnym ruchu czastek,
co jest charakterystyczne dla uktadu ,,czysto lepkiego” [Moschakis i wsp. 2013, Xu i wsp.
2017]. Na rys. 31 przedstawiono reprezentatywne krzywe MSD dla kazdej badanej
emulsji. Ich przebieg jest zblizony do linii prostej. Stwierdzono, ze wszystkie emulsje
wykazywaly charakter cieczy. Do podobnych wnioskow doszli Xu i wsp. [2017],
analizujac wihasciwosci mikroreologiczne emulsji z p-karotenem, stabilizowanych
izolatem biatek serwatkowych z dodatkiem 0,1%, 0,2% lub 0,3% m/m lub bez dodatku
tzw. gumy Inianej (hydrokoloidu z nasion Inu).

Smietanka wyprodukowana w warunkach przemystowych i stabilizowana
karagenem nie roznita si¢ istotnie statystycznie zarowno od EP, jak i od EK3, pod
wzgledem wartosci indeksu sprezystosci (El). Pozostate probki na bazie oleozeli
wykazywaly wyzsze wartosci El od ww. emulsji. Nie stwierdzono istotnej zaleznosci
pomiedzy stezeniem WK w fazie lipidowej a indeksem sprgzystosci emulsji. Probki EK4,
EK6 i EK7 cechowaty podobne wartosci El, w poréwnaniu z EK4. Najwyzsze wartosci

indeksu sprezystosci (okoto 2-krotnie wyzsze od EP) okreslono dla EK5 (rys. 32).
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Stwierdzono, ze emulsja na bazie oleozelu z 5% st¢zeniem wosku kandelila (EK5) mogta
charakteryzowaé si¢ najwickszym stopniem upakowania czasteczek w strukturze
wewnetrznej, a zarazem wigksza stabilnoscig fizyczng. Zdaniem Degrand 1 wsp. [2016]
oraz Medronho i wsp. [2018] zwigkszenie sprezystosci uktadu moze by¢ zwigzane ze
zmniejszeniem wielko$ci czastek lipidowych, a zarazem zwigkszeniem ich liczebnosci,

ograniczajacej swobodne przemieszczanie si¢ w uktadzie.

—i— 5M
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EK3
—i— [k4
—d— EK5
—— EKG
—p— T

MSD [nun?]
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Rys. 31. Krzywe MSD emulsji w funkcji czasu dekorelacji
Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila,;

Srednie warto$ci wspotczynnika réwnowagi ciecz-ciato stale (SLB) badanych
emulsji wynosity > 0,5 (rys. 32), co potwierdza, ze w tych probkach dominowato
zachowanie zblizone do cieczy [Pasqua i wsp. 2014]. Emulsje doswiadczalne miaty
znacznie nizsze wartosci SLB niz $mietanka. Najnizsze wartosci tego parametru (0 okoto
30% nizsze, w poréwnaniu do SM) odnotowano dla EK6 i EK7 (rys. 32). Stwierdzono,
ze stezenie WK w fazie lipidowej emulsji miato istotny wpltyw na jej wlasciwos$ci
mikroreologiczne. Wykazano silng korelacje dodatnig pomigdzy $rednimi warto$ciami
SLB i wyktadnika ptyniecia n (p = 0,90; R> = 0,80; p = 0,0064) — rys. A8
w aneksie. Mozna zatem stwierdzi¢, ze im wyzsza warto$¢ SLB, tym wieksza zdolnos¢
emulsji do ptyniecia. Wedtug Wang i wsp. [2018] wysoka wartos¢ SLB, swiadczaca
o duzej ruchliwosci czastek rozproszonych w emulsji, moze by¢ zwigzana z sedymentacja

czastek 1 separacja faz emuls;ji.
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Rys. 32. Srednie wartosci indeksu sprezystosci (EI) i wspotczynnika rownowagi ciecz-
cialo-state (SLB) emulsji

Objasnienia: SM — $émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udzialem wosku kandelila; a-d — rézne litery oznaczaja roznice istotne statystycznie pomigdzy
warto$ciami §rednimi dla danego parametru (p < 0,05).

Smietanka i emulsja na bazie OP wykazywaty podobienstwo (p > 0,05) pod
wzgledem $redniej wartos$ci indeksu lepkosci makroskopowej (MVI) —rys. 33. Jednak juz
emulsja na bazie oleozelu z najmniejszym udziatem WK (3% m/m) cechowata si¢
okoto 1,5-krotnie wyzsza wartoscig MVI (2,19 x 10° nm), w poréwnaniu do SM i EP.
Zwigkszenie stezenia Wosku w fazie lipidowej emulsji przyczynit si¢ do zwigkszenia
lepkosci emulsji. W przypadku EK7 $rednia wartos¢ MVI byta o okoto 67% wyzsza

w porownaniu do EK3.
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Rys. 33. Srednie wartosci indeksu lepkosci makroskopowej (MV1) emulsji

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-d — rdzne litery oznaczajg réznice istotne statystycznie (p < 0,05).

MVI x 10° [nm2]
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Wykazano silng dodatnig korelacj¢ pomigdzy $rednimi warto§ciami wspotczynnika
konsystencji (K) i indeksu lepkosci makroskopowej (MVI) emulsji (p = 0,99; R?= 0,98;
p =0,00001) — rys. A9 w aneksie.

4.2.6. Analiza wplywu rodzaju fazy lipidowej na stabilnos¢ fizyczna emulsji
Przeanalizowano stabilnos¢ fizyczng weganskich emulsji typu $mietanka (probek
doswiadczalnych) 1 $mietanki stabilizowanej karagenem (probki poréwnawczej),
poddanych dziataniu sity odsrodkowej (4000 obr/min przez 50 min) w temperaturze
20°C, przy jednoczesnym pomiarze intensywnosci $wiatla transmitowanego przez catg
objetos¢ probki. Na podstawie wyznaczonych profili transmisji §wiatta w funkcji czasu
i potozenia probek (tzw. odciskow palca, z ang. fingerprints) mozna zidentyfikowac typy
mechanizméow destabilizacji zachodzacych w probkach w czasie badania [Dammak
i Sobral 2018, Wang i wsp. 2018].

We wszystkich emulsjach zaobserwowano zapoczatkowanie flotacji czastek
lipidowych, czyli tzw. $mietankowanie, przejawiajace si¢ zmniejszeniem koncentracji
czastek (zwigkszeniem transmisji) w dolnej czgsci uktadu (prawa strona wykresu) —
rys. 34. Obecno$¢ wyzszego i szerszego piku na wykresie oznacza wigksze zmiany, ktore
zaszty w emulsji podczas wirowania. Dlatego w oparciu 0 sam wyglad profili transmisji
mozna stwierdzié, ze SM byla mniej stabilna, w poréwnaniu do pozostatych emulsji.

Na podstawie uzyskanych profili transmisji wyznaczono indeksy niestabilnosci
emulsji (rys. 35a) i $rednie predkosci czastek w polu wirowania (rys. 35b). Catkowity
indeks niestabilnosci informuje o koncowym efekcie destabilizacji. Z kolei krzywa
przedstawiajgca zmiany warto$ci tego parametru w czasie trwania analizy (rys. 36)
odzwierciedla dynamike tego procesu. Drugi parametr pozwala na rozrdznienie probek
o podobnej stabilnosci na podstawie ruchliwo$ci czastek podczas pomiaru [Lerche
1 Sobisch 2011, Primozic 1 wsp. 2018]. W badaniach uzyskano ujemne wartosci $redniej
predkosci czastek w polu wirowania dla wszystkich probek. Znak ,,-” przy wartosci
sredniej §wiadczy o migracji czastek w gorng cze$¢ uktadu [Lerche i Sobisch 2011].
Wyniki te przedstawiono jako wielkosci dodatnie, w celu utatwienia ich interpretacji
(rys. 35b).

Emulsje na bazie lipidéw strukturyzowanych nie roznity si¢ pod wzgledem wartosci
obu ww. parametrow (p < 0,05). Emulsja na bazie oleju palmowego (EP) cechowata si¢
okolo 2-krotnie wyzsza wartos$cig catkowitego indeksu niestabilnosci i okoto 10-krotnie

wicksza predkoscia czastek, w poréwnaniu do emulsji na bazie oleozeli. Z kolei SM
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charakteryzowata si¢ okoto 2-krotnie nizszg stabilnoscig od EP (rys. 35a-b, rys. 36,
tab. A6 w aneksie). Najnizsza oporno$é SM na dziatanie sity odsrodkowej mogta by¢
zwigzana z najnizszg wartoscig wspotczynnika konsystencji (wigksza zdolnoscig do
plyniecia) — tab. 11, najwyzszymi wartosciami $redniej wielkosci czastek lipidowych
(rys. 27) 1 wspotczynnika dyspersyjnosci (rys. 29), ktore swiadcza o wickszej podatnosci

emulsji na destabilizacje.
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Rys. 34. Profile transmisji $wiatla w funkcji czasu i polozenia probek emulsji,

po 24 h w temperaturze 20°C (LUMiSizer)
Objasnienia: SM — émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila;

Wykazano, ze rodzaj fazy lipidowej wywiera istotny wptyw na stabilno$¢ fizyczna
emulsji O/W typu $mietanka. Wigksza stabilno$¢ emulsji na bazie lipidow
strukturyzowanych mogla wynikac ze struktury zdyspergowanych czastek lipidowych.
Mozna przypuszczaé, ze dochodzi do migracji czasteczek WK do przestrzeni
migdzyfazowej 1 utworzenie dodatkowej warstwy od strony hydrofobowej. Takie
zjawisko zaobserwowali Munk i wsp. [2019] w emulsjach O/W na bazie oleozeli
stabilizowanych  etyloceluloza, ktore otrzymano w wyniku homogenizacji

w temperaturze powyzej temperatury topnienia oleozeli.
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Rys. 35. Srednie warto$ci indeksu niestabilnosci (a) i predkosci czastek w polu wirowania
(b) emulsji (LUMiSizer)

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-c — r6zne litery oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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Rys. 36. Zmiany wartosci indekséw niestabilno$ci podczas wirowania emulsji
(LUMiSizer)

Objasnienia: SM — émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udzialem wosku kandelila.

Ponadto nalezy zwrdci¢ uwage, ze emulsje typu $mietanka zostaly sporzadzone
w temperaturze okoto 61°C, czyli nizszej od temperatury topnienia WK (> 70°C), zatem
jego czasteczki mogty zosta¢ zredukowane do mniejszych rozmiaréw pod wplywem
sonikacji, determinujac jednocze$nie wicksza stabilno$¢ emulsji. W takich warunkach
temperaturowych olej palmowy byl plynny i1 klarowny (bez krysztaldéw), za$ po

emulsyfikacji nastgpila jego rekrystalizacja w fazie wewnetrznej emulsji. Zgodnie z Sato
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I wsp. [2013] powolna krystalizacja OP w temperaturze 20°C sprzyja powstawaniu
duzych krysztatow lipidowych, ktore wedlug McClements [2015] moga przenika¢ do

innych czastek rozproszonych (powodujac ich agregacje¢) i sprzyjac destabilizacji emuls;ji.

4.2.7. Analiza wplywu rodzaju fazy lipidowej na stabilno$é¢ emulsji
poddanych dzialaniu stresu sSrodowiskowego

Otrzymane emulsje postanowiono rozpatrywac jako potencjalne weganskie analogi
stodkiej $mietanki do zup lub sosow. Produkty takie charakteryzujg si¢ zréznicowanym
pH, sitg jonowg i przed spozyciem mogg by¢ poddawane obrobcee cieplnej. W zwigzku
z praktycznym aspektem pracy przeanalizowano stabilnos¢ emulsji po poddaniu ich
dziataniu stresu S$rodowiskowego. Zastosowano: wysoka temperature (ogrzewanie
w temperaturze 90 + 1°C przez 30 min, nastepnie Studzenie statyczne w temperaturze
20 + 1°C przez 3 h), cykl zamrazanie-rozmrazanie (zamrazanie w temperaturze -18 + 1°C
na 24 h, nastgpnie rozmrazanic w 20 £+ 1°C przez 3 h), zmiang pH (emulsje
zdyspergowano w roztworach o pH 5, 7 lub 9 w stosunku 1:1 obj./obj., nastepnie
pozostawiono w temperaturze 20 + 1°C na 24 h), zmianeg sily jonowej (emulsje
zdyspergowano w roztworach NaCl o stezeniu: 0 M, 0,05 M, 0,10 M lub 0,15 M
w stosunku 1:1 obj./obj., nastgpnie pozostawiono w temperaturze 20 = 1°C na 24 h).
Stabilnos¢ probek okre§lono przy uzyciu analizatora LUMiSizer, a $rednig wielko$¢

czastek lipidowych oznaczono w aparacie Turbiscan Lab.

Stabilnos¢ emulsji poddanych dziataniu wysokiej temperatury

Na rys. 37 przedstawiono profile transmisji emulsji ogrzewanych w temperaturze
90°C przez 30 min. Zaobserwowano podobienstwo ksztattu uzyskanych profili do profili
emulsji ,,$wiezych” (rys. 34), co $wiadczy o wystepowaniu podobnych mechanizméw
destabilizacji. Jednak wyzszy poziom transmisji $wiatta w przypadku emulsji
ogrzewanych sugeruje wigkszg niestabilno$¢ probek, co potwierdzit wzrost wartosci
indeksu niestabilnosci wszystkich uktadéw. W temperaturze 90°C nastgpito stopienie
wszystkich krysztatow lipidowych wystepujacych w emulsjach, co zwigkszyto mobilnosé
czasteczek. Uktady na bazie lipidow strukturyzowanych wykazaly wigkszg stabilno$¢
termiczna od SM i EP. Moglo to mie¢ zwiazek z wyzsza temperatura topnienia oleozeli,
co zauwazyli rowniez Zhang i wsp. [2022]. Ponadto potaczenia biatkowo-lipidowe na

granicy faz mogly zwigkszy¢ opornos¢ emulsji na dziatanie wysokiej temperatury.
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Rys. 37. Profile transmisji §wiatta w funkcji czasu i potozenia prébek emulsji po cyklu

ogrzewanie w temperaturze 90°C przez 30 min (LUMIiSizer)
Objasnienia: SM — émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila.

Stezenie WK w fazie lipidowej emulsji ogrzewanych nie miato istotnego
statystycznie wplywu na stabilno§¢ wir6wkowa uktadow na bazie oleozeli (rys. 38,
tab. A7 w aneksie). Zaobserwowano, ze S$rednie wielkos$ci czastek lipidowych
w emulsjach po ogrzewaniu byty wieksze w przypadku SM, EP i EK3 (rys. 39, tab. A7
w aneksie), w pordwnaniu do ich ,,$wiezych” odpowiednikéw (rys. 27). Oprocz zjawiska
flotacji czastek lipidowych ($mietankowania) mogta nastapi¢ ich czgsciowa agregacja.

Do zmian stabilnosci emulsji moga przyczynia¢ si¢ modyfikacje wtasciwos$ci biatek.
Zdaniem Keerati-u-rai i Corredig [2009] ogrzewanie indukuje ich denaturacjg¢ i tworzenie
duzych agregatow biatkowych na powierzchni czastek zdyspergowanych Wedtug
Dapueto i wsp. [2019] wielko$¢ czastek lipidowych emulsji O/W (30/70) wzrasta wraz

ze zwigkszeniem stopnia denaturacji biatka w wyniku obrobki termiczne;.
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Rys. 38. Srednie wartosci indeksu niestabilnosci (a) oraz zmiany indeksu niestabilno$ci

(b) emulsji po ogrzewaniu w temperaturze 90°C przez 30 min (LUMiSizer)
Objasnienia: SM — $émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-c — rézne litery oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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Rys. 39. Srednie wielkosci czastek lipidowych emulsji po ogrzewaniu w temperaturze

90°C przez 30 min (Turbiscan Lab)
Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-c — r6zne litery oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05).

Stabilnos¢ emulsji poddanych cyklowi zamrazanie-rozmrazanie

Na rys. 40 przedstawiono profile transmisji $wiatta przez probki wczesniej
zamrozone i rozmrozone. Podczas wirowania nastapilo znaczne zwiekszenie natezenia
transmisji $§wiatta, zatem emulsje wykazywaty stosunkowo wysoka niestabilno$¢.

Nierownomierny przebieg krzywych profili (rys. 40) wskazuje na zréznicowang szybkos¢
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migracji czastek (wigksze migrujg szybciej niz mniejsze), co moze wynika¢ z rozktadu
polidyspersyjnego. Do podobnych wnioskéw doszli Dammak i Sobral [2018].
Najwigkszg niestabilnos$cig charakteryzowata si¢ emulsja na bazie oleju palmowego
(EP), bowiem juz pierwsza krzywa (0znaczona czarng strzatka na rys. 40) wskazywata
na wysoki poziom transmisji. Makroskopowy wyglad EP po rozmrozeniu przypominat
skrzep (widoczny na $ciankach probowki — zotta strzatka na rys. 40), co oznacza, ze Sam
cykl zamrazania i rozmrazania spowodowatl istotne zmniejszenie jej stabilnosci (na

skutek koagulacji).
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Rys. 40. Profile transmisji §wiatta w funkcji czasu i potozenia prébek emulsji po cyklu

zamrazanie-rozmrazanie (LUMiSizer)
Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila.

W efekcie odnotowano zwigkszenie indeksu niestabilnosci do wartosci powyzej 50
(rys. 41) 1 $redniej wielkos$ci czastek lipidowych do okoto 19,2 um (rys. 42). Mogto to
wynikaé z obecnosci bardzo duzych krysztalow lipidowych w fazie rozproszonej emulsji,
ktore ,,wystaja” poza warstwe miedzyfazowsg czastek lipidowych, zwiekszajac ryzyko ich

laczenia w wigksze skupiska. Faza lipidowa o wysokiej temperaturze topnienia podlega
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krystalizacji szybciej niz faza wodna podczas zamrazania, co rOwniez sprzyja agregacji
czastek rozproszonych [Chizawa i wsp. 2019]. Zaobserwowano, ze zastosowanie lipidow
wysokotopliwych do otrzymania emulsji pozwolitlo zapobiec zjawisku catkowitej
koalescencji (,,zalamania emulsji”) po rozmrozeniu — nawet w przypadku najmniej
stabilnej probki.

Stabilno$¢ SM byla wigksza od EP i jednocze$nie zblizona do emulsji na bazie
oleozeli (rys. 41, tab. A7 w aneksie). Z kolei emulsje na bazie oleozeli nie roznity sie
srednimi wielko$ciami czastek lipidowych (okoto 2,0-2,2 um), a w SM parametr ten
wzro6st od wartosci okoto 1,83 um (rys. 27) do okoto 7,4 um (rys. 42, tab. A7 w aneksie).
Czasteczki WK mogly wzmocni¢ warstwe migdzyfazowa i przyczynic si¢ do wickszej
adsorpcji biatka sojowego. Badania naukowe potwierdzajg, ze kompleksy bialek
z niektorymi substancjami (np. fosfolipidami, polisacharydami) zwigkszaja stabilno$¢
emulsji, w porownaniu do uktadow zawierajacych wylgcznie biatka [Degner i wsp. 2014,
Wang i wsp. 2017]. Najmniejszy spadek stabilno$ci nastapil w emulsji na bazie oleozelu
z 5% stezeniem wosku kandelila (EK5) — wartos$¢ indeksu niestabilno$ci nie przekroczyta

30 (rys. 41). Stosunkowo wysoka stabilno$¢ SM mogla wynikaé z obecnosci karagenu,

stabilizujacego uktad.
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Rys. 41. Srednie wartosci indeksu niestabilnoéci (a) oraz zmiany indeksu niestabilno$ci

(b) emulsji po cyklu zamrazanie-rozmrazanie (LUMiSizer)
Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-d — rdzne litery oznaczajg réznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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Rys. 42. Srednie wielko$ci czastek lipidowych emulsji po cyklu zamrazanie-rozmrazanie
(Turbiscan Lab)

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-c — r6zne litery oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05).

Stabilnos¢ emulsji w réznym pH srodowiska

Stabilno$¢ emulsji poddanych wirowaniu roznita si¢ w zalezno$ci od pH. Najwicksza
niestabilno$cig cechowaty si¢ probki zdyspergowane w srodowisku o pH rownym 5, czyli
w poblizu punktu izoelektrycznego (pl) biatek mleka i biatek sojowych. Nastgpito
zmniejszenie rozpuszczalno$ci bialek i przyspieszenie zjawiska §mietankowania, ktore
wystapito z wigkszg intensywnoscig w emulsjach doswiadczalnych (z napojem sojowym)
niz w $mietance mlecznej (rys. 43-44). Jednak ksztalt profili transmisji (regularny
przebieg krzywych, podobny poziom zwigkszajacej si¢ transmisji oraz ,,ostre czoto”
profilu — zaznaczone na wykresach za pomocg czarnej strzatki) pozwala przypuszczac,
ze emulsje EK3-7 i EP zachowaty unimodalny rozktad wielkosci czastek.

