Supplementary material



[bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK29]Factors affecting the creaming of human milk


F. Meng, T. Uniacke-Lowe, E. Lanfranchi, G. Meehan, C. A. O’Shea, P. F. Fox, T. Huppertz, C. A. Ryan, A. L. Kelly


Contents
Table S1. 	Composition of human milk from individual mothers.
Table S2. 	The size distribution of fat globules in the human milk cream layer after 24 h creaming at 5 °C.
Fig. S1. 	Delta backscattering profile for fresh human milk and fresh bovine milk at 5 °C and 40 °C. 
Fig. S2. 	Conversion of ΔBS profile to mean value profile and peak thickness profile of cream layer as a function of time