Emulsje doswiadczalne byty stosunkowo stabilne w srodowisku o pH rownym 7 i 9
(rys. 43-44) oraz nie wykazywaly istotnych statystycznie roznic w $rednich wielko$ciach
czastek lipidowych (rys. 45). Zhang 1 wsp. [2020] potwierdzili wysoka stabilno$¢ biatek
sojowych w pH > 6. Z kolei Mao i wsp. [2014] uzyskali najwyzsza stabilno$¢ emuls;ji
O/W na bazie strukturyzowanego MAG oleju sojowego, w pH rownym 7 i 9 (zakres pH:
od 3do 11).
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Rys. 43. Profile transmisji $wiatla w funkcji czasu i1 potozenia prébek emulsji

zdyspergowanych w roztworach o pH rownym 5, 7, 9, w stosunku obj. 1:1 (LUMiSizer)
Objasnienia: SM — émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
Z 3-7% udziatem wosku kandelila;
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Pomimo nizszej wartoéci indeksu niestabilnoéci SM od pozostalych emulsji, ksztatt
profilu transmisji §wiatta (nieregularne, ,,poszarpane” krzywe, zrdéznicowany poziom
transmisji) wskazuje na agregacje czastek lipidowych (rys. 43-44), co potwierdzito
zwickszenie $redniej wielkosci tych czastek (rys. 45, tab. A8 w aneksie). Podobne
spostrzezenia mieli Wu i wsp. [2017], uzyskujac znacznie wigksze $rednie wielkos$ci
czastek rozproszonych emulsji stabilizowanych biatkami serwatkowymi przy pH
w zakresie 4,0-5,5 (dostosowanym za pomocg roztworow NaOH lub HCI), w poréwnaniu
z emulsjami stabilizowanymi lecytyna, niejonowym surfaktantem (Polisorbat 80) lub
gumg arabska.

Mimo ze zaobserwowano znaczace zwigkszenie niestabilno$ci $mietanki po
zdyspergowaniu w $rodowisku o pH réwnym 9, to nie odnotowano réznic w $redniej
wielkos$ci czastek lipidowych, w porownaniu do pozostatych probek (rys. 43-45, tab. A8
w aneksie). W SM wystepuja dwa rodzaje biatek: serwatkowe i kazeinowe, ktore moga
wykazywac¢ zroznicowang oporno$¢ na zwigkszenie wartosci pH $rodowiska. Wedtug
Sinaga i wsp. [2017] w pH powyzej 8,5 micele kazeinowe moga ulega¢ dezintegracji
strukturalnej. Proces ten prawdopodobnie przyczynia si¢ do przyspieszenia
$mietankowania (flotacji) lub sedymentacji czastek lipidowych. W zwigzku z powyzszym
emulsje typu O/W (30/70 obj./obj.), otrzymane z udzialem biatlek sojowych zamiast
biatek mleka, moga wykazywaé wigksza oporno$¢ na destabilizacje¢ w $rodowisku

zasadowym.
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Rys. 44. Srednie wartosci indeksu niestabilno$ci (a) oraz zmiany indeksu niestabilnosci
podczas wirowania (b) emulsji zdyspergowanych w roztworach o pH réwnym 5, 7, 9,
w stosunku obj. 1:1 (LUMiSizer)

Objasnienia: SM — émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-c — rozne litery oznaczajg rdznice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05; A-C — rézne litery oznaczaja roéznice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: wartos¢ pH), p < 0,05.
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Rys. 45. Srednia wielko$Ci czastek lipidowych emulsji zdyspergowanych w roztworach
0 pH réwnym 5, 7, 9, w stosunku obj. 1:1 (Turbican Lab)

Objasnienia: SM — $émietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-b — rézne litery oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05; A-B — rozne litery oznaczaja roéznice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: wartos¢ pH), p < 0,05.

Stabilnos¢ emulsji pod wplywem zmian sily jonowej srodowiska

Emulsje poddano réwniez oddziatywaniu réznych sit jonowych, a nastepnie
przeanalizowano ich stabilno$¢ fizyczng. W tym celu emulsje zdyspergowano
w roztworach NaCl o stezeniach 0 M, 0,05 M, 0,10 M lub 0,15 M w stosunku
objetosciowym 1:1, i pozostawiono w temperaturze 20°C na 24 h przed badaniami.

Na podstawie uzyskanych profili transmisji (rys. 46) stwierdzono, ze we wszystkich
badanych emulsjach stosunkowo intensywnie postepowalo zjawisko flotacji czastek
lipidowych ($mietankowania). Niezaleznie od zastosowanego stezenia roztworu NaCl,
uzyskano profile ,,fingerprints” o ksztalcie charakterystycznym dla uktadow z rozktadem
polidyspersyjnym (rys. 46). Zarowno profile transmisji (rys. 46), jak i wartosci indeksu
niestabilnos$ci (rys. 47) wskazujg na zmniejszenie opornosci emulsji na dziatanie sity
odsrodkowej pod wplywem zwiekszenia Sity jonowej $rodowiska (st¢zenia chlorku
sodu). Natomiast nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic pomigdzy $rednimi
warto$ciami indeksu niestabilno$ci emulsji, zdyspergowanych w roztworze o tym samym
stezeniu NaCl. Jednakze odnotowano réznice pomiedzy probkami tej samej emulsji,
poddanej dziataniu réznych sit jonowych. Emulsje na bazie oleozeli z 6% lub 7%

stezeniem wosku, przy 0,15 M NaCl, charakteryzowaty si¢ najwigkszym przyrostem
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(okoto 2-krotnym) wartosci indeksu niestabilnosci, w poréwnaniu do emulsji
zdyspergowanej w $rodowisku o 0 M stezeniu NaCl. W przypadku SM i EP réznice te
byly okoto 1,5-krotne mniejsze (rys. 47, tab. A9 w aneksie). Znaczacy wplyw
zwigkszenia stezenia NaCl na przyspieszenie destabilizacji emulsji, otrzymanych

z udziatem lipidu strukturyzowanego, wykazali rowniez Mao i wsp. [2014].
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Rys. 46. Profile transmisji $wiatla w funkcji czasu i1 potozenia prébek emulsji
zdyspergowanych w roztworach NaCl o stezeniu 0 M, 0,05 M, 0,10 M lub 0,15 M,

w stosunku obj. 1:1 (LUMiSizer)
Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie
oleozelu z 3-7% udzialem wosku kandelila;
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Rys. 47. Srednie wartosci indeksu niestabilno$ci (a) oraz zmiany indeksu niestabilno$ci
podczas wirowania (b) emulsji zdyspergowanych w roztworach NaCl o stezeniu 0 M,
0,05 M, 0,10 M lub 0,15 M, w stosunku obj. 1:1 (LUMiSizer)

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-c — rézne litery oznaczaja rdznice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05; A-D — rézne litery oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: stezenie NaCl), p < 0,05.
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Zmiany sily jonowej $rodowiska spowodowaly zwigkszenie $redniej wielko$ci
czastek lipidowych wszystkich emulsji, jednak nie przekraczaty one rozmiarow 2,5 pm.
Najwicksze wartoéci tego parametru, przy 0,15 M NaCl, wykazano dla SM (okoto
2,46 um) i EK7 (okoto 2,26 um) — rys. 48, tab. A9 w aneksie. Przy zadanej sile jonowej
srodowiska (do 0,15 M NaCl) odpychanie elektrostatyczne czastek lipidowych emulsji
byto wystarczajaco silne, aby zapobiec procesowi deemulgacji uktadow. Zastosowanie
stezenia roztworu NaCl powyzej 0,15 M mogloby doprowadzi¢ do intensywnej flokulacji
czastek rozproszonych, tak jak w badaniach Taha i wsp. [2018]. Przypuszcza si¢, ze
krysztaly lipidowe obecne w fazie wewngtrznej emulsji moga zmniejsza¢ wrazliwosé
uktadéow na wysokie stgzenie chlorku sodu. Ponadto znaczne zwigkszenie S$redniej
wielkosci czastek rozproszonych emulsji, pod wplywem zwigkszania sity jonowe;j
srodowiska, jest czgstym zjawiskiem w przypadku emulsji otrzymanych z udzialem
olejow nieskrystalizowanych [Zhang i wsp. 2022]. Wedlug Munk i Andersen [2015]
substancje strukturyzujace uklady hydrofobowe (np. monoacyloglicerole), ktore sa
obecne w fazie lipidowej emulsji, moga tworzy¢ sie¢ krystaliczng, ktora unieruchamia

krople oleju i jednoczes$nie zapobiega separacji oleju z emulsji.
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Rys. 48. Srednia wielko$¢ czastek lipidowych emulsji zdyspergowanych w roztworach
NaCl o stezeniu 0 M, 0,05 M, 0,10 M lub 0,15 M, w stosunku obj. 1:1 (Turbiscan Lab)
Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udziatem wosku kandelila; a-b — rézne litery oznaczaja r6znice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05; A-B — rozne litery oznaczajg réznice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: stezenie NaCl), p < 0,05.
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4.2.8. Analiza statystyczna i podsumowanie etapu 11
Wyniki uzyskane w etapie Il poddano wielowymiarowej analizie statystycznej —
analizie sktadowych gtownych z klasyfikacja (PCA). Analizie poddano 19 wybranych
parametrow, ktore W najwickszym stopniu opisywaty wplyw rodzaju fazy lipidowej na
wlasciwos$ci emulsji typu $mietanka.
Wyodrgbniono dwie sktadowe gléwne (czynniki), ktore wyjasniaty 81,34%
wariancji: czynnik 1 —61,73%, czynnik 2 — 19,61% (rys. 49).

wiaw

Wartodé s

0 N e B L & T e e

Numer wart wiasnej

Rys. 49. Wykres osypiska

Wykazano, ze na pierwsza sktadowa najwigkszy wpltyw maja zmienne: indeksy bieli,
parametry reologiczne i mikroreologiczne (wspodtczynniki konsystencji, wyktadniki
plynigcia, indeksy lepkosci makroskopowej, indeksy sprezystosci, wspotczynniki
rOwnowagi ciecz-cialo stale) oraz indeksy niestabilnosci emulsji ,,$wiezych”,
ogrzewanych w temperaturze 90°C, zdyspergowanych w roztworach o réznym pH
(5, 7 Iub 9) lub w roztworach o najnizszej sile jonowej, tj. 0 M lub 0,05 M stezeniu NaCl
(1:1). Z kolei drugg sktadowa najlepiej opisuja zmienne: Srednie wielkosci czastek
lipidowych, wspdlczynniki dyspersyjnosci oraz indeksy niestabilno$ci emulsji
zdyspergowanych w roztworze o najwyzszej sile jonowej, tj. 0,15 M stgzeniu NaCl (1:1).
Wykazano mniej znaczaca korelacje pomigdzy czynnikiem 2 i indeksem niestabilnosci
emulsji po cyklu zamrazanie-rozmrazanie. Jedynie indeks niestabilnosci emulsji
zdyspergowanej w roztworze o 0,10 M stezeniu NaCl (1:1) nie miat istotnego wptywu na

ksztattowanie obu sktadowych gléwnych (tab. 12).
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Tabela 12. Wspotczynniki korelacji pomiedzy czynnikami a zmiennymi

Wspolcezynnik korelacji (p)
Zmienna
Czynnik 1 Czynnik 2

Wil -0,88 0,43
Wezl 0,41 -0,86
wd1 0,42 -0,78
K1 -0,89 -0,44
nl 0,86 0,49
MVI1 -0,92 -0,34
Ell -0,73 -0,40
SLB1 0,94 0,17
Inl 0,94 -0,32
Pczl 0,97 -0,21
In(z-r) 0,43 0,64
In(90) 0,91 -0,39
In(pHb5) -0,87 0,02
In(pH7) 0,88 0,16
In(pH9) 0,91 -0,36
In(0) 0,95 0,11
In(0,05) 0,82 0,06
In(0,1) 0,12 -0,17
In(0,15) -0,19 -0,74

Objasnienia: WI1 — indeks bieli [-], Wczl — $rednia wielko$¢ czastek lipidowych [um], Wd1l — wspotczynnik
dyspersyjnosci [-], K1 — wspotezynnik konsystencji [mPa-s], n1 — wyktadnik plyniecia [-], MVI1 — indeks lepkos$ci
makroskopowej [nm?], EI1 — indeks sprezystosci [nm?], SLB1 — wspdtczynnik réwnowagi ciecz-ciato state [nm?],
In1 — indeks niestabilnoséci emulsji $wiezych [-], Pczl — predkos¢ czastek emulsji $wiezych w polu wirowania [pum/s],
In(z-r) — indeks niestabilnosci emulsji po cyklu zamrazanie-rozmrazanie [-], In(90) — indeks niestabilno$ci emulsji po
ogrzewaniu w temp. 90°C przez 30 min [-], In(pH5/7/9) — indeks niestabilnosci emulsji zdyspergowanych
w roztworach o pH 5/7/9 w stosunku obj. 1:1 [-], In(0/0,05/0,10/0,15) — indeks niestabilnosci emulsji zdyspergowanych
w roztworach o 0/0,05/0,10/0,15 M stezeniu NaCl w stosunku obj. 1:1 [-].

Na rys. 50 przedstawiono wektory badanych wlasnosci emulsji typu $mietanka
w uktadzie dwoch wyodrebnionych sktadowych gtownych. Zmienne o najkrotszych
wektorach maja najmniejszy wplyw na ksztaltowanie dwoch pierwszych sktadowych
1 nalezg do nich: indeks niestabilno$ci emulsji po cyklu zamrazanie-rozmrazanie czy po
zdyspergowaniu emulsji w roztworach 0 0,05 M lub 0,15 M stezeniu chlorku sodu. Na
podstawie wielkosci katow pomiedzy wektorami zmiennych zaobserwowano silne
dodatnie korelacje miedzy: indeksami niestabilnosci emulsji ,,§wiezych” a indeksami
niestabilnosci po ogrzewaniu w temperaturze 90°C (In1-In(90)), wspotczynnikami
rownowagi ciecz-ciato state a indeksami niestabilnosci emulsji po zdyspergowaniu

w roztworze o pH réownym 7 w stosunku 1:1 (SLB1-In(pH7)), indeksami sprezysto$ci
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a wspotczynnikami konsystencji (EI11-K1), srednimi wielkosciami czastek lipidowych
a wspotczynnikami dyspersyjnosci (Wcz1-Wd1). Z kolei silne ujemne Kkorelacje
stwierdzono pomig¢dzy: indeksami bieli a indeksami niestabilno$ci emulsji po ogrzewaniu
w temperaturze 90°C (WI11-In(90)), indeksami lepko$ci makroskopowej a wyktadnikami
ptynigcia (MVI1-nl). Kat prosty pomigedzy wektorami, m.in. Wczl i K1 albo Wd1 i nl
oznacza, 7Ze zmienne nie s3 ze sobg skorelowane (rys. 50a). Rozmieszczenie przypadkow
(obiektow) na plaszczyznie czynnikow pozwala stwierdzi¢ istotne podobienstwo

pomiedzy emulsjami EK4 i EK5 oraz EK6 i EK7 (rys. 50b).
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Rys. 50. Projekcja zmiennych (a) oraz projekcja przypadkow (b) na ptlaszczyzne
czynnikow

Objasnienia jak pod rys. 48 i tab. 12; Probki w zielonym obramowaniu wykazywaty podobiefistwo.
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Podsumowujac wyniki badan przeprowadzonych w etapie Il stwierdzono, ze
zastosowanie lipidow strukturyzowanych (z udziatem wosku kandelila), otrzymanych na
bazie mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego (1:1), umozliwia otrzymanie emuls;ji
O/W o podobnej barwie, lecz wigkszej stabilnosci kinetycznej (w temperaturze 20°C),
w poréwnaniu do emulsji na bazie oleju palmowego badz $mietanki stabilizowanej
karagenem. Najlepsze efekty uzyskano w przypadku emulsji na bazie oleozeli z 3%, 4%
lub 5% stezeniem wosku kandelila (EK3, EK4, EKS). Jednak badania przeprowadzone
wylgcznie na probkach niepoddanych przechowywaniu nie umozliwiaja jednoznacznego
wskazania najlepszego wariantu. Dlatego w etapie Il emulsje poddano testowi

przechowalniczemu.

4.3. Etap I11: Okreslenie jakoSci emulsji i wydzielonych z nich lipidow w czasie
przechowywania
4.3.1. Analiza wplywu czasu przechowywania na zmiany pH i barwy emulsji

Wyznaczano warto$¢ pH emulsji na bazie oleju palmowego i oleozeli (z r6znym
stezeniem WK) oraz $mietanki, przechowywanych przez 28 dni w temperaturze 20°C.
Zgodnie z literaturg zmiany pH emulsji wptywaja na zmiany tadunku elektrycznego
biatek. W $rodowisku kwasowym, np. przy pH okolo 3,0, biatka maja charakter
kationowy, co uniemozliwia przylgczanie proutleniajacych kationéw metali, natomiast
pozwala na wigzanie przeciwutleniaczy z fadunkiem ujemnym i1 opdznianie przemian
oksydacyjnych lipidow [Genot i wsp. 2013, Sun i wsp. 2011]. Z kolei przy pH bliskim
punktowi izoelektrycznemu okre§lonych bialek, ich rozpuszczalno$¢ zmniejsza sie,
a zwigksza si¢ podatno$¢ emulsji na destabilizacje [McClements 2015, Wu i wsp. 2017].
Ponadto nalezy podkresli¢, ze stabilnosci fizyczna i oksydacyjna emulsji sg czesto
wzajemnie zalezne. Wysoki stopien utlenienia lipidow moze zmniejszy¢ oporno$¢
emulsji na dzialanie czynnikoéw fizycznych, natomiast niska stabilnos¢ fizyczna emulsji
moze sprzyja¢ przemianom oksydacyjnym fazy lipidowej [Sun 1 wsp. 2011, Meybodi
i wsp. 2014].

SM charakteryzowata sig $rednio o okoto 3% nizszym pH od weganskich emulsji na
bazie napoju sojowego. Emulsje doswiadczalne nie wykazywaty réznic w kwasowosci
czynnej, wyrazonej w wartosciach pH. Uzyskane wyniki (tab. 13) miescity si¢ w zakresie
wartosci przewidzianych dla swiezego mleka krowiego lub napoju sojowego. Wedtug
Abou-Dobara i wsp. [2016] wartos¢ pH tego typu produktow (,,$wiezych”) nie powinna

by¢ mniejsza od 6,6, co swiadczy o ich dobrej jakosci. Nie zaobserwowano istotnych
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statystycznie zmian pH emulsji w czasie 28 dni przechowywania. Na tej podstawie mozna

wykluczy¢ wptyw pH badanych emulsji na stabilnos¢ oksydacyjna i fizyczng w czasie

przechowywania.

Tabela 13. Srednie wartosci pH emulsji przechowywanych przez 28 dni w temp. 20°C

Rodzaj Czas przechowywania [dni]

emulsji 1 7 14 1 28

SM 6,68+ 0,03 | 6,674 +0,02 | 6,65*A+0,03 | 6,64*+0,04 | 6,63*A+ 0,05
EP 6,91% + 0,02 | 6,898+ 0,03 | 6,86*® + 0,04 | 6,85+ 0,03 | 6,85® + 0,04
EK3 6,90%8 + 0,02 | 6,91%8 + 0,02 | 6,902+ 0,03 | 6,88+ 0,03 | 6,85+ 0,04
EK4 6,922 + 0,03 | 6,90%® + 0,03 | 6,88+ 0,04 | 6,87%8+ 0,05 | 6,86°® £ 0,04
EK5 6,91%8 + 0,02 | 6,88 + 0,04 | 6,878+ 0,03 | 6,86+ 0,04 | 6,85+ 0,05
EK6 6,91%8 + 0,03 | 6,88%® + 0,03 | 6,862 + 0,03 | 6,85+ 0,04 | 6,84%® + 0,05
EKY7 6,908 + 0,03 | 6,898 + 0,02 | 6,872+ 0,04 | 6,86°®+ 0,03 | 6,84 + 0,04

Objasnienia: SM — $mietanka (probka pordwnawcza), EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja
z oleozelem z 3%, 4%, 5%, 6% lub 7% m/m wosku kandelila; a-b — rézne litery w wierszu oznaczaja
roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: czas przechowywania), p < 0,05; A-B — rozne litery w
kolumnie oznaczaja rdznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05.

Przeanalizowano wptyw czasu przechowywania emulsji na parametry barwy L*, a*,
b* (tab. A10 w aneksie), indeksy bieli (WI) oraz calkowite réznice barwy (4E1),
w odniesieniu do 1 dnia testu —rys. 51.

Smietanka i EP nie wykazywaly istotnych statystycznie réznic w $redniej wartosci
WI przez caly okres przechowywania. Pozostate emulsje charakteryzowaly si¢ istotnym
zmniejszeniem wartosci WI w 21 dniu testu przechowalniczego. Jednak zmienno$é
warto$cCi tego parametru w czasie przechowywania nie przekraczata 2%, w poréwnaniu
z emulsjami ,,$wiezymi” w 1 dniu testu (rys. 51a, tab. A10 w aneksie). Nieznaczne
zmiany wartosci indeksu bieli emulsji mogly wynika¢ z minimalnych zmian
strukturalnych (na poziomie mikroskopowym), zwlaszcza rozmiarow czastek
rozproszonych. Duze czastki rozpraszaja $wiatlo w mniejszym stopniu niz mate czastki,
zatem w miar¢ zwigkszania rozmiarow czastek lipidowych (w wyniku koalescencji)
emulsje mogg wykazywa¢ mniejsze zmetnienie i wigkszg intensywnos$¢ zabarwienia
[McClements 2015]. Salvia-Trujillo i wsp. [2015] zauwazyli, ze niestabilne emulsje O/W
charakteryzuja si¢ znacznie nizsza wartoscig WI, w porownaniu do emulsji stabilnych.

Wraz z uplywem czasu przechowywania nastgpowato zwigkszenie wartosci

catkowitej r6znicy barwy (4E1) emulsji, obliczanej w odniesieniu do parametréw probki

w 1 dniu testu (rys. 51b). Po 7 dniach przechowywania odnotowano znaczace
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zwickszenie warto$ci tego parametru (4E1 > 1,0) w przypadku SM (tab. A10 w aneksie),
Co oznacza, ze po tym czasie roznice w barwie mogly by¢ widoczne dla obserwatora
wylgcznie migdzy tymi probkami. Po 14 dniach warto$¢ 4E1 nie przekroczyta 2,0 we
wszystkich badanych uktadach, zatem roznice w barwie byly niewielkie, mozliwe do
zauwazenia jedynie przez doswiadczonego obserwatora. W ostatnim dniu testu
przechowalniczego emulsje wcigz charakteryzowaty si¢ 2,0 < AE < 3,5, co $wiadczy
0 tym, ze roéznice barwy emulsji mogly by¢ widoczne nawet dla niedoswiadczonego

obserwatora [Chudy i wsp. 2016].
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Rys. 51. Srednie warto$ci indeksow bieli WI (a) i catkowitej roznicy barwy AE1 (b)
emulsji przechowywanych przez 28 dni w temp. 20°C

Objasnienia: SM — $mietanka (probka pordwnawcza), EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja
z oleozelem z 3-7% m/m wosku kandelila.
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Wykazane zmiany barwy nie moga by¢ jednak bezwzglednym wskaznikiem
postepujacej destabilizacji emulsji. Do podobnego wniosku doszly Kowalska 1 wsp.
[2020], ktére badaty wiasciwosci emulsji O/W, zawierajacych przeestryfikowane

chemicznie mieszanki oleju z pestek dyni z tojem cielgcym.

4.3.2. Analiza wplywu czasu przechowywania na zmiany $redniej wielkosci
i rozkladu wielkosci czastek lipidowych emulsji

Na rys. 52 przedstawiono krzywe rozktadu wielkosci czastek lipidowych emulsji
przechowywanych przez 28 dni w temperaturze 20°C. Przebieg rozktadow wielkosSci
czastek lipidowych badanych probek w czasie cechowal si¢ przesunigciem i/lub
rozszerzeniem podstawy krzywych, informujacym o zwigkszeniu zroéznicowania
rozmiarow czastek w emulsji. Wigkszos¢ emulsji (EP, EK3-5) zachowato rozktad
unimodalny w catym okresie przechowywania (pojedyncza frakcja czastek lipidowych
0 danej wielkosci). W drugiej potowie okresu przechowywania (po 21 dniach) $mietanka
I emulsje z 6% lub 7% stezeniem WK (EK6, EK7) stawaly si¢ uktadami o rozktadzie
bimodalnym. Odnotowano bowiem pojawienie si¢ dodatkowej frakcji w zakresie
wiekszych rozmiardw czastek lipidowych, tj. 3,0-4,0 pum. Moglo to wynikaé
z zapoczatkowania czeSciowej koalescencji tych czastek [Zhang i wsp. 2020]. Wyraznie
szersze rozktady wielkosci czastek rozproszonych w SM zaobserwowano juz w 14 dniu
przechowywania, za§ W EP w 28 dniu testu. Z kolei najwezsze krzywe rozktadu po
28 dniach stwierdzono w przypadku EK3, EK4 i EKS5.

Na podstawie rozktadow wielkosci czastek lipidowych emulsji obliczono warto$ci
wspotczynnika dyspersyjnosci. Zmiany $rednich wartosci tego parametru w funkcji czasu
mozna okresli¢ jako zmienno$¢ sinusoidalng. Jednakze w przypadku wszystkich
wariantow zmienno$¢ ta nie przekraczata 10%. Uktad EKS cechowatl si¢ istotnie
statystycznie nizszg warto$cig wspdlczynnika dyspersyjnosci po 28 dniach
przechowywania, w porownaniu z pozostalymi probkami (rys. 53a, tab. A11 w aneksie).
Emulsja ta charakteryzowata si¢ zatem najwigksza jednorodnoscia, ktdra mogla znaczaco
zwigksza¢ stabilno§¢ w czasie przechowywania. Réwniez zdaniem Goh 1 wsp. [2021]
emulsje o niskiej warto$ci wspotczynnika dyspersyjnosci czesto majg mniejsze czastki

lipidowe 1 wykazujg zwigkszong oporno$¢ na separacj¢ grawitacyjna.
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Rys. 52. Rozkitad wielkosci czastek lipidowych emulsji (krzywe dyferencyjne)
przechowywanych przez 28 dni w temp. 20°C

Objasnienia: SM — $mietanka (probka pordwnawcza), EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja
z oleozelem z 3-7% m/m wosku kandelila.
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Ponadto zaobserwowano niewielkie zwigkszenie S$redniej wielkosci czastek
lipidowych emulsji w funkcji czasu (rys. A6). Najwyzsza warto$¢ tego parametru
stwierdzono w SM po 28 dniach (okoto 1,97 um). Pomimo ze $rednia wielko$¢ czastek
EP byta istotnie nizsza po tym samym czasie (okoto 1,84 um), to przyrost tej wartosci byt
najwiekszy sposrod wszystkich badanych uktadow i wyniost okoto 10,4%, w porownaniu
z 1 dniem testu przechowalniczego (rys. 53b, tab. A12 w aneksie). Mogto to wynikac
z przeksztatcen form polimorficznych krysztatlow lipidowych w fazie rozproszonej
emulsji. Olej palmowy 1 tluszcz mleczny wykazujg wysoka podatnos¢ na formowanie
duzych, stabilnych krysztatéw (forma f) w stalej temperaturze > 20°C [Normah i wsp.
2013, Zaliha i wsp. 2015]. Takie modyfikacje struktury krystalicznej w EP i SM mogty
przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia napi¢cia mi¢dzyfazowego, a w efekcie przyspieszyé
agregacje 1 flotacje czastek lipidowych.

Emulsje na bazie lipidow strukturyzowanych z 4% lub 5% stezeniem WK
charakteryzowaly si¢ najmniejszymi $rednimi wielko$ciami czastek lipidowych,
utrzymujacymi si¢ na wzglednie statym poziomie w calym okresie przechowywania
(rys. 53b, tab. A12 w aneksie). Zafeiri i wsp. [2017] rowniez wykazali najwigcksza
stabilno$¢ (w funkcji czasu) emulsji o najmniejszych rozmiarach czastek lipidowych
(uzyskanych za pomocg sonikacji).

W zwiagzku z powyzszym wykazano, ze zardwno €zas przechowywania, jak i rodzaj
fazy lipidowej mialy wpltyw na zmiany rozkladu 1 Sredniej wielko$ci czastek fazy
wewnetrznej emulsji. Ponadto duzy udziat w ksztaltowaniu struktury wewnetrzne)
emulsji, otrzymanych z udziatem lipidow strukturyzowanych (EK), miato stezenie WK
w fazie lipidowej. Zbyt wysokie stezenie substancji strukturyzujacej (w tym przypadku
> 6% m/m wosku) moze obnizy¢ stabilnos¢ emulsji O/W w funkcji czasu (w statej
temperaturze) — rys. 53, tab. A11-12 w aneksie. Mozna przypuszczaé, ze WK w fazie
rozproszonej emulsji na poziomie 3-5% m/m wspoétdziatal z biatkami sojowymi
w stabilizowaniu czgstek lipidowych podczas przechowywania. Podobne spostrzezenia
mieli Okuro i wsp. [2020], ktorzy wykazali, ze emulsje O/W (90/10 m/m), zawierajace
na granicy faz biatko serwatkowe (1% m/m) i wosk owocowy (7% m/m),
charakteryzowaty si¢ mniejszymi Srednimi wielkosciami (okoto 1,66 pum) i wezszym
rozktadem wielkoS$ci czgstek lipidowych (zakres od okoto 0,5 um do okoto 9,0 um) po
7 dniach przechowywania w temperaturze 25°C, w poréwnaniu do emulsji otrzymanych

z udziatem izolatu biatek serwatkowych lub wosku i lecytyny.
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Rys. 53. Wspotczynniki dyspersyjnosci (a) i srednie wielkoSci czastek lipidowych (b)
emulsji przechowywanych przez 28 dni w temp. 20°C

Objasnienia: SM — $mietanka (probka poréwnawcza), EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja
z oleozelem z 3-7% m/m wosku kandelila.

4.3.3. Analiza wplywu czasu przechowywania na zmiany wlasciwosci
mikroreologicznych i reologicznych emulsji

Wiasciwoscei reologiczne SM i weganskich emulsji typu $mietanka w czasie

przechowywania przebadano wykorzystujac metod¢ nieinwazyjng — spektroskopie fal

dyfuzyjnych (reometr optyczny Rheolaser Master) oraz metode inwazyjng — $cinanie
rotacyjne ze zmienng predkoscig obrotowa (wiskozymetr rotacyjny Brookfield).

Przystgpujac do interpretacji wynikdw pomiaru wiasciwosci mikroreologicznych

emulsji w czasie, nalezy pamigta, ze wigzka laserowa Zrodta $wiatla jest skierowana

prostopadle do s$cianek fiolki, na wysokosci 24 mm od jej dna. Zatem wyznaczane
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parametry mikroreologiczne obrazuja zmiany strukturalne, zachodzace w tym obszarze
probki [Degrand i wsp. 2016, Rohart i wsp. 2016].

Wszystkie badane emulsje charakteryzowaty si¢ zwiekszeniem $rednich wartosci
indeksu sprezystosci (EI) 1 indeksu lepkosci makroskopowej (MVI) w czasie
przechowywania. Zaobserwowano istotne statystycznie roznice, ktore wynikaly ze
stopnia i dynamiki tych zmian (tab. A13-14 w aneksie). Z najwigksza szybkoscig zmiany
zachodzity w SM, skutkujac odpowiednio okoto 5- i 4-krotnym zwiekszeniem $rednich
wartosci ElI i MVI przez 28 dni przechowywania. Z kolei najmniejszg zmiennoscig
mierzonych parametréw cechowata si¢ emulsja na bazie oleozelu z 5% m/m WK (EKS5)
(rys. 54), co moze $wiadczyé o najwigkszej stabilno$ci tej probki w  tescie
przechowalniczym. Taha i wsp. [2019] potwierdzili, ze zmiany warto$ci parametrow
mikroreologicznych obrazujg migracje i interakcje czastek zdyspergowanych w emulsji,
pozwalajac na $ledzenie zmian jej StabilnoSci.

Na rys. 55 przedstawiono przebieg krzywych lepko$ci emulsji podczas 28-dniowego
testu przechowalniczego (20°C). We wszystkich uktadach zaobserwowano zmniejszenie
lepkosci pozornej wraz ze zwigkszajaca si¢ szybkoscig Scinania, na kazdym etapie
przechowywania. Emulsje zachowaty zatem charakter cieczy rozrzedzanych $cinaniem
(bez granicy ptyniecia). Uzyskane krzywe opisano modelem matematycznym Ostwalda
de Waele’a 1 wyliczono parametry reologiczne, takie jak wspolczynniki konsystencji —
K i wyktadniki plyniecia — n. Wspdtczynniki determinacji (R?) wyniosty > 0,9, co
wskazuje, ze model ten dobrze opisal zachowanie reologiczne badanych emulsji. Srednie
warto$ci wyktadnika ptynigcia byly nizsze od 1,0, co potwierdza pseudoplastyczny
przeplyw emulsji poddanych $cinaniu (tab. 14). Zaobserwowano rowniez, ze mniejsza
zdolno$¢ do ptyniecia miaty uktady na bazie oleozeli z wigkszym udziatem WK (rys. 55).
Podobne wtasciwosci reologiczne wykazywaty emulsje O/W (20/80 m/m) na bazie oleju
kukurydzianego, stabilizowane niejonowym surfaktantem (Polisorbat 80), z dodatkiem
$luzu z nasion chia w réznych stezeniach (0,25-1,00%), bedace przedmiotem badan
Capitani i wsp. [2016].

Ponadto zaobserwowano obnizenie potozenia krzywych lepkosci, obrazujacych
kolejne dni badania (rys. 55), co $wiadczy o zmniejszaniu si¢ lepkosci emulsji w czasie
przechowywania. Podobng tendencje zauwazyli Kupongsak i Sathitvorapojjana [2017]
w majonezach otrzymanych na bazie oleju z otrebéw ryzowych (72% m/m),

przechowywanych przez 28 dni w temperaturze 30°C.

127



Wykazano istotne statystycznie zmniejszenie srednich warto$ci wspotczynnika
konsystencji (K) w funkcji czasu (tab. 14). W ostatnim dniu testu wspolczynniki
konsystencji SM i EP miaty o okoto 30% nizsza warto$é, w poréwnaniu z 1 dniem
przechowywania. W przypadku emulsji na bazie oleozeli z 3-6% m/m WK rdznica ta nie
przekroczyta 20%. Na zwickszenie ptynnosci probek, poza zmniejszeniem wartosci
wspotczynnika konsystencji (K), wskazywato réwniez zwickszenie wartosci wyktadnika
ptyniecia (n). Stwierdzono wigkszg stabilno$¢ konsystencji emulsji z oleozelami w czasie
przechowywania, w poréwnaniu do emulsji na bazie OP oraz $mietanki wyprodukowanej

w warunkach przemystowych i stabilizowanej karagenem.
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Rys. 54. Indeksy sprezystosci — El (a) i indeksy lepkosci makroskopowej — MVI (b)
emulsji przechowywanych przez 28 dni w temp. 20°C

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udzialem wosku kandelila.
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Rys. 55. Krzywe lepkosci $mietanki 1 otrzymanych emulsji typu $mietanka
przechowywanych przez 28 dni, w temp. 20°C

Objasnienia: SM — $mietanka, EP — emulsja na bazie oleju palmowego, EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu
z 3-7% udzialem wosku kandelila.

129



Tabela 14. Parametry reologiczne emulsji przechowywanych przez 28 dni w temp. 20°C

Rodza_j_ Parametr Czas przechowywania [dni]
emulsji 1 7 14 21 28
K 81,6194+ 4,03 | 73,00+1,13 | 64,47%8+£095 | 58,968+ 114 | 54,03%A+0,99
$M n 0,80°+£0,02 | 0,85F+0,02 | 0,86F+001 | 0,880F+0,01 | 0,91+ 0,01
R2 0,90 + 0,01 0,94 +0,01 0,91 +0,01 0,93 0,01 0,92+ 0,01
K 72,73A+359 | 66920A+£150 | 5503A+159 | 5416%+118 | 51,44%A+055
EP n 0812°+£0,02 | 0,87°F+001 | 0,89%+001 | 0,92€+0,00 | 0,93+ 0,01
R2 0,92 +0,01 0,93 0,01 0,92 +0,01 0,95 + 0,01 0,94+ 0,01
K 172,77+ 4,90 | 164,32+ 0,98 | 157,14°C+ 112 | 156,50°+1,05 | 147,90%+ 1,36
EK3 n 072:¢+0,01 | 0,75°€+£0,01 | 0,77°%E+0,00 | 0,79€+0,01 | 0,81?+0,01
R2 0,93 = 0,01 0,93+ 0,02 0,90 = 0,01 0,95 = 0,01 0,91 = 0,01
K 221,40+ 392 | 214,39C+2,71 | 198,52°°+3,12 | 198,94°°+ 1,06 | 190,10+ 1,41
EK4 n 0,678+0,01 | 0,70°°+0,01 | 0,72°+0,01 | 074<C+0,01 | 0,76+ 0,02
R2 0,94 + 0,02 0,92 = 0,01 0,90 = 0,01 0,96 = 0,02 0,93 £0,03
K 254,160+ 4,66 | 229,53°+3,00 | 21517%E+2,09 | 214,25+ 153 | 205,750+ 1,35
EK5 n 065%+001 | 067°C+001 | 069°C+0,02 | 0,71°C+0,01 | 0,73%+0,00
R2 0,92 +0,02 0,93 +0,01 0,95 = 0,02 0,94 % 0,03 0,92 +0,01
K 293,87°€£292 | 283,56%+2,86 | 268,50 +£222 | 257,66° 149 | 243.81%€+128
EK6 n 05924001 | 064+001 | 0,66®+001 | 0,69€+001 | 0,71%+0,01
R2 0,92 + 0,02 0,93 = 0,02 0,95 = 0,02 0,93 +0,01 0,96 + 0,03
K 304,83%+£523 | 293,629+ 246 | 276,00+ 1,45 | 264,450C+135 | 240,90% + 1,69
EK7 n 0564001 | 059A+001 | 061A+001 | 063%+001 | 0,66%+0,01
R2 0,94 + 0,02 0,90 = 0,01 0,92 = 0,02 0,94 = 0,03 0,91 = 0,02

Objasnienia: SM — $mietanka (probka poréwnawcza), EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja
z oleozelem z 3-7% m/m wosku kandelila; K — wspétczynnik konsystencji, n — wyktadnik ptyniecia, R? —
wspotczynnik determinacji (stopien dopasowania modelu); a-€ — rozne litery W wierszu oznaczaja réznice
istotne statystycznie pomiedzy wartosciami $rednimi danego parametru (zmienna grupujaca: czas
przechowywania), p < 0,05; A-F — rozne litery w kolumnie oznaczaja rdznice istotne statystycznie
pomiedzy warto$ciami srednimi danego parametru (zmienna grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05.

4.3.4. Analiza wplywu czasu przechowywania na zmiany stabilnosci

fizycznej emulsji

Analize zmian stabilno$ci emulsji w czasie przechowywania przeprowadzono przy

zastosowaniu metody grawitacyjnej (Turbiscan Lab) i metody wirowkowej (LUMIiSizer).

Na rys. 56 przedstawiono zmiany nat¢zenia $wiatta wstecznie rozproszonego (4RW)

przez przechowywane probki, w odniesieniu do 1 dnia testu (niebieska linia). Lewa strona

profilu przedstawia dolng cze$¢ probki, ktorej menisk znajduje si¢ na wysokosci okoto

41 mm. Pojawienie si¢ pikow pod niebieskg linia oznacza spadek intensywnosci

rozproszenia wstecznego — wzrost transmisji, zwigzany ze zmniejszeniem koncentracji
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czastek (klarowaniem probki). Obecno$¢ coraz wigkszych pikow z lewej strony wykresu
1 ich rozszerzanie si¢ W prawo informuje o migracji czastek w goérng cze¢§¢ probki
(najbardziej widoczne w przypadku SM). Na tej podstawie mozna stwierdzié, ze w czasie
badania post¢gpowato zjawisko separacji grawitacyjnej emulsji — $mietankowanie. Z Kolei
brak wyraznej zmiany w przebiegu krzywych (wartosci ARW) z prawej strony wykresu,
informuje 0 tym, Zze nie nastgpily znaczace zmiany rozmiaréw czastek lipidowych
emulsji. Podobne profile ARW uzyskaly Kowalska i wsp. [2017] dla emulsji O/W
(35/65 m/m), otrzymanych z udzialem oleju sezamowego, karboksymetylocelulozy
I lecytyny, przechowywanych przez 15 tygodni w temperaturze 23°C. Autorki wykazaty,
ze w uktadach tych rozpoczat si¢ proces $mietankowania (zmniejszenie natezenia $wiatta
wstecznie rozproszonego w dolnej czg$ci probki) i nie nastagpito istotne zwigkszenie
wielkos$ci czastek rozproszonych (brak znacznego zmniejszenia RW na calej wysokosci
probki). Rowniez Matos i wsp. [2018] uzyskali podobne wyniki (wytacznie flotacja
czastek lipidowych, bez zmian ich rozmiarow) w przypadku emulsji Pickeringa O/W
(30/70 m/m), stabilizowanych modyfikowang skrobig z nasion komosy ryzowej,
przechowywanych przez 30 dni w temperaturze 30°C.

Podsumowujac analize profili ARW (rys. 56) stwierdzono, ze najmniejsza
stabilnoscia w tescie przechowalniczym Turbiscan charakteryzowata sic SM, natomiast
najwigksza stabilno$cig emulsje na bazie oleozeli z 4% lub 5% m/m wosku kandelila.

W oparciu o profile wstecznego rozproszenia $wiatta wyznaczono indeksy
stabilnosci Turbiscan (TSI) dla emulsji na kazdym etapie testu przechowalniczego. Na
rys 57 przedstawiono zmiany $redniej wartosci TSI podczas 28 dni przechowywania.
Zaobserwowano istotne zwigkszenie TSI wszystkich badanych emulsji w funkcji czasu
(tab. A15 w aneksie). Przebieg krzywych dowodzi, ze przyrost wartosci TSI w czasie byt
coraz mniejszy (rys. 57), zatem nastepowalo spowolnienie proceséw destabilizacji
uktadow. Zdaniem Se¢k 1 Glgbaly [2011] zachowanie rozproszonych czastek lipidowych
podczas deemulgacji uktadu przypomina procesy zachodzace w ruchu drogowym, gdyz
migruja one z pewna predkoscig poczatkowa, nastepnie zwalniaja (ruch opodzniony)
napotykajac inne czastki — podobnie jak pojazdy w tzw. korku ulicznym.

W ostatnim dniu testu przechowalniczego SM osiagneta TSI okoto 27,7.
W przypadku pozostatych emulsji warto$¢ tego parametru miescita si¢ w zakresie 2,1-5,0
(rys. 57). Dapueto i wsp. [2019] uzyskali podobne wartosci indeksu stabilno$ci Turbiscan
(do 5,0) po 20 dniach przechowywania (5°C) emulsji O/W z 20% lub 30% udzialem oleju

stonecznikowego, stabilizowanych biatkami serwatkowymi. Poréwnywalne wyniki
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otrzymano rowniez w pracy Wozniak i wsp. [2021] dla emulsji O/W (30/70 m/m) na
bazie modyfikowanej enzymatycznie mieszaniny foju baraniego i oleju z nasion konopi.
Niemalze wszystkie badane w tej pracy probki (14 z 15) cechowaly si¢ TSI < 4,0 po
30 dniach ich przechowywania w warunkach chtodniczych (2-7°C).
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Rys. 56. Profile zmian nat¢zenia $wiatta wstecznie rozproszonego (4RW) przez probki

emulsji w czasie przechowywania w temp. 20°C (Turbiscan Lab)
Objasnienia: SM — $mietanka (probka pordwnawcza), EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja
z oleozelem z 3-7% m/m wosku kandelila; —pnkt pomiaru Rheolaser

132



—0—S8M —O0—EP EK3 —O—EK4 EK5 —O0—EK6 —O—EK7
30

TSI []

25

20

15

10

30

Czas [dni]

Rys. 57. Zmiany indeksu stabilno$ci Turbiscan (TSI) emulsji przechowywanych przez

28 dni, w temp. 20°C
Objasnienia: SM — $mietanka (probka poréwnawcza), EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja
z oleozelem z 3-7% m/m wosku kandelila;

Czas przechowywania emulsji spowodowat rowniez zmniejszenie ich oporno$ci na
dziatanie sity odsrodkowej w tescie LUMISizer (4000 obr/min, 50 min, 20°C), co jest
widoczne na profilach zmian nat¢zenia §wiatta przechodzacego przez wirowane probki
(rys. A10 w aneksie). Przebieg krzywych transmisji §wiatta, uzyskanych w catym okresie
przechowywania, sugeruje, ze emulsje doswiadczalne (z napojem sojowym) zachowaty
charakterystyke porownywalng z uktadem monodyspersyjnym, wykazujacym wysoki
poziom jednorodnosci (jednofrakcyjny rozktad wielkosci czastek lipidowych). Ponadto
zaobserwowano, ze w calym okresie przechowywania destabilizacja emulsji
doswiadczalnych opierata si¢ glownie na zjawisku separacji grawitacyjnej —
$mietankowaniu. Odmienny charakter mialy mechanizmy zachodzace w probce
porébwnawczej — SM. Przebieg profili transmisji SM przedstawia zwigkszenie
niejednorodnosci uktadu w czasie (wielofrakcyjny rozktad wielkosci czastek
lipidowych). Stwierdzono, ze najnizsza stabilno$é SM mogta wynikaé nie tylko ze
zwickszonej intensywnosci flotacji, ale rowniez flokulacji czastek lipidowych. Podobnie
malg stabilno$¢ (w tescie LUMISizer) uzyskali Primozic i wsp. [2018] w przypadku
nanoemulsji typu O/W (5% m/m oleju rzepakowego), stabilizowanych 1,5% m/m izolatu

biatka z soczewicy, po 28 dniach przechowywania w temperaturze 4°C.
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Liczbowym wskaznikiem zmian stabilnosci emulsji w tescie LUMiSizer jest
bezwymiarowy indeks niestabilnosci. W przypadku SM zwickszenie $redniej wartosci
tego parametru w czasie przechowywania miato charakter bardzo bliski liniowemu — rys.
58. Szybkos¢ zmian stabilno$ci weganskich emulsji, na bazie napoju sojowego, byta
zrdznicowana. Destabilizacja tych ukladéw przebiegata najszybciej w drugim i czwartym
tygodniu przechowywania. Zauwazono, ze im dluzszy czas przechowywania, tym
wicksze byly roznice w warto$ciach indeksu niestabilnosci pomiedzy poszczegdlnymi
wariantami (rys. 58). Dla przyktadu, EK3 i EK7 nie r6znity si¢ pod wzgledem wartosci
indeksu niestabilno$ci w pierwszej potowie okresu przechowywania (przez 14 dni), a po
tym czasie odnotowano roznice istotne statystycznie (tab. A16 w aneksie). W zwiazku
z powyzszym stwierdzono, ze determinantem stabilnos$ci fizycznej badanych emulsji typu
$mietanka, przechowywanych przez > 14 dni, byt rowniez rodzaj fazy lipidowej, w tym
stezenie WK. Stwierdzono to rowniez W badaniach przechowalniczych (28 dni, 20°C)
emulsji O/W (30/70 m/m), otrzymanych z udzialem oleozeli etylocelulozowych,
stabilizowanych lecytyna i guma guar [Szymanska i wsp. 2020a].
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Rys. 58. Zmiany indeksu niestabilnosci (LUMIiSizer) emulsji przechowywanych przez
28 dni, w temp. 20°C

Objasnienia: SM — $mietanka (probka pordwnawcza), EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja
z oleozelem z 3-7% m/m wosku kandelila;

Wykazano dodatnig korelacje¢ miedzy srednimi wartosciami indeksu niestabilnosci
(LUMiSizer) i indeksu stabilnosci Turbiscan na poziomie p = 0,72 (R?=0,52; p = 0,0000)

— rys. 59. Obie metody sg wykorzystywane w obrazowaniu zmian stabilnos$ci emulsji
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w czasie przechowywania, lecz nie nalezy ich stosowa¢ zamiennie, gdyz wykorzystuja
dziatanie r6znych sit (Turbiscan — grawitacji, LUMiSizer — od$rodkowej). Dostarczaja
nieco odmiennych, lecz rownie waznych w ocenie stabilnosci uktadow dyspersyjnych

informacji.

TSI=-2216+0.5864 *In
p=0.72. R*=0,52; p=0.0000
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Rys. 59. Korelacje $rednich wartosci indeksu niestabilnosci (LUMiSizer) i indeksu
stabilno$ci Turbiscan (TSI) emulsji przechowywanych przez 28 dni, w temp. 20°C

4.35. Analiza wplywu czasu przechowywania na zmiany stabilnosci
oksydacyjnej frakcji lipidowej emulsji
W celu oceny zmian jakosci frakcji lipidowej przechowywanych prébek, SM
1 otrzymane emulsje przetrzymywano bez dostepu §wiatta, przez 28 dni w temperaturze
20°C 1 oznaczano liczbe nadtlenkowa (LN) oraz anizydynowa (LA). Aby zobrazowac
stopien zmian zachodzacych we frakcji oleozelowej, analizom stabilnosci oksydacyjne;j
lipidow poddano réwniez emulsje kontrolng — na bazie niestrukturyzowanej mieszaniny
oleju rzepakowego z olejem Inianym (1:1). W celu oceny wptywu emulsyfikacji na jako$¢
lipidéw, réwnolegle przeprowadzono test przechowalniczy (w takich samym warunkach)
lipidow niezemulgowanych.
Na podstawie uzyskanych wynikow sporzadzono wykresy zmian wartosci LN
(rys. 60) i LA (rys. 61) w czasie oraz analizowano dynamike tych zmian (tab. 15-16).
Frakcje lipidowe wydzielone z emulsji, na bazie mieszaniny olejow (OR-OL) lub
lipidow strukturyzowanych (oleozeli), charakteryzowaly znacznie wyzsze wartosci LN

(tab. A17 w aneksie), w poréwnaniu do lipidéw niepoddanych emulsyfikacji (tab. A18
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w aneksie). Utlenianie lipidow bogatych w PUFA moga przyspiesza¢ warunki ich
przetwarzania [Saga i wsp. 2012], np. podwyzszona temperatura, obecnos¢ pecherzykow
powietrza. Wedtug Lee i Choi [2020] przemiany oksydacyjne w lipidach, stanowigcych
faze rozproszona emulsji, zazwyczaj zachodzg szybciej niz w lipidach w formie
niezemulgowanej, co zgodnie z Chen i wsp. [2022] jest indukowane gtownie interakcjami
na granicy faz, w szczego6lnosci, gdy powierzchnia migdzyfazowa jest bardzo duza (mate
rozmiary czastek zdyspergowanych).

Najnizszym stopniem pierwotnego utlenienia, na kazdym etapie testu
przechowalniczego, cechowaty si¢ probki oleju palmowego niezemulgowanego (OP)
oraz emulgowanego (EP) i frakcji lipidowej wydzielonej ze $mietanki (SM”) — rys. 60.
Mozna przypuszczac, ze wynikato to glownie z roéznic w sktadzie KT (tab. 4), bowiem
OP 1 TM zawieraja znacznie mniej PUFA 1 wigcej SFA niz OR-OL (a zarazem oleozele

na bazie tej mieszaniny), co zmniejsza ich podatno$¢ na utlenianie.
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Rys. 60. Zmiany wartosci liczby nadtlenkowej (LN) frakcji lipidowych emulsji i lipidow
niezemulgowanych przechowywanych przez 28 dni, w temp. 20°C

Objasnienia: OP — olej palmowy, OR-OL — mieszanina oleju rzepakowego i oleju Inianego (1:1), K3-7 —
oleozele z 3-7% m/m stezeniem wosku kandelila, SM’ — frakcja thuszczu mlecznego ze $mietanki, EP’ —

frakcja oleju palmowego z EP, ERL’ — frakcja mieszaniny olejéw rzepakowego i Inianego (1:1) z ERL
(emulsji na bazie mieszaniny OR-OL), K3’-7’ — frakcja oleozelowa z EK3-7.
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Poczatkowe wartosci LN byly najwyzsze w przypadku frakcji oleozelowych
(EK3’-7"), jednakze wspotczynniki kierunkowe réwnan linii trendu (tab. 15) pokazuja,
ze pierwotne utlenianie w calym tescie zachodzito najszybciej we frakcji mieszaniny
olejow ERL’ (wspétczynnik kierunkowy linii trendu: a; = 0,1316). Pomimo tego nie
wykazywata ona najwyzszego stopnia utlenienia po 28 dniach przechowywania.
Najwigksze LN stwierdzono w przypadku niezemulgowanej mieszaniny olejoéw OR-OL,
pomimo ze W 1 dniu testu wartos¢ ta nie roznita si¢ istotnie statystycznie od LN oleozeli
(tab. A18 w aneksie).

Wolniejsze tempo pierwotnego utleniania frakcji lipidowych emulsji z oleozelami
(EK3’-7°), w poréwnaniu do frakcji lipidowej ERL’, moglo mie¢ zwigzek
z wlasciwo$ciami wosku kandelila. Wysokotopliwe czasteczki WK mogty usztywnié
strukture czastek lipidowych 1 ograniczy¢ dyfuzj¢ tlenu do ,,uwi¢zionego w strukturze”
oleju, spowalniajagc jego autooksydacje [Liu i wsp. 2020]. Schroder i wsp. [2019]
wykazali, ze modyfikacja warstwy migdzyfazowej emulsji typu O/W, za pomocg czastek
pochodzenia lipidowego, moze korzystnie wplywaé na stabilno$¢ oksydacyjng fazy
rozproszonej. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze stezenie wosku miato zréznicowany
wplyw na stopien utlenienia lipidow. W 28 dniu przechowywania wylacznie frakcja
lipidowa wydzielona z EK5 (EKS5’) charakteryzowala si¢ istotnie statystycznie nizsza
wartos$cig LN od ERL’ (tab. A17 w aneksie). Wedtug Hwang i wsp. [2018] autooksydacja
lipidéw strukturyzowanych zalezy od rodzaju i stgzenia zastosowanego czynnika
strukturyzujacego. Autorzy uzyskali najlepszy efekt ochronny oleju rybiego przed
oksydacja za pomoca wosku kandelila (3% m/m). Na przykiladzie wosku
stonecznikowego dowiedli, ze zbyt duzy udzial wosku w uktadzie moze powodowaé
dzialanie proutleniajace. Ponadto Guo 1 wsp. [2019] wykazali, Ze zbyt wysokie st¢zenie
wosku w fazie wewngtrznej emulsji moze prowadzi¢ do tworzenia wigkszych krysztatow
lipidowych, ktore niszczg warstwe miedzyfazowa na styku faza lipidowa—faza wodna,
przyspieszajac fizyczng 1 chemiczng destabilizacj¢ uktadu.

Srednie wartosci LN lipidow niezemulgowanych i frakcji lipidowych emulsji typu
$mietanka, w calym okresie przechowywania, nie przekroczyly 10 miliréwn. O2/kg
(rys. 60), co zgodnie ze standardem Codex Alimentarius [2015] §wiadczy o ich wysokiej
jakosci. Z kolei LN frakcji lipidowej wydzielonej ze $mietanki byta wyzsza niz 0,6
milirown. Oz/kg, czyli limitu okreslonego w standardzie Codex Alimentarius [2006].
W badaniach Barroso i wsp. [2020] oleoZele na bazie oleju Inianego ttoczonego na zimno,

otrzymane z udziatem 10% m/m monoacylogliceroli 1 wosku jagodowego/
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stonecznikowego, cechowaly si¢ LN przekraczajaca 10 milirown. O2/kg po 30 dniach
przechowywania w temperaturze 25°C. Wyznaczone przez Zhuang i wsp. [2021]
wartosci LN fazy lipidowej emulsji, na bazie oleju rzepakowego strukturyzowanego
stearynowym KT i lecytyna, nie przekraczaty 5 milirown. O2/kg podczas 30 dni testu
w temperaturze 20°C, a dla emulsji na bazie niestrukturyzowanego oleju rzepakowego,

w tym samym czasie, wyniosty okoto 20 milirown. O2/kg.

Tabela 15. Dynamika zmian pierwotnego stopnia utlenienia (LN) frakcji lipidowych
emulsji i lipidow niezemulgowanych przechowywanych przez 28 dni, w temp. 20°C
Rodzaj Przyrost Przyrost

prébki Réwnanie R® | | Nfdzien | LN/tydzien
Frakcje lipidowe emulsji
S y =0,0194x + 0,6186 1,00 0,02 0,13
EP° y =0,0216x + 0,6404 0,98 0,02 0,14
ERL’ y =0,1316x + 3,2248 0,98 0,13 0,89
EK3’ y =0,0910x + 4,9217 0,95 0,09 0,63
EK4’ y = 0,0890x + 4,2985 0,93 0,09 0,61
EKS’ y =0,0702x + 4,4751 1,00 0,07 0,48
EKé6’ y =0,0697x + 5,7206 0,97 0,07 0,47
EK7’ y =0,0747x + 5,7151 0,98 0,07 0,51
Lipidy niezemulgowane
OP y =0,0217x + 0,6097 0,96 0,02 0,15
OR-OL y =0,1308x + 1,2687 0,98 0,13 0,93
K3 y = 0,0908x + 1,4753 0,93 0,09 0,64
K4 y =0,0813x + 1,2871 0,97 0,08 0,57
K5 y = 0,0680x + 1,3624 0,90 0,07 0,47
K6 y = 0,0685x + 1,3670 0,92 0,07 0,49
K7 y =0,0819x + 1,2890 0,98 0,08 0,59

Objasnienia: OP — olej palmowy, OR-OL — mieszanina oleju rzepakowego i oleju Inianego (1:1), K3-7 —
oleozele z 3-7% m/m stezeniem wosku kandelila, SM’ — frakcja thuszczu mlecznego ze $mietanki, EP” —
frakcja oleju palmowego z EP, ERL’ — frakcja mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego (1:1) z ERL
(emulsji na bazie mieszaniny OR-OL), K3’-7’ — frakcja oleozelowa z EK3-7; LN — liczba nadtlenkowa
[milirown. Oa/kg], R? — wspotczynnik determinacji; Rownanie linii trendu: y = aix + b, gdzie a; —
wspélczynnik kierunkowy, b — wyraz wolny.

Wraz z uplywem czasu przechowywania nastepowato zwigkszenie wartosci liczby

anizydynowej (LA) frakcji lipidowych emulsji i lipidow niezemulgowanych (rys. 61).
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Wykazano silng korelacje dodatniag pomigdzy $rednimi warto$ciami LA 1 LN frakcji
lipidowych wydzielonych z emulsji (p = 0,94; R?=0,88; p = 0,0000) — rys. A11 w aneksie.

Najnizszy stopien wtornego utlenienia lipidow odnotowano we frakcji wydzielonej
ze $mietanki (LA~1,47-1,75) — rys. 61, ktora charakteryzowala si¢ najwiekszg
zawartoscig SFA (tab. 4). Chen i wsp. [2022] potwierdzili istotng korelacje pomi¢dzy
zawartosciag PUFA w lipidach i ich utlenianiem w fazie wewngtrznej emulsji. Autorzy
stwierdzili, ze frakcja lipidowa emulsji O/W (75/25 m/m), na bazie oleju Inianego,
wykazata ponad 5-krotnie wigksze wartosci LA, w porownaniu do frakcji lipidowej

emulsji z wysokooleinowym olejem stonecznikowym.
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Rys. 61. Zmiany wartosci liczby anizydynowej (LA) frakcji lipidowych emuls;ji i lipidow
niezemulgowanych przechowywanych przez 28 dni, w temperaturze 20°C

Objasnienia: OP — olej palmowy, OR-OL — mieszanina oleju rzepakowego i oleju Inianego (1:1), K3-7 —
oleozele z 3-7% m/m stgzeniem wosku kandelila, SM’ — frakcja thuszczu mlecznego ze $mietanki, EP” —
frakcja oleju palmowego z EP, ERL’ — frakcja mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego (1:1) z ERL
(emulsji na bazie mieszaniny OR-OL), K3’-7’ — frakcja oleozelowa z EK3-7.

Wspotczynniki kierunkowe réwnan linii trendu wskazuja, Zze reakcje wtornego
utleniania frakcji lipidowych emulsji (tab. 16) postepowaty znacznie wolniej niz reakcje
ich pierwotnego utleniania (tab. 15). Pomimo iz wszystkie lipidy niezemulgowane
wykazywaty wartosci LA nizsze od LA frakcji lipidowych emulsji w calym okresie

przechowywania, to przemiany wtornego utleniania w tych probkach zachodzity szybciej

139



(tab. 16). Najwicksza szybkoscia wtornych przemian oksydacyjnych, wsrod frakcji
lipidowych emulsji, charakteryzowata si¢ frakcja z 7% stgzeniem wosku — EK7’
(wspétczynnik kierunkowy linii trendu: a; = 0,0339). Z kolei frakcja lipidowa emulsji
z mieszaniny olejow (ERL’) wykazywala nizsze wartosci LA (3,50-3,82), w poréwnaniu
do frakcji oleozelowych wszystkich emulsji (4,38-5,96), w calym okresie badania
(rys. 61, tab. 16). Réznice w dynamice akumulacji pierwotnych i wtérnych produktow
utleniania oleozeli 1 emulsji na bazie oleozeli byly prawdopodobnie zwigzane
z obecnoscig lotnych zwigzkow organicznych w WK, co moglto zawyzy¢ wartos¢ liczby
anizydynowej. Ye i wsp. [2020] wykazali, ze aromatyzowany olej rybi charakteryzowat
si¢ kilkukrotnie wyzsza warto$cig LA, w pordwnaniu do niearomatyzowanego oleju

rybiego, w czasie przechowywania przez 20 dni, w temperaturze 40°C.

Tabela 16. Dynamika zmian wtoérnego stopnia utlenienia (LA) frakcji lipidowych emulsji
i lipidow niezemulgowanych, przechowywanych przez 28 dni, w temperaturze 20°C

pribl Réwnanie R | Lavdsien | LAdste
Frakcje lipidowe emulsji
Sm’ y = 0,0104x + 1,4540 0,98 0,01 0,07
EP’ y =0,0284x + 1,8269 0,94 0,03 0,18
ERL’ y =0,0127x + 3,4687 0,96 0,01 0,08
EK3’ y = 0,0086x + 4,3304 0,82 0,01 0,06
EK4’ y = 0,0099x + 4,5268 0,95 0,01 0,07
EKS’ y = 0,0082x + 4,3800 0,98 0,01 0,05
EK6’ y =0,0104x + 5,1566 0,97 0,01 0,07
EK?7’ y = 0,0339x + 5,1026 0,93 0,03 0,24
Lipidy niezemulgowane
OP y =0,0375x + 1,1589 0,98 0,04 0,27
OR-OL y =0,0495x + 1,6929 0,93 0,05 0,33
K3 y =0,0219x + 3,1460 0,99 0,02 0,15
K4 y =0,0307x + 3,5786 0,98 0,03 0,23
K5 y = 0,0315x + 3,4304 0,98 0,03 0,22
K6 y = 0,0448x + 3,6271 0,98 0,04 0,30
K7 y =0,0437x + 4,1928 0,97 0,05 0,32

Objasnienia: OP — olej palmowy, OR-OL — mieszanina oleju rzepakowego i oleju Inianego (1:1), K3-7 —
oleozele z 3-7% m/m stezeniem wosku kandelila, SM’ — frakcja thiszczu mlecznego ze $mietanki,
EP’ — frakcja oleju palmowego z EP, ERL’ — frakcja mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego (1:1)
z ERL (emulsji na bazie mieszaniny OR-OL), K3’-7’ — frakcja oleozelowa z EK3-7; LA — liczba
anizydynowa [-], R? — wspotczynnik determinacji; Réwnanie linii trendu: y = aix + b, gdzie a; —
wspélczynnik kierunkowy, b — wyraz wolny.
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Wartosci liczby anizydynowej dla wszystkich probek, po 28 dniach przechowywania
w temperaturze 20°C, nie przekroczyly 8 jednostek, tak wigc badane probki spetniaty
wymagania stawiane w tym zakresie wysokiej jakoSci olejom rafinowanym [PN-A-
86908]. Podobne wyniki uzyskali Capcanari i wsp. [2015] w przypadku majonezéw
z 25% zawarto$cig oleju z orzechéw wiloskich extra virgin, po 120 dniach
przechowywania, w temperaturze 4°C.

Analogicznie do zmian warto$ci LN i LA, zaobserwowano istotne zwigkszenie
warto$ci wskaznika TOTOX badanych lipidow w czasie przechowywania (28 dni, 20°C)
— tab. 17. Frakcje lipidowe emulsji na bazie oleozeli wykazywaty okoto 1,3-krotne
wyzsze wartosci TOTOX, w odniesieniu do 1 dnia testu. W przypadku frakcji ERL’
odnotowano najwieksze (okoto 1,7-krotne) zwigkszenie warto$ci tego wskaznika.
Rowniez Hadad i Goli [2019] analizowali stabilno$¢ oksydacyjng frakcji lipidowych
emulsji. Byly to uktady typu O/W (10, 20 lub 40% m/m oleju) z olejem Inianym
ttoczonym na zimno, stabilizowane nanowldknami ze §luzu z nasion Inu. Autorzy
wykazali okoto 2-krotne zwickszenie wartosci TOTOX (do okoto 160) po 9 dniach
przechowywania, w temperaturze 25°C.

Srednie wartosci TOTOX byty wyzsze dla lipidow wydzielonych z emulsji niz dla
lipidow niezemulgowanych, na kazdym etapie przechowywania (tab. 17). Podobne
zalezno$ci uzyskali Hyatt 1 wsp. [2022] w badaniach nad stabilno$cig oksydacyjna oleju
z alg morskich, strukturyzowanego za pomocg monolaurynianu (ML) w stezeniu 8%,
10% lub 12% m/m. Po 14 dniach przechowywania (30°C), frakcja lipidowa emulsji na
bazie oleozelu z 12% ML (EML12’) wykazywata o okoto 25% wyzszy wskaznik TOTOX
niz oleozel niezemulgowany (okoto 202). Ponadto w probce EMLI12’ stwierdzono
0 okolo 15% nizsza wartos¢ TOTOX, w poréwnaniu do frakcji lipidowej emuls;ji,
otrzymanej z niestrukturyzowanego oleju z alg morskich.

Najwyzszg stabilnoscig oksydacyjng w czasie przechowywania charakteryzowata si¢
frakcja lipidowa SM’ (TOTOX < 4,1). Sposrod emulsji na bazie oleozeli, najmniejszy
stopien przemian oksydacyjnych odnotowano we frakcji lipidowej EKS’. Oleozel z 5%
stezeniem WK (K5) i frakcja lipidowa EKS’ wykazywaly istotnie statystycznie nizsze
wartosci wskaznika catkowitego stopnia utlenienia po 28 dniach przechowywania,
w porownaniu do, odpowiednio, mieszaniny olejow bazowych (OR-OL) i frakcji
lipidowej emulsji na bazie OR-OL (ERL’). Z kolei frakcje lipidowe EK6’ i EK7’
uzyskaly najwyzsze wartosci TOTOX > 20 (tab. 17).
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Tabela 17. Zmiany warto$ci wskaznika catkowitego utlenienia (TOTOX) frakcji
lipidowych emulsji i lipidow niezemulgowanych przechowywanych przez 28 dni,
w temperaturze 20°C

Rodzaj Czas przechowywania [dni]
probki 1 7 14 21 28
Frakcje lipidowe emulsji
Sm’ 2,744 £ 035 | 3,03A+0,14 | 3,37%¢A+(,37 3,71¢A + 0,11 4,084+ 0,31
EP’ 3,23%A £ 0,33 3,404 £ 0,26 4,234 + 0,14 4,688 + 0,10 5,05%A + 0,39
ERL’ 10,60% £ 0,20 | 11,788 +0,21 | 13,11 +0,36 | 15,65 +0,21 18,03°B€ + 0,39
EK3’ 14,75 +£ 0,15 | 15,53*P +0,38 | 16,16°°+0,31 | 17,97°+0,36 19,999PE + 0,22
EK4’ 13,753¢P £ 0,49 | 14,44C+ (038 | 15,01°C+0,14 | 16,81°° +0,31 18,939CP + 0,54
EK5’ 13,413€ £ 0,27 | 14,47°C+0,29 | 15,39°C + 0,35 | 16,42°CP+0,25 | 17,5198 + 0,34
EK®6’ 16,98 + 0,58 | 17,61 +0,13 | 18,27°+0,31 | 19,78 +0,33 20,98 + 0,44
EK?’ 16,70 £ 0,78 | 17,93%E+(,18 | 18,92°€+(,57 | 20,35 + 0,51 21,75 + 0,88
Lipidy niezemulgowane
OP 2,51%A+£0,18 | 2,864+ 0,18 | 3,46°A+ 0,44 3,91% + 0,28 4,829 + 0,04
OR-OL 4,098 +£0,05 | 6,36°%+0,05 8,988 + 0,31 10,68%°P £ 0,10 | 12,81°P +0,64
K3 5,52 + 0,19 | 7,77°°P +0,32 | 9,668+ 0,15 10,5090 £ 0,22 | 11,28°® +£0,26
K4 5,83%¢P £ (0,29 | 7,67°P+0,26 | 9,26°€C +0,51 10,21¢48C + 0,34 | 11,3398CD 1+ 0,88
K5 559 +0,19 | 7,51°€+0,38 | 9,24°6C+0,20 9,88 + 0,19 10,26% + 0,26
K6 5,980 + 0,24 | 7,77°C0 +£ 0,38 | 9,44°BC+(0,32 | 10,24°B8C+0,12 | 11,1098C+(,86
K7 6,432+ 0,37 | 8,48°°+0,31 10,05+ 0,41 | 10,99°° +0,08 12,449P + 0,66

Objasnienia: OP — olej palmowy, OR-OL — mieszanina oleju rzepakowego i oleju Inianego (1:1), K3-7 —
oleozele z 3-7% m/m stgzeniem wosku kandelila, SM’ — frakcja thuszczu mlecznego ze $mietanki, EP” —
frakcja oleju palmowego z EP, ERL’ — frakcja mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego (1:1) z ERL
(emulsji na bazie mieszaniny OR-OL), K3’-7’ — frakcja oleozelowa z EK3-7; a-e — rdzne litery w wierszu
oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: czas przechowywania), p < 0,05; A-E — rézne
litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj lipidu/frakcji

lipidowej), p < 0,05 — osobno dla frakcji lipidowych emulsji i lipidow niezemulgowanych.

4.3.6. Analiza statystyczna i podsumowanie etapu 111

Analizie statystycznej (PCA) poddano 13 wybranych parametrow, ktore opisywaty

W najwigkszym stopniu zmiany wlasciwosci emulsji typu $mietanka, przechowywanych

przez 28 dni (w temperaturze 20°C). W ramach analizy wydzielono dwie sktadowe

glowne: czynnik 1 —59,74%, czynnik 2 — 30,39%, ktore sumarycznie wyjasniaty 90,13%

wariancji.
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Rys. 62. Wykres osypiska

Na pierwszg sktadowg sktadajg si¢: parametry barwy (indeksy bieli — WI28 i indeksy
zazbOlcenia — YI28), parametry reologiczne (wspodtczynniki konsystencji — K28,
wyktadniki plynigcia — n28), S$rednie wielkosci czastek lipidowych (Wcz28)
i wspotczynniki dyspersyjnosci (Wd28), indeksy niestabilnosci (In28), indeksy
stabilno$ci Turbiscan (TSI28) oraz podstawowe wskazniki stopnia utlenienia frakcji
lipidowych emulsji (liczby nadtlenkowe — LN28, liczby anizydynowe — LA28, wskazniki
catkowitego utlenienia TOTOX — TX28). Najwickszy wplyw na ksztaltowanie drugiej
sktadowej mialy parametry mikroreologiczne — indeksy sprezystosci (EI128) i indeksy
lepko$ci makroskopowej (MVI28) — rys. 62, tab. 18.

Na rys. 63 przedstawiono wektory zmiennych, charakteryzujacych wtasciwosci
emulsji typu $mietanka (po 28 dniach przechowywania w 20°C), w uktadzie dwdch
sktadowych gtownych. Im dluzsze wektory (wigksze odlegtosci skrajnego punktu
wektora od $rodka okrggu), tym zmienne w wigkszym stopniu opisujg dwie pierwsze
skladowe. Niemalze wszystkie zmienne miaty bardzo duzy udziat w ksztattowaniu obu
czynnikow. Wyjatek stanowit wspotczynnik dyspersyjnosci (Wd28) opisujacy czynnik 1.
Nieznaczne wielkos$ci katow pomigdzy wektorami zmiennych $wiadcza o ich silnej
dodatniej korelacji, ktéra wykazano pomiedzy: indeksami niestabilnosci i1 indeksami
zazotcenia emulsji (In28-Y128), wskaznikami pierwotnego i wtérnego stopnia utlenienia
frakcji lipidowych emulsji (LN28-LA28). Wektory tworzace kat 180° wskazuja na silne

uyjemne korelacje pomigdzy zmiennymi, np. indeksami bieli 1 §rednimi wielko$ciami
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czastek lipidowych emulsji (WI128-Wcz28). Ponadto kat 90° pomiedzy wektorami
zmiennych $wiadczy o braku istotnej korelacji (p > 0,05). Taka zalezno$¢ zauwazono
w relacji wskaznikow stopnia utlenienia frakcji lipidowych emulsji (LN28, LA28)
i indeksow sprezystosci emulsji (E128) (rys. 63a).

Na rys. 63b przedstawiono rzut przypadkow (obiektow) na ptaszczyzng czynnikow,
umozliwiajacy wskazanie wariantdow emulsji typu $mietanka, ktére sa najbardziej
podobne/rézne pod wzgledem analizowanych zmiennych. Stwierdzono najmniejsze

roznice pomiedzy emulsjami EK4 i EKS5 oraz EK6 1 EK7.

Tabela 18. Wspotczynniki korelacji pomiedzy czynnikami a zmiennymi

Zemienna Wspélezynnik korelacji (p)
Czynnik 1 Czynnik 2
WI28 -0,82 0,41
Y128 0,87 0,34
Wcz28 0,84 -0,48
Wd28 0,62 -0,04
K28 -0,77 -0,63
n28 0,73 0,67
MV128 0,23 -0,96
El128 0,41 -0,89
TSI128 0,95 -0,22
In28 0,90 -0,37
LN28 -0,84 -0,45
LA28 -0,86 -0,48
TX28 -0,85 -0,50

Objasnienia: WI28 — indeks bieli [-], Y128 — indeks zazotcenia [-], Wcz28 — $rednia wielko$é czastek
lipidowych [pum], Wd28 — wspotczynnik dyspersyjnosci [-], K28 — wspotczynnik konsystencji [mPa-s],
n28 — wykladnik ptyniecia [-], MVI28 — indeks lepkoéci makroskopowej [nm?], EI128 — indeks sprezystoéci
[nm2], TS128 — indeks stabilnosci Turbiscan [-], In28 — indeks niestabilnosci [-], LN28 — liczba nadtlenkowa
frakcji lipidowej emulsji [milirown. O2/kg], LA28 — liczba anizydynowa frakcji lipidowej emulsji [-],
TX28 — wskaznik catkowitego utlenienia (TOTOX) frakcji lipidowych emulsji [-] (w 28 dniu
przechowywania).
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Rys. 63. Projekcja zmiennych (a) oraz projekcja przypadkéw (b) na ptaszczyzne
czynnikow

Objasnienia jak pod tab. 18; Objasnienia: SM — §mietanka (probka pordwnawcza), EP —emulsja z olejem
palmowym, EK3-7 — emulsja z oleozelem z 3-7% m/m wosku kandelila; Probki w zielonym obramowaniu
wykazywaty podobienstwo.

Na podstawie wynikéw badan przeprowadzonych w etapie III stwierdzono, ze czas
przechowywania istotnie wplynat na stopien utlenienia frakcji lipidowych 1 wtasciwosci
fizyczne emuls;ji typu $mietanka. Emulsje na bazie lipidow strukturyzowanych (oleozeli)
cechowaly si¢ zroznicowanymi wlasciwosciami fizycznymi w zaleznos$ci od stezenia WK
w fazie lipidowej. Emulsje na bazie oleozeli z 3%, 4% lub 5% stgzeniem wosku
wykazywaly wigksza stabilno$¢ fizyczng (grawitacyjng i wirdbwkowa) W czasie

przechowywania przez 28 dni (20°C), w poréwnaniu do pozostatych uktadow.
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Ponadto frakcje lipidowe wydzielone z badanych emulsji podlegalty zmianom
oksydacyjnym w roznym tempie i stopniu. Pomimo najwyzszych poczatkowych wartosci
liczby nadtlenkowej frakcji oleozelowych, pierwotne utlenianie zachodzito najszybciej
we frakcji mieszaniny olejow wydzielonej z ERL. Ponadto reakcje wtornego utleniania
frakcji lipidowych emulsji postepowaly znacznie wolniej niz reakcje pierwotnego
utleniania. Frakcja lipidowa emulsji na bazie oleozelu z 5% stgzeniem wosku
charakteryzowata si¢ najnizszym stopniem catkowitego utlenienia (TOTOX) posrod
frakcji lipidowych wszystkich emulsji na bazie oleozeli. Wykazano, ze stezenie WK
powyzej 6% m/m w fazie lipidowej emulsji moze przyspieszy¢ autooksydacje lipidow.
Najbardziej stabilne oksydacyjnie w calym okresie przechowywania byla frakcja
lipidowa $mietanki wyprodukowanej warunkach przemystowych i stabilizowanej
karagenem (ttuszcz mleczny), a nastepnie frakcja lipidowa emulsji na bazie oleju

palmowego.
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5. Analiza statystyczna podsumowujaca wszystkie etapy pracy

W celu wyodrebnienia uktadow wykazujacych podobienstwo pod wzgledem
wybranych 50 parametrow, wyznaczonych w etapach I, II i III, przeprowadzono analiz¢
sktadowych gtownych (PCA) i hierarchiczng analize skupien (HCA). Wybrane parametry
w najwigkszym stopniu opisywaly zmiany wtasciwosci lipidow i otrzymanych z nich
emulsji podczas badan. Nadrzednym celem pracy byto okreslenie mozliwos$ci zastgpienia
oleju palmowego przez lipidy strukturyzowane (oleozele) w wytwarzaniu weganskich
emulsji O/W. Dlatego analizom PCA i HCA poddano probki doswiadczalne, tj. emulsje
typu $mietanka, na bazie napoju sojowego, otrzymane z udziatem oleju palmowego (EP)
lub oleozeli (EK3-7). Smietanka wyprodukowana w warunkach przemystowych
I stabilizowana karagenem stanowita probke poréwnawcza dla emulsji doswiadczalnych
w etapie Il i 11l. Nie badano wiasciwosci fizycznych i zmian oksydacyjnych tluszczu
mlecznego, zatem nie uwzgledniono jej w podsumowaniu statystycznym, obejmujacym
wszystkie etapy pracy.

W ramach analizy PCA wydzielono dwie gléwnie sktadowe: czynnik 1 — 59,27%,
czynnik 2 — 29,68%, ktore sumarycznie wyjasniaty 88,95% wariancji (rys. 64).

59,27%

Wartodé wlasna

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Numer wart. wlasnej

Rys. 64. Wykres osypiska

Na pierwsza sktadowa sktadaja si¢: wskazniki stabilnosci fizycznej lipidow (indeksy
niestabilnosci lipidow — In20/30, wskazniki stabilnosci lipidow — Ws20/30, ilos¢ wycieku
— 1lw20/30), dtugosci krysztatow lipidowych (Dk), temperatura topnienia lipidow (Tm),
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czas 1 temperatura krystalizacji lipidow (Ck i Tk), wspotczynniki odzysku lepkosci
lipidow (Wod), parametry reologiczne emuls;ji ,,$wiezych” (K1, n1) i mikroreologiczne
emulsji ,,$wiezych” (MVI1, EI1, SLB1), indeksy niestabilnosci emulsji ,,swiezych” (Inl),
predkosci czgstek w polu wirowania emuls;ji ,,§wiezych” (Pczl), indeksy niestabilnosci
emulsji po cyklu zamrazanie-rozmrazanie (In(z-r)), zdyspergowaniu w srodowisku
zasadowym (In(pH9)) lub o 0/0,05 M stezeniu NaCl (In(0/0,05)), parametry barwy
(WI28, YI28), reologiczne (K28, n28) i mikroreologiczne (MVI28, EI28) emulsji
w 28 dniu przechowywania, a takze wskazniki stopnia utlenienia frakcji lipidowych
emulsji w 28 dniu przechowywania (LN28, LA28, TX28) — tab. 19. Wykazano, ze
najwickszy wpltyw na druga skltadowa mialy nastgpujace czynniki: wspotczynniki
nieprzezroczystosci lipidow (Wnp), parametry tekstury lipidow (twardos¢ — Tw, kleistos¢
— KI), parametry mikroreologiczne lipidow (MVI, EIl, SLB), indeksy bieli emulsji
»Swiezych” (WI1), srednie wielkosci czastek lipidowych (Wczl) i wspotczynniki
dyspersyjnosci (Wd1) emuls;ji ,,swiezych”, indeksy niestabilnosci emulsji po ogrzewaniu
w temperaturze 90°C (In(90)), zdyspergowaniu w roztworze o pH rownym 5 (In(pH5))
i pH rownym 7 (In(pH7)), srednie wielkosci czastek lipidowych (Wcz28) i wskazniki
stabilnosci emulsji w 28 dniu przechowywania (TSI28, In28). Zaréowno indeksy
niestabilnosci emulsji po zdyspergowaniu w roztworach o 0,1 M lub 0,15 M stezeniu
NaCl (In(0,1/0,15)), jak i wspotczynniki dyspersyjnosci emulsji w 28 dniu
przechowywania (Wd28) nie opisujg znaczaco obu sktadowych gtownych (|p| < 0,7)
[Granato i wsp. 2018] — tab. 19.

Na rys. 65a przedstawiono rzut zmiennych na plaszczyzne czynnikow, obrazujacy
nie tylko korelacje pomigdzy zmiennymi i czynnikami, ale rowniez korelacje pomigdzy
poszczegblnymi zmiennymi. Zaobserwowano silng dodatnig korelacje miedzy:
twardoscig lipidow a wspodtczynnikami dyspersyjnosci otrzymanych z nich emuls;ji
swiezych (Tw-Wd1), indeksami lepkosci makroskopowej emulsji $wiezych i liczba
anizydynowa frakcji lipidowych emulsji po 28 dniach przechowywania (MVI1-LA28),
czasem krystalizacji lipidow 1 wyktadnikami ptynigcia otrzymanych z nich emulsji po
28 dniach przechowywania (Ck-n28) badz indeksami niestabilnosci emulsji po cyklu
zamrazanie-rozmrazanie 1 indeksami bieli emulsji po 28 dniach przechowywania
(In(z-r)-WI28). Z kolei silne korelacje ujemne wystepowaty pomiedzy: iloscig wycieku
frakcji ciektej lipidow w temperaturze 20°C i1 indeksami sprezystosci emuls;ji ,,Swiezych”
(Iw20-El1), czasem krystalizacji lipidow i wspodtczynnikiem konsystencji emulsji

»Swiezych” (Ck-K1) badz wspotczynnikiem rownowagi ciecz-ciato stale emulsji
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$wiezych i indeksami lepko$ci makroskopowej emulsji po 28 dniach przechowywania
(SLB1-MVI28). Nie stwierdzono istotnych korelacji pomiedzy indeksami spr¢zystosci
lipidow i indeksami lepko$ci makroskopowej emulsji ,,Swiezych” (EI-MVI1) czy
wspotczynnikami  odzysku lepkosci lipidow 1 indeksami niestabilnosci emulsji

zdyspergowanych w srodowisku o pH rownym 5 (Wod-In(pH5)) (rys. 65a).

Tabela 19. Wspotczynniki korelacji pomi¢dzy czynnikami a zmiennymi

. Wsp. korelacji (p) . Wsp. korelacji (p)

Zmienna - - Zmienna - -
Czynnik 1 | Czynnik 2 Czynnik 1 | Czynnik 2

Wnp 0,07 0,86 SLB1 0,82 -0,53
M -0,71 -0,66 Inl 0,91 0,41
Dk 0,91 0,39 Pczl 0,92 0,39
m -0,99 0,12 In(z-r) 0,93 0,24
Tk -0,92 0,38 In(90) 0,65 0,74
Ck 0,99 -0,14 In(pH5) -0,43 0,83
St -0,34 0,93 In(pH7) 0,61 -0,75
Sk -0,19 0,94 In(pH9) 0,89 -0,25
Wod 0,87 0,48 In(0) 0,89 -0,11
El 0,10 0,98 In(0,05) 0,76 0,19
MVI -0,05 0,97 In(0,1) 0,08 0,25
SLB 0,41 -0,86 In(0,15) -0,48 0,36
WSs20 -0,93 -0,37 wWi28 0,92 0,23
Ws30 -0,98 0,09 Y128 -0,94 -0,31
In20 0,95 0,32 Wcz28 -0,24 0,96
In30 0,95 0,31 Wd28 0,30 0,48
w20 0,95 0,11 K28 -0,99 0,06
w30 1,00 0,07 n28 0,99 -0,09
Wil -0,57 -0,79 MVI128 -0,85 0,52
Wezl -0,48 0,78 El128 -0,79 0,61
Wd1l -0,32 0,92 TSI28 0,22 0,77
K1 -0,99 0,15 In28 -0,10 0,87
nl 0,97 -0,24 LN28 -0,91 -0,30
MVI1 -0,99 0,08 LA28 -0,97 0,05
Ell -0,86 -0,07 TX28 -0,97 -0,16

Objasnienia: jak pod tab. 8, tab. 12 i tab. 18.

Projekcja przypadkéw (emulsji) na ptaszczyzne czynnikéw (rys. 65b) pozwala
oszacowac stopien zroznicowania charakterystyki emulsji doswiadczalnych (w oparciu

0 50 zmiennych), na podstawie odleglosci pomigdzy punktami przypisanymi
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przypadkom na wykresie. Najwigksze podobienstwo zaobserwowano pomigdzy
emulsjami na bazie oleozeli z 4% i 5% stezeniem wosku (EK4 i EKS). Ponadto

wykazano, ze emulsja na bazie oleju palmowego (EP) bardzo r6zni si¢ od pozostatych

uktadow (rys. 65b).
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Rys. 65. Projekcja zmiennych (a) i przypadkow (b) na ptaszczyzne czynnikow
Objasnienia: jak pod tab. 8, tab. 12 i tab. 18; EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja z oleozelem
z 3-7% m/m wosku kandelila; Probki w zielonym obramowaniu wykazywaly podobienstwo.

W celu uzupehienia analizy PCA, ten sam zbiér danych poddano hierarchiczne;j

analizie skupien (HCA), umozliwiajace] klasyfikacj¢ przypadkow (obiektow — emulsji)
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we wzglednie jednorodne grupy (metoda Warda oparta na analizie wariancji) [Granato

I wsp. 2018].

Wyodrebniono 3 grupy emulsji (odlegtos¢ wigzania: y = 6,1441) (rys. 66). Skupienie

1 tworzy emulsja na bazie oleju palmowego (EP), co potwierdza bardzo duzg odmienno$¢

tego uktadu od pozostatych (tak jak w analizie PCA). Skupienie 2 obejmuje emulsje na
bazie oleozeli z 6% lub 7% stg¢zeniem wosku (EK6 i EK7), natomiast skupienie 3 —

emulsje na bazie oleozeli z 3%, 4% lub 5% stezeniem wosku (EK3, EK4 i EK5) (rys. 66).

Poszczegodlne skupienia, do ktorych zaklasyfikowano emulsje, scharakteryzowano pod

wzgledem $rednich warto$ci analizowanych parametrow.
Skupienie 1 (EP) charakteryzuje m.in.:

e najmniejsza stabilnos¢ lipidu stanowigcego fazg rozproszong emulsji — najwyzsze
srednie  warto$ci indeksu niestabilno$ci 1 ilosci wycieku frakcji cieklej
w temperaturach 20°C i 30°C (odpowiednio 25,53% i 60,81% oraz 1,94% i 36,78%);
najnizsze S$rednie  wartosci  wskaznikow  stabilnosci  wiréwkowej  lipidu,
w temperaturach 20°C i 30°C (odpowiednio 93,97% i 70,13%);

e najmniejsza stabilno$¢ emulsji ,,§wiezych” — najwyzsze srednie wartosci indeksu
niestabilnosci (1,25), predkosci czastek w polu wirowania (0,31 pum/s), wyktadnika
ptynigcia (0,81); najnizsze $rednie  wartosci  wspélczynnika  konsystencji
(72,73 mPa:-s), indeksu lepkosci makroskopowej (1,37x 10° nm™);

e najmniejsza stabilno$¢ emulsji poddanych stresowi srodowiskowemu — najwyzsze
$rednie wartosci indeksu niestabilnosci po cyklu zamrazanie-rozmrazanie (52,0),
ogrzewaniu w temperaturze 90°C (8,13), zdyspergowaniu w s$rodowisku o pH
rownym 9 (1,25) lub niskiej sile jonowej, tj. 0 lub 0,05 M stezeniu NaCl
(odpowiednio 14,95 i 19,50);

e najmniejsza stabilnos¢ grawitacyjna emulsji, po 28 dniach przechowywania —
najwyzsze $rednie wartosci indeksu stabilnosci Turbiscan (4,27), wspotczynnika
dyspersyjnosci (0,98), wyktadnika ptyniecia (0,93);

e namniejszy stopien utlenienia frakcji lipidowej emulsji, po 28 dniach
przechowywania — najnizsze $rednie wartosci liczby nadtlenkowej (1,23 milirown.
O2/kQg), liczby anizydynowej (2,58) oraz wskaznika TOTOX (5,05).

Skupienie 2 (EK6, EK7) charakteryzuja m.in.:
e najwyzsze S$rednie wartosci parametrow, opisujacych wiasciwosci reologiczne

i teksture lipidu stanowigcego fazg rozproszong emulsji, takich jak: temperatura
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topnienia i krystalizacji (odpowiednio 45,5°C i 42,2°C), twardo$¢ i kleistos¢
(odpowiednio 5,43 N i 2,96 N), indeks lepkosci makroskopowe;j (12,97 x 10° nm2);
najwicksza stabilno$¢ wirowkowa i grawitacyjna lipidu stanowigcego faze
rozproszong zdyspergowang emulsji — najnizsze $rednie warto$ci indeksu
niestabilnosci w temperaturach 20°C i 30°C (odpowiednio 1,52 oraz 5,06), ilosci
wycieku frakcji ciektej w temperaturach 20°C i 30°C (odpowiednio 0,00 i 2,93);
najwigksze $rednie wielkosci czgstek lipidowych (1,75 um), warto$ci wspotczynnika
dyspersyjnosci (1,0), wspotczynnika konsystencji (299,35 mPa-s), indeksu lepkos$ci
makroskopowej (2,96 x 10° nm?), indeksu sprezystosci (1,39 x 10 nm2) emulsji
»Swiezych”, a takze najwicksze Srednie wartosci indeksu niestabilnosci po
zdyspergowaniu w roztworze o pH réwnym 5 lub 0,1 M stezeniu NaCl (odpowiednio
29,21 19,6);

najwigksza stabilnos¢ emulsji poddanych stresowi srodowiskowemu, takiemu jak:
cykl zamrazanie-rozmrazanie, zdyspergowanie w roztworze o pH rownym 7 lub 9,
w roztworze 0 0 M lub 0,05 M stezeniu NaCl — najnizsze $rednie wartosci indeksu
niestabilnosci (odpowiednio 31,67, 1,0, 0,68, 11,28 i 16,38);

najmniejsza stabilno$¢ wirowkowa emulsji po 28 dniach przechowywania —
najwyzsze S$rednie warto$Ci indeksu niestabilnosci (21,76), wielkosci czastek
lipidowych (1,84 pum);

najwigkszy stopien utlenienia frakcji lipidowej emulsji po 28 dniach
przechowywania — najwyzsze $rednie wartosci LN (7,83 milirown. O2/kg), LA (5,70),
wskaznika TOTOX (21,36).

Skupienie 3 (EK3, EK4, EK5) cechuje:

najmniejsze s$rednie wartosci parametréw teksturalnych i mikroreologicznych
lipidow stanowiagcych faze rozproszona emulsji — dhugosé krysztatow (9,80 um),
twardos¢ i kleistos¢ (odpowiednio 1,69 N i 1,11 N), wspotczynnik odzysku lepkosci
(11,84%), indeks sprezystosci (1,24 x 103 nm), indeks lepkosci makroskopowej
(2,92 x 10° nm2);

najwigksza stabilno$¢ emulsji ,.$wiezych” — najnizsze $rednie wartosci
wspoétczynnika dyspersyjnosci (0,83), wielkosci czagstek lipidowych (1,65 pm),
indeksu niestabilnosci (0,60), predkosci czastek w polu wirowania (0,03 pm/s);
najwigksza stabilno$¢ emulsji poddanych dziataniu stresu srodowiskowego, takiemu

jak: ogrzewanie w 90°C, zdyspergowanie w roztworze o pH réwnym 5 lub 0,1 M
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stezeniu NaCl — najnizsze wartosci indekséw niestabilnosci (odpowiednio 3,06,
22,781 18,88);

e najwicksza stabilnos¢ fizyczna emulsji po 28 dniach przechowywania — najmniejsze
srednie rozmiary czastek lipidowych (1,75 pm), $rednie wartosci wspotczynnika
dyspersyjnosci (0,89), indeksu stabilnosci Turbiscan (2,36) i indeksu niestabilno$ci
(15,04).

Diagram drzewa
Metoda Warda
Odleglosé euklidesowa

. 1 skupienie
EK3
EK4 3 skupienie
EKS
EKS$ 2 skupienie
EK7
2 3 6 ¢ 10 12 14 16 18 20

Odlegloéé¢ wiazama

Rys. 66. Diagram drzewa wyznaczony w ramach hierarchicznej analizy skupien (HCA)

metoda Warda

Objasnienia: EP — emulsja z olejem palmowym, EK3-7 — emulsja z oleozelem z 3-7% m/m wosku
kandelila.

W oparciu o warto$ci wspodtczynnika zmiennosci (Wz) okreslono stopien
jednorodnosci kazdego skupienia (grupy) emulsji pod wzgledem okreslonego parametru
—tab. A21. Im wyzsza warto$¢ Wz (od 0% do 100%), tym obiekty w skupieniu bardziej
zréznicowane (niejednorodne) pod wzgledem wartosci danego parametru [Szymanska
1 wsp. 2020a]. Skupienie 2 (EK6 i EK7) charakteryzuje najmniejsza jednorodno$¢ pod
wzgledem nastgpujacych parametréw: indeksu stabilnosci Turbiscan emulsji po
28 dniach przechowywania (51%) oraz indeksu lepkosci makroskopowej (37%), ilosci
wycieku frakcji ciektej w temperaturze 30°C (34%), wspotczynnikow odzysku lepkosci
(29%), indeksu sprezystosci (28%) 1 twardosci lipidow (23%), stanowigcych faze
rozproszong tych emulsji. Z kolei skupienie 3 (EK3, EK4, EKS5) bylo najbardziej
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niejednorodne w zakresie kleistosci (64%), twardosci (60%), ilosci wycieku frakcji
ciektej w 20°C/30°C (173%/ 43%) i indeksow niestabilnosci lipidow w temperaturach
20°C 1 30°C (odpowiednio 48% 1 24%), a takze indeksu niestabilnosci emulsji,

wytworzonych z udziatem tych lipidéw, po zdyspergowaniu w roztworze o pH roéwnym

9 (22%).
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6. Stwierdzenia i wnioski

Na podstawie wynikéw badan przeprowadzonych w etapie | stwierdzono, ze:

1. Wosk kandelila charakteryzowat si¢ wysoka skutecznos$cig W strukturyzowaniu
mieszaniny rafinowanych olejow rzepakowego i Inianego (1:1).

2. Stgzenie wosku kandelila mialo znaczacy wplyw na wlasciwosci otrzymanych
lipidow  strukturyzowanych (oleozeli). Zwigkszenie udzialu substancji
strukturotworczej w ukladach spowodowato zwigkszenie stabilnosci oleozeli,
zaro6wno w kontekscie integralnos$ci struktury, jak i opornosci lipidow na dziatanie
roznych czynnikow zewnetrznych, takich jak podwyzszona temperatura oraz sity
$cinajaca, grawitacyjna oraz odsrodkowa.

3. Lipidy strukturyzowane woskiem kandelila r6znity si¢ od oleju palmowego pod
wzglgdem wielu badanych parametrow (w tym mikrostruktury, wiasciwosci
reologicznych, parametrow barwy, tekstury oraz stabilno$ci fizycznej). Juz przy
najmniejszym udziale tego dodatku (3%) otrzymany oleozel charakteryzowat si¢
wickszg temperaturg topnienia niz olej palmowy.

4. Uzycie 3-8% m/m wosku kandelila do strukturyzowania mieszaniny rafinowanych
olejow rzepakowego i Inianego (1:1) umozliwito otrzymanie lipidow o wickszej

stabilnosci fizycznej od oleju palmowego.

Na podstawie wynikow badan przeprowadzonych w etapie 11 stwierdzono, ze:

1. Homogenizacja ultradzwigkowa umozliwita efektywne wytwarzanie stabilnych
emulsji typu O/W (30/70 m/m), na bazie napoju sojowego, bez dodatku
stabilizatorow, z udziatem oleju palmowego lub lipidéw strukturyzowanych.

2. Rodzaj zastosowanej fazy lipidowej miat wptyw na ksztaltowanie stabilnosci
fizycznej emulsji typu O/W. Najlepsza stabilnoscig cechowaty si¢ uktady
otrzymane z udziatlem oleozeli. Mogto to by¢ spowodowane utworzeniem przez
wosk kandelila dodatkowej warstwy w przestrzeni migdzyfazowej, co zwigkszyto
stabilno$¢ strukturalng czastek fazy rozproszonej emulsji.

3. Stezenie wosku kandelila byto istotnym czynnikiem determinujagcym wiasciwosci
fizyczne emulsji, otrzymanych z udziatem lipidow strukturyzowanych poprzez
oleozelacje. Zawarto$ci wosku powyzej 6% m/m mogty prowadzi¢ do destabilizacji
uktadow emulsyjnych, spowodowanej powstawaniem duzych krysztatow

lipidowych w fazie rozproszonej emulsji.
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4. Weganskie emulsje z oleozelami charakteryzowaly si¢ znaczna oporno$cig na
destabilizacje, w warunkach zmiany temperatury Srodowiska. Emulsja z 5%
udziatem wosku w fazie wewnetrznej byla Szczegolnie stabilna po procesach

zamrazania 1 rozmrazania.

Na podstawie wynikow badan przeprowadzonych w etapie 111 stwierdzono, ze:

1. Czas przechowywania istotnie wptynal na stabilno$¢ fizyczng $mietanki
I weganskich emulsji typu $mietanka, a takze stabilno$¢ oksydacyjng ich frakcji
lipidowych.

2. Stezenie wosku kandelila w lipidach strukturyzowanych determinowato szybko$¢
przemian fizycznych i oksydacyjnych, zachodzacych w emulsjach typu O/W.

3. Emulsje na bazie oleozeli z 3%, 4%, 5% stezeniem wosku kandelila
charakteryzowatly si¢ wyzszg stabilnoscig fizyczng w funkcji czasu, w porownaniu
do emulsji z wigkszym udzialem substancji strukturotworczej w fazie lipidowej
(6-7% m/m), a takze emulsji z olejem palmowym i $mietanki stabilizowanej
karagenem.

4. Frakcje lipidowe wydzielone z emulsji miatly mniejszg stabilno$¢ oksydacyjna
w czasie przechowywania (w temperaturze 20°C), w poréwnaniu do lipidow
niepoddanych emulsyfikacji.

5. Frakcje lipidowa emulsji z oleozelem z 5% stgzeniem wosku kandelila
charakteryzowaty mniejsze wartosci liczby nadtlenkowej (LN) po 28 dniach
przechowywania (w temperaturze 20°C), w poréwnaniu do LN frakcji lipidowej
emulsji na bazie mieszaniny rafinowanych olejow rzepakowego i Inianego (1:1).
Moze to sugerowac, ze proces oleozelacji przyczynia si¢ do zmniejszenia szybko$ci
degradacji ttuszczu w emulsjach, przy odpowiednio dobranym poziomie substancji
strukturotworczej.

6. Najbardziej stabilna oksydacyjnie (wykazujaca najnizszy pierwotny i wtorny
stopien utlenienia) w catym okresie przechowywania byta frakcja lipidowa
$mietanki (tluszcz mleczny), nastepnie frakcja lipidowa emulsji na bazie oleju
palmowego. Pomimo réznic strukturalnych, podatno$¢ lipidéw na utlenianie byta

uwarunkowana gtownie ich sktadem kwasow thuszczowych.

Wyniki badan, otrzymane w etapach I, 1l i Ill, pozwolity potwierdzi¢ w pehni
hipotezy 2 i 3 oraz czeSciowo hipoteze 1 postawione w niniejszej pracy. Otrzymane lipidy

strukturyzowane charakteryzowaly si¢ wigkszg wartoscig zywieniowg niz lipidy
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konwencjonalne (takie jak olej palmowy), a takze wykazywaty istotnie rozne wlasciwosci

fizyczne.

Sformutowano nastepujace wnioski koncowe:

1. Lipidy na bazie oleju Inianego i rzepakowego, strukturyzowane woskiem kandelila,
o wskaznikach zywieniowych $wiadczacych o niskim ryzyku wystapienia chorob
sercowo-naczyniowych, moga stanowi¢ korzystng zywieniowo alternatywe¢ dla
konwencjonalnych tluszczow statych lub poélstatych, powszechnie stosowanych
w produkcji zywnosci.

2. Oleozele moga zastapi¢ olej palmowy w produkcji stabilnych emulsji typu O/W,
0 zwigkszonej wartosci zywieniowej frakeji lipidowe;.

3. Emulsje typu $mietanka, otrzymane z udziatem lipidow strukturyzowanych
w procesie oleozelacji, wykazujg duzy potencjat jako weganskie analogi $mietanki

stabilizowanej karagenem.
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Rys. Al. Wykres rozrzutu
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Rys. A2. Wykres rozrzutu
zmiennych na plaszczyznie na
podstawie  korelacji  pomiedzy

indeksem lepkosci makroskopowej
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lipidow

Rys. A3. Wykres rozrzutu
zmiennych na plaszczyZznie na
podstawie  korelacji  pomigdzy
indeksem sprezystosci (ED)
i indeksem lepkosci

makroskopowej (MVI) lipidow
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Rys. A6. Zdjg¢cia mikroskopowe emulsji (w jasnym polu) w czasie przechowywania w temp. 20°C (powigkszenie 600-krotne)
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Rys. A7. Wykres rozrzutu
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podstawie  korelacji  pomiedzy
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Rys. A8. Wykres rozrzutu
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Rys. A9. Wykres rozrzutu
zmiennych na plaszczyznie na
podstawie  korelacji  pomiedzy
wspotczynnikami konsystencji (K)
i indeksami lepkosci
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Rys. A10. Profile transmisji §wiatta w funkcji czasu i potozenia probek emulsji w czasie przechowywania w temp. 20°C (test LUMiSizer)
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Rys. A11l. Wykres rozrzutu zmiennych na ptaszczyznie na podstawie korelacji pomigdzy liczba
nadtlenkowa (LN) i liczba anizydynowa (LA) frakcji lipidowych emulsji, przechowywanych

przez 28 dni, w temp. 20°C

8.2. Tabele
Tabela Al. Warto$ci parametrow tekstury lipidow

Ro_dzaj topr;li-:mg.[oc] Twz[lli‘l(]iosc Kleistosé [N] Sm[;ljtl);vl:ll]osc Prz[)lf&(.elgna;lliosc
lipidu T s ¥ s ¥ s 3 s X s

OP 31,82 0,5 3,53° | 0,14 2,43 | 0,06 46,90¢ 0,58 7,62¢ 0,32
K3 38,3° 0,5 0,76% | 0,03 0,50* | 0,02 13,412 1,12 2,312 0,52
K4 41,3° 0,5 1,52° | 0,16 0,94° | 0,17 19,78° 1,24 2,948 0,76
K5 43,3¢ 0,5 2,78° | 0,44 1,89¢ | 0,37 25,16°¢ 1,96 4,14° 0,34
K6 44 5¢ 0,6 4569 | 0,72 2,80% | 0,24 30,59¢ 2,65 4,69° 0,61
K7 46,5° 0,6 6,31¢ | 0,03 3,12¢ | 0,22 52,02¢ 3,47 6,42°¢ 0,41
K8 51,39 0,5 7,947 | 0,20 3,234 | 0,05 64,13 0,67 7,40¢ 0,47

Objasnienia: X — $rednia arytmetyczna z trzech powtorzen, s — odchylenie standardowe od wartosci X; OP — olej
palmowy, K3-8 — oleozel z 3-8% m/m stezeniem WK; a-g — rdézne litery w kolumnie oznaczaja réznice istotne
statystyczne (p < 0,05).

Tabela A2. Wartosci parametréw reologicznych i mikroreologicznych lipidow

-3 -5
Rodzaj | Wod [%] Ck [min] Tk [°C] E['n’r‘nﬂ(; M\[’r:r:zl]o SLB [nm?]
lipidu X s s X s X s X s X s
OP | 81.26° | 1,22 | 500,82% | 8,08 | 29,37 | 021 | 2,93° | 0,03 | 11,45° | 0.25 | 0.23% | 0,00
K3 | 10,31° | 0,28 | 390,60 | 4,85 | 32,70° | 0,30 | 0,95% | 0,03 | 2,30° | 0,04 | 026° | 0,00
K4 | 12,77° | 0,94 | 343.29° | 8.37 | 36,20° | 0,15 | 1,23° | 0,02 | 2,91 | 0,00 | 0.24% | 0,00
K5 | 12,44° | 0,31 | 302,55 | 2,36 | 37,439 | 0,15 | 1,54° | 0,04 | 355° | 0,05 | 0247 | 0,00
K6 | 12.33° | 0.25 | 273.91° | 548 | 41,27° | 0,25 | 2,187 | 0,04 | 954 | 040 | 022 | 001
K7 | 18.78° | 0,25 | 245.03° | 3.36 | 43,53' | 0,40 | 3,25' | 0,10 | 1640° | 022 | 017 | 0,01
K8 | 20.887 | 0.76 | 227,33 | 448 | 47,209 | 0,30 | 4,237 | 0,06 | 37.24" | 0.74 | 008 | 0,01

Objasnienia jak pod tab. Al; Wod — wspotczynnik odzysku lepkosci, Ck — czas krystalizacji, Tk — temperatura
krystalizacji, EI — indeks sprezystosci, MVI — indeks lepko$ci makroskopowej, SLB — wspotczynnik rownowagi ciecz-
cialo state; a-g — rozne litery w kolumnie oznaczaja rdznice istotne statystyczne (p < 0,05).
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Tabela A3. Wartosci parametrow stabilnosci fizycznej lipidow w temp. 20°C lub 30°C

2 2
Rodzaj | Ws20 [%] Ws30 [%6] '”20[_" 10 '”3°[_X 10 W20 [%] | 1w30 [%]
lipidu X s X s X s X s X s X s
op 9307 | 0,49 | 70,13° | 0,67 | 2553° | 1,57 | 60,81° | 1,94 | 1,04 | 0,05 | 36,787 | 0,27
K3 99.68° | 0,11 | 8256° | 057 | 437 | 0,31 | 10,957 | 0,48 | 0,89 | 0,05 | 15,02' | 0,19
K4 100,00° | 0,00 | 90,40° | 0,60 | 2,69% | 0,31 | 8.41% | 1,12 | 0,00 | 0,00 | 10,95 | 0,17
K5 100,00° | 0,00 | 95,437 | 0,49 | 1,59% | 0,30 | 6,87 | 0,40 | 0,00° | 0,00 | 588° | 0,11
K6 100,00° | 0,00 | 97,21° | 0,34 | 1,68® | 0,31 | 5,68% | 0,54 | 0,00 | 0,00 | 3,64 | 0,10
K7 100,00° | 0,00 | 99,02 | 0,57 | 1,37% | 0,26 | 4,44% | 0,39 | 0,00° | 0,00 | 2,22° | 0,08
K8 100,00° | 0,00 | 100,00 | 0,00 | 0.25% | 0,15 | 3.17°| 0,46 | 0,00° | 0,00 | 0,00° | 0,00

Objasnienia jak pod tab. Al; Ws20/30 — wskaznik stabilnosci lipidow w temp. 20°C/30°C (test wirdwkowy), In20/30
— indeksy niestabilnosci lipidow w temp. 20°C/30°C (test LUMiSizer), lw20/30 — ilo$¢ wycieku frakcji cieklej lipidow
po 72 h w temp. 20°C/30°C (test grawitacyjny); a-g — rézne litery w kolumnie oznaczajg roznice istotne statystyczne

(p <0,05)

Tabela A4. Srednie wartosci parametréow emulsji w badaniach wstepnych

_ Wielkos¢ czastek | Wspélezynnik | Lndeks lepkosci _ Indeks
ROdza_J_ lipidowych [pm] dyspersyjnosci [-] makro_gkopo_\ZNEJ nlestab;lnosa
emulsji x 10 [nm™~] x 10° []

x s X s x s x s
EP1 1,80° 0,03 1,12°¢ 0,03 0,932 0,07 3,95¢ 0,12
EP2 1,672 0,02 1,04° 0,02 1,14® 0,09 1,69° 0,10
EP2,5 1,662 0,03 0,942 0,02 1,37%¢ 0,04 1,252 0,16
EP3 1,682 0,01 0,962 0,01 1,95°¢ 0,18 1,082 0,10
EP4 1,678 0,01 0,98 0,04 2,36¢ 0,09 1,262 0,12
EK3-1 1,77° 0,04 0,98° 0,01 1,132 0,12 1,63° 0,06
EK3-2 1,662 0,02 0,952 0,01 1,78° 0,08 0,452 0,05
EK3-2,5 1,632 0,03 0,942 0,01 2,19¢ 0,08 0,39 0,06
EK3-3 1,602 0,03 0,99° 0,01 3,01¢ 0,16 0,372 0,04
EK3-4 1,618 0,03 0,99° 0,01 3,95¢ 0,18 0,71° 0,11

Objasnienia: X — $rednia arytmetyczna z trzech powtdrzen, s — odchylenie standardowe od wartosci x; EP1/2/2,5/3/4 —
emulsja na bazie oleju palmowego, po sonikacji przez 1/2/2,5/3/4 min; EK3-1/2/2,5/3/4 — emulsja na bazie oleozelu
z 3% stegzeniem WK, po sonikacji przez 1/2/2,5/3/4 min; a-d — rozne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne
statystyczne — osobno dla EP i EK (p < 0,05).

Tabela A5. Srednie wielkosci czastek lipidowych i wspotczynniki dyspersyjnosci emulsji

Srednia wielko$¢ Wspélezvnnik

. .. | czastek lipidowych P . y .
Rodzaj emulsji [ dyspersyjnosci [-]

pm]

X S X S
SM 1,81°¢ 0,02 1,08¢ 0,02
EP 1,672 0,03 0,92° 0,02
EK3 1,622 0,02 0,802 0,01
EK4 1,69% 0,03 0,85% 0,02
EK5 1,652 0,03 0,832 0,02
EK6 1,74b¢ 0,02 0,99¢ 0,03
EK7 1,75% 0,02 1,01°¢ 0,01

Objasnienia: ¥ — $rednia arytmetyczna z trzech powtorzen, s — odchylenie standardowe od wartosci X; SM — $mietanka,
EP — emulsja na bazie oleju palmowego; EK3-7 — emulsja na bazie oleozelu z 3-7% m/m WK; a-d — rozne litery
w kolumnie oznaczaja réznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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Tabela A6. Indeksy niestabilnosci i predko$ci czgstek emuls;ji ,,swiezych” (24 h od wytworzenia)

Indeks niestabilnos$ci | Predkos¢ czastek
Rodzaj emulsji x 107 [-] [nm/s]
X S X S

SM 3,61° 0,14 0,76¢ 0,05
EP 1,25° 0,16 0,31° 0,05
EK3 0,64% 0,11 0,03 0,02
EK4 0,612 0,15 0,032 0,02
EK5 0,55% 0,18 0,03 0,01
EK6 0,62% 0,17 0,032 0,01
EK7 0,62% 0,16 0,03 0,01

Objasnienia jak pod tab. A5; a-c — rozne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (p < 0,05).

Tabela A7. Indeksy niestabilno$ci i wielkosci czastek lipidowych emulsji poddanych ogrzewaniu
(90°C) lub zamrazaniu-rozmrazaniu

. | In(90) x 10% [-] | Wcz(90) [um] | In(z-r) x 10% [-] | Wcz(z-r) [um]

Rodzaj emulsji
x s x s x s x s

SM 30,67¢ | 0,96 | 1,96° | 0,03 | 34,85 | 1,20 7,41° | 0,74
EP 8,13 | 1,11 | 1,87* | 0,06 | 52,00 2,46 | 19,22° | 1,21
EK3 2,69* | 046 | 1,77 | 0,04 | 37,85° 1,59 2,262 | 0,19
EK4 3,222 | 0,54 | 1,72 | 0,02 | 33,37% | 2,87 2,012 | 0,11
EK5 3,26 | 0,80 | 1,77 | 0,05 | 27,33 3,41 2,00® | 0,10
EK6 3,71 | 0,51 | 1,72 | 0,02 | 31,19® | 1,58 2,02% | 0,08
EK7 540° | 0,84 | 1,73 | 0,01 | 32,14%c | 1,53 2,06% | 0,02

Objasnienia jak pod tab. AS; In(90) — indeks niestabilnosci emulsji po ogrzewaniu w 90°C przez 30 min, Wcz(90) —
$rednia wielkos¢ czastek lipidowych emulsji po ogrzewaniu w 90°C przez 30 min, In(z-r) — indeks niestabilno$ci
emulsji po cyklu zamrazanie-rozmrazanie, Wcz(z-r) — $rednia wielko$¢ czastek lipidowych po cyklu zamrazanie-
rozmrazanie; a-C — rozne litery w kolumnie oznaczaja réznice istotne statystycznie (p < 0,05).
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Tabela A8. Indeksy niestabilno$ci i wielkosci czastek lipidowych emulsji zdyspergowanych w roztworach o pH réwnym 5, 7, lub 9 (1:1)

Rodzaj emulsi In(pH5) x 102 [-] | Wcz(pH5) [um] | In(pH7) x 102 [-] | Wez(pH7) [pm] | In(pH9) x 10% [-] | Wcz(pH9) [um]
X S X S X S X S X S X S
SM 12,20%¢ | 0,14 | 2,01°® | 0,04 2,184 0,11 | 1,88*A | 0,02 7,158 0,21 1,874 10,02
EP 24,988 | 152 | 1,69* | 0,02 1,45%A | 0,49 | 1,69% | 0,06 1,25 0,49 1,68* | 0,08
EK3 22,10°® | 0,99 | 1,65* | 0,03 1,70%A | 0,14 | 1,64 | 0,01 1,104 0,14 1,65% | 0,04
EK4 21,358 | 1,63 | 1,68* | 0,02 1,35%A | 0,21 | 1,67 | 0,00 1,00%A 0,14 1,664 | 0,03
EK5 24,908 | 198 | 1,67* | 0,02 1,40%A | 0,00 | 1,67 | 0,01 0,70°A 0,00 1,664 | 0,02
EK6 29,206 | 0,42 | 1,724 | 0,03 1,00%A | 0,00 | 1,72 | 0,02 0,65 0,07 1,73%A | 0,05
EK7 29,208 | 0,42 | 1,75 | 0,02 1,004 0,14 | 1,75* | 0,03 0,708 0,14 1,75% | 0,02

Objasnienia jak pod tab. A5; In(pH5/7/9) — indeks niestabilnosci emulsji zdyspergowanych w roztworze o pH rownym 5, 7 lub 9, w stosunku 1:1, Wcz(pH 5/7/9) — $rednia wielkos$¢ czastek
lipidowych emulsji zdyspergowanych w roztworze o pH réwnym 5/7/9, w stosunku 1:1; a-c — rozne litery w kolumnie oznaczaja rdznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj emulsji),
p < 0,05; A-B —rdzne litery w wierszu oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: warto$¢ pH), p < 0,05.

Tabela A9. Indeksy niestabilnos$ci i wielkosci czastek lipidowych emulsji zdyspergowanych w roztworach o 0/0,05/0,1/0,15 M stezeniu NaCl (1:1)

Rodzaj In(0) x 102[-] | Wcz(0) [am] | In(0,05) x 102[-] | Wcz(0,05) [um] | In(0,1) x 102[] | Wez(0,1) [um] | In(0,15) x 102[] | Wcz(0,15) [um]
emulsji X s X s X s X s X s x s x s x s

SM 16,572 | 0,25 2,214 | 0,03 | 19,53 0,31 2,35P48 | 0,07 19,33 0,25 2,468 | 0,05 22,80 1,39 2,468 | 0,05
EP 14,95%A | 0,55 2,05%A | 0,07 | 19,5008 0,70 2,10%A | 0,03 19,45% 0,25 2,123 | 0,06 21,70%® 0,90 2,13 | 0,12
EK3 12,30 | 0,60 1,92%A | 0,10 | 15,858 0,85 1,964 0,11 19,15% 1,15 2,054 | 0,02 20,202 0,50 2,07 | 0,04
EK4 13,25%A | 115 1,974 | 0,08 | 17,95%¢AB | 125 2,014 0,09 19,958 | 1,15 2,03 | 0,01 22,85% 1,85 2,07 | 0,01
EK5 13,05 | 0,45 2,028A | 0,04 | 17,3528 0,15 2,054 0,04 17,55 0,05 2,05% | 0,04 22,90 0,30 2,12 | 0,05
EK6 11,20 | 0,30 2,03%A | 0,05 | 16,65%°8 0,05 2,12%A | 0,04 20,10 0,30 2,16 | 0,05 25,40% 0,50 2,15% | 0,04
EK7 11,35%4 1,25 2,01%A | 0,03 | 16,10®AB | 0,60 | 2,19%48 | 0,04 19,10%8¢ | 0,30 2,208 | 0,05 22,20%¢ 1,20 2,26%8 | 0,07

Objasnienia jak pod tab. AS5; In(0/0,05/0,1/0,15) — indeks niestabilno$ci emulsji zdyspergowanych w roztworze o 0/0,05/0,1/0,15 M stezeniu NaCl, w stosunku 1:1; Wcz(0/0,05/0,1/0,15) — §rednia
wielkos$¢ czastek lipidowych emulsji zdyspergowanych w roztworze o 0/0,05/0,1/0,15 M stezeniu NaCl, w stosunku 1:1; a-C — rozne litery w kolumnie oznaczaja réznice istotne statystycznie

(zmienna grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05; A-D — rézne litery w wierszu oznaczaja réznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: stgzenie NaCl), p < 0,05.




Tabela A10. Parametry barwy emulsji w czasie przechowywania

Rodzaj | Parametr Czas przechowywania [dni]
emulsji | barwy [-] 1 7 14 o1 28
L* 90,44 + 0,27 89,574 + 0,41 89,40 + 0,46 89,274 £ 0,67 89,12%A + 0,57
a* -1,28% £ 0,08 -1,19% £ 0,09 -1,13*4+£ 0,12 -1,13%4+0,11 -1,17%8 £ 0,20
SM b* 14,63% + 0,25 13,79 + 0,43 13,60°8 + 0,34 | 12,838+ 0,61 12,53% + 0,46
Wi 82,474 + 0,25 82,67+ 0,54 82,724+ 0,34 83,23**+ 0,79 83,36 + 0,60
AEy - 1,74 +£0,28 1,96 £ 0,44 2,68 £0,45 2,98+ 0,38
L* 90,868 + 0,07 90,458 + 0,36 89,77 £ 0,72 89,014+ 0,72 88,78*A £ 0,69
a* -0,66°6 + 0,07 -0,63® + 0,27 -1,20°4 + 0,22 -1,97% £ 0,46 -2,434 £ 0,22
EP b* 9,26% + 0,06 8,704 + 0,25 8,33°A+0,19 7,88°4 40,19 7,31% +0,28
Wi 86,972 + 0,06 87,06% + 0,39 86,75% + 0,46 86,3228 + 0,49 86,372 + 0,40
AEy - 0,77+ 0,22 1,53+0,58 2,68 +0,33 3,32 +0,54
L* 90,688 £ 0,12 | 90,42 + 0,32 89,544 + 0,50 89,03~ + 0,67 88,56 + 0,42
a* -0,57% + 0,07 -0,80% £ 0,13 -1,42°4+ 0,25 -2,01°4+ 0,53 -2,63*4+ 0,26
EK3 b* 8,614+ 0,17 8,304 £ 0,23 8,204 + 0,30 8,02*4+0,18 7,908 + 0,18
Wi 87,30°¢ + 0,13 87,32°8 £ 0,27 86,698 + 0,40 | 86,25%E + 0,59 85,85% + 0,44
AEy - 0,49+0,23 1,52 +£0,40 2,33+0,50 3,04 £ 0,38
L* 90,90% + 0,07 90,44°® + 0,58 89,76~ + 0,49 | 89,00~ + 0,44 | 88,39 +0,62
a* -0,60% + 0,07 -0,84%8 + 0,08 -1,28°A+ 0,26 -1,96°2 + 0,50 -2,65% + 0,25
EKA4 b* 8,848 + 0,10 8,40~ £ 0,30 8,27+ 0,39 8,16* £ 0,23 8,06% + 0,24
Wi 87,29° + 0,08 87,22°® + 0,60 86,765+ 0,35 | 86,17 + 0,36 85,62 + 0,53
AEy - 0,86+ 0,34 1,52 +0,48 2,48 £0,53 3,36 £ 0,44
L* 90,81® + 0,05 | 90,33%AB+(,31 | 89,87%A+0,38 | 89,31+ 0,49 88,76 + 0,38
a* -0,58% + 0,04 -0,75%8 £ 0,19 -1,30°A + 0,24 -1,93°2 + 0,55 -2,50% + 0,33
EK5 b* 8,888 + 0,10 8,50%A + 0,11 8,14%A + 0,14 8,214+ 0,19 8,128 + 0,37
Wi 87,21%8C + 0,07 87,10 + 0,25 86,938 + 0,34 86,3728 + 0,39 85,91% + 0,26
AEy - 0,75+ 0,20 1,49 + 0,30 2,21 +0,60 2,99 +0,27
L* 90,88%® + 0,07 | 90,37°“B+(,48 | 89,73~ +0,60 | 88,974 +0,83 88,54 + (0,55
a* -0,61°8 + 0,04 -0,78" + 0,15 1,232+ 0,28 -1,94% + 0,60 -2,54% £ 0,30
EK®6 b* 8,97°8C + 0,16 8,66 + 0,30 8,214+ 0,12 8,14* + 0,20 8,01 + 0,24
WI 87,19°€ + 0,13 | 87,028 + 0,38 86,798 + 0,53 | 86,13*8"+ 0,70 85,79% + 0,58
AEq - 0,70+ 0,41 1,56 +£0,38 2,51+0,75 3,16 £0,42
L* 90,87%® + 0,14 90,54%® + 0,47 89,90° + 0,35 88,86 + 0,49 88,53* + 0,84
a* -0,61°® + 0,06 -0,83©+ 0,13 -1,17°A £ 0,25 -1,89°4 + 0,64 -2,64%4 £ 0,28
EK7 b* 9,078+ 0,15 8,725~ + 0,53 8,36%~ £ 0,18 8,13%A 1+ 0,14 8,06 + 0,41
Wi 87,12°8¢ + 0,20 87,09 + 0,21 86,838 + 0,23 86,0728 + 0,54 85,728 + 0,55
AEy - 0,70+ 0,57 1,38 +0,36 2,61+0,63 3,31+0,80

Objasnienia jak pod tab. A5; WI — indeks bieli; 4E1— catkowita réznica barwy probki, w odniesieniu do 1 dnia testu;
a-C — rozne litery W Wierszu oznaczaja rdznice istotne statystycznie pomiedzy wartosciami $rednimi danego parametru
(zmienna grupujaca: czas przechowywania), p < 0,05; A-C — rézne litery w kolumnie oznaczaja réznice istotne
statystycznie pomiedzy warto$ciami srednimi danego parametru (zmienna grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05;
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Tabela All. Wspoétczynniki dyspersyjnoéci [-] emulsji w czasie przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
emulsji X S X S X S X S X S
SM 1,08% | 0,02 1,08% 0,03 1,00%C | 0,04 1,05% 0,04 1,00% | 0,04
EP 0,928 | 0,02 1,00%ABC | 0,05 1,07°¢ | 0,04 1,02%8 | 0,04 0,96%®E | 0,04
EK3 0,80 | 0,01 0,904 0,04 0,89 | 0,04 0,87%A | 0,04 0,918 | 0,03
EK4 0,85* | 0,02 0,96°48 | 0,04 0,95°48 | 0,03 0,93®48 | 0,04 0,96 | 0,03
EKS5 0,83* | 0,02 0,968 | 0,04 0,85 | 0,03 0,84* | 0,04 0,80** | 0,05
EK6 0,99% | 0,03 0,922 0,06 0,94*8 | 0,04 1,04% 0,05 0,95%®® | 0,04
EK7 1,012 | 0,01 1,06%¢ 0,03 1,06 | 0,04 0,96 | 0,06 0,95 | 0,05

Objasnienia jak pod tab. AS5; a-b — rézne litery w wierszu oznaczaja réznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: czas
przechowywania), p < 0,05; A-D —rozne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj
emulsji), p < 0,05.

Tabela A12. Srednie wielko$ci czastek lipidowych [pum] emulsji w czasie przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
emulsji X S X S x S X S X S
SM 1,81%¢ | 0,02 1,82%¢ 0,02 1,92°° 10,02 1,96°® | 0,02 1,97°° | 0,02
EP 1,67 | 0,03 1,67%8 | 0,03 1,76"6¢ | 0,03 1,768 | 0,02 1,84€C | 0,04
EK3 1,624 | 0,02 1,65%A | 0,04 1,73%A8 | 0,02 1,72~ | 0,04 1,788 | 0,02
EK4 1,69%8 | 0,03 1,67%8 | 0,03 1,67 | 0,03 1,71% | 0,03 1,73 | 0,03
EKS5 1,65 | 0,03 1,67%48 | 0,04 1,71%48 | 0,03 1,70®A | 0,03 1,754 | 0,04
EK6 1,74%¢ | 0,02 1,74%® 0,02 1,78%8C | 0,02 1,83EC | 0,03 1,87°€C | 0,04
EK7 1,75%¢ | 0,02 1,83¢ | 0,03 1,82°C | 0,02 1,86°C | 0,02 1,87« | 0,01

Objasnienia jak pod tab. AS; a-C — rozne litery w wierszu oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: czas
przechowywania), p < 0,05; A-D —rozne litery w kolumnie oznaczajg roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj
emulsji), p < 0,05.

Tabela A13. Indeksy sprezystosci (EI x 10 [nm2]) emulsji w czasie przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
emulsji X S X S X S X S x S
SM 0,99%8 | 0,02 1,74% | 0,12 2,79 | 0,07 4,33% | 0,08 | 5,03°° | 0,06
EP 0,84%® | 0,08 1,41°4 | 0,05 2,07°4 | 0,05 2,66% | 0,03 | 3,06° | 0,10
EK3 1,09® | 0,07 1,36 | 0,03 2,17 | 0,05 2,89 | 0,03 | 3,05%* | 0,08
EK4 1,29° | 0,03 1,67°8 | 0,09 2,49 | 0,08 3,30 | 0,03 | 3,57%® | 0,07
EK5 1,62¢ | 0,07 1,86°° | 0,03 2,77 | 0,07 3,41 | 0,04 | 3,68%® | 0,06
EK6 1,34% | 0,05 2,24°¢ | 0,08 3,16°° | 0,03 4,13% | 0,04 | 4,67°C | 0,06
EK7 1,45 | 0,05 2,25°C | 0,08 3,34 | 0,03 4,63 | 0,06 | 4,91°° | 0,07

Objasnienia jak pod tab. AS5; a-f — rozne litery w wierszu oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: €zas
przechowywania), p < 0,05; A-F —rozne litery w kolumnie oznaczajg roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj
emulsji), p < 0,05.

Tabela A14. Indeksy lepko$ci makroskopowej (MVI x 105 [nm2]) emulsji w czasie przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
emulsji X S X S X S X S X S
SM 1,29%A | 0,07 | 2,27°48 | 0,09 | 3,62°® | 0,08 | 4,12°® | 0,08 | 4,94 | 0,09
EP 1,37*A | 0,04 | 1,95*4 | 0,09 | 2,744 | 0,09 | 2,91° | 0,06 | 3,199 | 0,07
EK3 2,19®® | 0,08 | 2,33® | 0,08 | 2,89 | 0,07 |3,02*4 | 0,11 | 3,36 | 0,07
EK4 2,52%¢ | 0,08 | 2,90°° | 0,07 | 3,52°® | 0,09 |3,75% | 0,08 | 3,98%® | 0,07
EK5 2,71 0,26 | 3,11°°¢ | 0,09 | 3,66° | 0,07 | 3,90%® | 0,07 | 4,12% | 0,09
EK6 2,85%P | 0,11 | 3,85°® | 0,07 | 4,47 | 0,18 | 4,67°C | 0,06 | 4,83 | 0,08
EK7 3,08° | 0,12 | 4,16" | 0,09 | 4,75 | 0,10 | 5,01 | 0,06 | 5,25%° | 0,07

Objasnienia jak pod tab. A5; a-e — rdzne litery w wierszu oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: czas
przechowywania), p < 0,05; A-E —rézne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj
emulsji), p < 0,05.
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Tabela A15. Indeksy stabilno$ci Turbiscan (TSI) [-] emulsji w czasie przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
emulsji X S X S X S X S X S
SM 1,73%® | 0,15 12,20 | 0,17 | 20,23¢ | 0,38 | 24,309 | 0,87 | 27,70° | 0,56
EP 0,13* | 0,06 0,53* | 0,06 1,17%8 | 0,15 2,77° | 0,42 4,27% | 0,15
EK3 0,13* | 0,06 0,60 | 0,10 1,30%* | 0,20 2,07% | 0,15 2,53%4 | 0,15
EK4 0,13* | 0,06 0,67 | 0,06 1,50%* | 0,10 2,10% | 0,10 2,434 1 0,21
EK5 0,13* | 0,06 0,734 | 0,06 1,33% | 0,06 1,80% | 0,10 2,10%4 | 0,20
EK6 0,13* | 0,06 0,40 | 0,10 1,234 1 0,12 2,07°4 | 0,21 2,374 | 0,31
EK7 0,23* | 0,06 2,108 | 0,10 3,73 | 0,06 4,57% | 0,06 5,008 | 0,10

Objasnienia jak pod tab. A5; a-e — rozne litery w wierszu oznaczaja rdznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: czas
przechowywania), p < 0,05; A-C — rdzne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj
emulsji), p < 0,05.

Tabela A16. Indeksy niestabilno$ci [-] emulsji w czasie przechowywania (LUMiSizer)

Rodzaj 1 dzien 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
emulsji X S X S X S X S X S
SM 3,61 | 0,14 8,53°C | 0,40 | 17,28 | 0,61 26,12% | 0,55 35,74°%F 1,46
EP 1,25% | 0,16 4,058 | 0,17 | 11,48°® | 0,48 16,06%° | 0,31 19,68%¢ | 0,65
EK3 0,64 | 0,11 3,988 | 0,06 | 9,65 | 0,30 11,80 | 0,13 16,52°8 | 0,17
EK4 0,614 | 0,15 3,38"4 | 0,08 | 9,29%B | 0,16 10,9998 | 0,11 14,99%48 | 0,30
EK5 0,55 | 0,18 2,994 | 0,03 8,514 | 0,41 10,18% | 0,22 13,614 | 0,13
EK6 0,622A | 0,17 4,20°® | 0,06 | 10,42 | 0,09 12,90 | 0,06 20,26°C 1,17
EK7 0,62* | 0,16 4,03%8 | 0,09 | 11,83°® | 0,17 15,26 | 0,39 23,32%0 | 1,37

Objasnienia jak pod tab. A5; a-e — rdzne litery w wierszu oznaczajg rdznice istotne statystycznie (zmienna grupujgca: czas
przechowywania), p < 0,05; A-E —rozne litery w kolumnie oznaczaja rdznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj
emulsji), p < 0,05.

Tabela Al7. Wartosci liczby nadtlenkowej (LN) [milirown. Oo/kg lipidu] frakcji lipidowych
wydzielonych z emulsji w czasie przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7dni 14 dni 21 dni 28 dni
emulsji X s x s x s X s x s
S 0,64 | 0,09 0,76 | 0,06 | 0,884 | 0,14 1,02%4 | 0,09 | 1,17% | 0,14
EP’ 0,69* | 0,10 0,75 | 0,14 0,95%A | 0,08 1,11%A | 0,04 | 1,23% | 0,12
ERL’ 3,55% 0,12 4,13%® | 0,15 4,74® | 0,19 5,95% | 0,05 | 7,10°° | 0,20
EK3’ 5,18®® | 0,06 5,58°° | 0,16 5,88°° | 0,10 6,72 | 0,12 | 7,70%¢ | 0,11
EK4’ 4,60°P | 0,23 4,93%C | 0,14 5,19°¢ | 0,10 6,04 | 0,11 | 7,05%C | 0,29
EK5’ 4,51%P | 0,08 5,03%C | 0,13 5,44°C | 0,15 593%® | 0,07 | 6,45%C | 0,14
EK6’ 5,90°¢ | 0,35 6,20°° | 0,06 6,49 | 0,13 7,20%® | 0,17 | 7,76°® | 0,28
EK7’ 5,84°% 0,37 6,28 | 0,10 6,60™F | 0,22 7,26°° | 0,19 | 7,89% | 0,37

Objasnienia: X — $rednia arytmetyczna z trzech powtorzeni, s — odchylenie standardowe od wartosci x; SM’ — frakcja thuszezu
mlecznego ze $mietanki, EP’ — frakcja oleju palmowego z EP, ERL’ — frakcja mieszaniny olejow rzepakowego i Inianego
(1:1) z ERL (emulsji na bazie mieszaniny OR-OL), K3’-7" — frakcja oleozelowa z EK3-7; a-d — rozne litery w wierszu
oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: czas przechowywania), p < 0,05; A-E — rozne litery w kolumnie
oznaczajg roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj emulsji), p < 0,05.
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Tabela A18. Wartosci liczby nadtlenkowej (LN) [miliréwn. O2/kg lipidu] niezemulgowanych lipidow
W czasie przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
lipidu X s X s X s X s X s
OP 0,66* | 0,06 | 0,714 | 0,05 | 0,90®* | 0,15 1,02°4 0,06 | 1,274 | 0,09
OR-OL | 1,12%8 | 0,06 | 2,20° | 0,04 | 3,41°¢ 0,08 3,94 10,09 | 483" |0,20
K3 1,18% | 0,06 | 2,24°¢ | 0,05 | 3,12*¢ 0,07 344 10,16 | 3,76°° | 0,17
K4 1,12%8 | 0,04 | 1,936 | 0,09 | 2,648 0,16 3,02¢8 | 0,14 | 3,42 | 0,33
K5 1,11%8 | 0,03 | 1,926 | 0,09 | 2,65%B 0,12 2,89°®® | 0,08 | 3,00® | 0,26
K6 1,14% | 0,05 | 1,938 | 0,07 | 2,648 0,11 2,828 | 0,10 | 3,10°8€ | 0,26
K7 1,16%8 | 0,05 | 1,968 | 0,08 | 2,578 0,13 2,948 | 0,07 | 3,54%C | 0,27

Objasnienia: X — $rednia arytmetyczna z trzech powtdrzen, s — odchylenie standardowe od wartosci X; OP — olej palmowy,
OR-OL — mieszanina oleju rzepakowego i oleju Inianego (1:1), K3-7 — oleozele z 3-7% m/m stezeniem WK; a-d — rozne litery
W wierszu oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: czas przechowywania), p < 0,05; A-D — rozne litery
w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj lipidu), p < 0,05.

Tabela A19. Warto$ci liczby anizydynowej (LA) [-] frakcji lipidowych wydzielonych z emulsji
W czasie przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7dni 14 dni 21 dni 28 dni
frakcji X S x S x s X s X s
SM’ 1,47 | 0,18 1,50 0,07 1,613 0,10 1,674 | 0,17 1,75 | 0,15
EP’ 1,86* | 0,14 1,913 0,10 2,328 0,14 2,458 | 0,10 2,58 | 0,14
ERL’ 3,50 | 0,15 3,53%C | 0,11 3,62%C | 0,08 3,76®C | 0,12 3,82°¢ | 0,10
EK3’ 4,38€ | 0,16 4,36%° 0,09 4,40%° 0,12 452® | 0,12 4,60®° | 0,11
EK4’ 4,55€ | 0,07 4,580 0,14 4,642 0,07 4,72 | 0,12 4,83 | 0,09
EK5S’ 4,39 | 0,12 4,42 0,07 4,50%° 0,06 456 | 0,10 4,61 | 0,08
EK6’ 5,18 | 0,12 5,20% 0,05 5,29% 0,10 5,39% | 0,13 5,45% | 0,11
EK7’ 5,01 | 0,13 5,36% 0,06 5,73 0,15 5,84 | 0,14 5,96% | 0,14

Objasnienia jak pod tab. A17; a-C — rozne litery W Wierszu oznaczaja réznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: €zas
przechowywania), p < 0,05; A-F — rézne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca: rodzaj
frakcji lipidowej), p < 0,05.

Tabela A20. Wartosci liczby anizydynowej (LA) [-] niezemulgowanych lipidow w czasie

przechowywania

Rodzaj 1 dzien 7 dni 14 dni 21 dni 28 dni
emulsji x s x s x S x s x S
OoP 1,18%8 | 0,24 | 1,43%AB | 023 1,66%A | 0,13 1,874 | 0,17 2,284 0,15
OR-OL 1,84%® | 0,17 | 1,97%® 0,13 2,168 | 0,16 2,80°8 | 0,17 3,168 0,26
K3 3,17%¢ | 0,30 | 3,29%¢ 0,33 3,41%¢ | 0,15 3,62 | 0,22 3,77%C | 0,36
K4 3,69%CD | 0,22 | 3,81%¢ 0,14 3,99%0 | 0,20 4,16 | 0,12 4,490 | 0,24
K5 3,37%¢ | 0,17 | 3,68%C | 0,24 3,930 | 0,21 4,110 | 0,08 4,26°CP | 0,26
K6 3,69%€0 | 0,28 | 3,90%¢ 0,29 4,16%° | 0,16 4,61°€ | 0,11 4,90°PE | 0,36
K7 4,10 | 0,29 | 4,56%° | 0,16 4,90°€ | 0,17 5,11 | 0,18 5,36 0,44

Objasnienia jak pod tab. A18; a-C — rézne litery w wierszu oznaczaja réznice istotne statystycznie (zmienna grupujaca:
czas przechowywania), p < 0,05; A-E — rozne litery w kolumnie oznaczaja roznice istotne statystycznie (zmienna
grupujaca: rodzaj lipidu), p < 0,05.
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Tabela A21. Charakterystyka skupien wyznaczonych w ramach analizy skupien (HCA)

Skupienie 1 Skupienie 2 Skupienie 3
Parametr EP EK6 i EK7 EK3, EK4 i EK5
(zmienna)

X Wz X Wz X Wz
Wnp [%] 98,4 - 97,30 0% 92,74 4%
YI[] 37,0 - 73,99 5% 83,51 8%
DK [um] 14,28 - 9,82 1% 9,80 2%
Tm [°C] 31,75 - 45,50 3% 40,92 6%
Tk [°C] 29,37 - 42,40 4% 35,44 7%
Ck [min] 500,82 - 259,47 8% 34548 | 13%
Tw [N] 3,53 - 5,43 23% 169 | 60%
K1 [N] 2,43 - 2,96 8% 1,11 | 64%
Wod [%] 81,26 - 15,55 29% 11,84 | 11%
El x 102[nm?] 2,93 - 2,72 28% 124 | 24%
MVI x 103 [nm™] 11,45 - 12,97 37% 2,02 | 21%
SLB [nm7] 0,23 - 0,19 18% 0,25 5%
Ws20 [%] 93,97 - 100,00 0% 99,89 0%
Ws30 [%6] 70,13 - 98,11 1% 89,46 7%
IN20 x 102[-] 25,53 - 1,52 14% 2,88 | 48%
In30 x 102[-] 60,81 - 5,06 17% 8,74 | 24%
w20 [%] 1,94 - 0,00 0% 0,30 | 173%
w30 [%] 36,78 - 2,93 34% 10,62 | 43%
WIL [] 86,97 - 87,16 0% 87,27 0%
Wczl [pm] 1,67 - 1,75 0% 1,65 2%
Wd1 [-] 0,92 - 1,00 2% 0,83 3%
K1 [mPa-s] 72,73 - 299,35 3% 216,11 | 19%
nl[-] 0,81 - 0,58 3% 0,68 5%
EI1 x 10 [nm?] 0,84 - 1,39 6% 1,34 | 20%
MVI1 x 105 [nm?] 1,37 - 2,96 6% 247 | 11%
SLB1 [nm?] 0,84 - 0,68 4% 0,79 1%
Inl x 102[-] 1,25 - 0,62 0% 0,60 7%
Pczl [um/s] 0,31 - 0,03 3% 0,03 2%
In(90) x 102[-] 8,13 - 4,55 26% 3,06 | 10%
In(z-r) x 102[-] 52,0 - 31,67 2% 32,85 | 16%
In(pH5) x 102[-] 25,0 - 29,20 0% 22,78 8%
In(pH7) x 102[-] 1,45 - 1,00 0% 148 | 13%
In(pHY) x 102 [-] 1,25 - 0,68 5% 093 | 22%
In(0) x 102[-] 14,95 - 11,28 1% 12,87 4%
In(0,05) x 102[] 19,50 - 16,38 2% 17,05 6%
In(0,1) x 10%[-] 19,45 - 19,60 4% 18,88 6%
In(0,15) x 102[-] 21,70 - 23,80 10% 21,98 7%
WI128 [-] 86,37 - 85,75 0% 85,83 0%
Y128 [] 11,76 - 12,96 0% 12,94 1%
Wcz28 [um] 1,80 - 1,84 1% 1,75 1%
Wd28 [-] 0,98 - 0,95 0% 0,89 9%
K28 [mPa-s] 51,44 - 242,35 1% 181,25 | 17%
n28 [] 0,93 - 0,69 6% 0,76 5%
E128 x 10°[nm?] 3,06 - 4,79 4% 343 | 10%
MVI28 x 10° [nm7] 3,19 - 5,04 6% 3,82 | 11%
In28 x 102[-] 19,68 - 21,79 10% 15,04 | 10%
TSI28 [] 4,27 - 3,68 51% 2,36 | 10%
('-)';'/iz][m"‘“’wn' 123 | - 783 1% 707 | 9%
LA28 [-] 2,58 - 5,70 6% 4,68 3%
TX28 [] 5,05 - 21,35 3% 18,16 4%

Objasnienia: jak pod tab. 8, tab. 12 i tab. 18; Wz — wspdtczynnik zmiennosci parametru [%6].
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Wyrazam zgode na udostgpnianie mojej pracy w czytelniach Biblioteki SGGW.
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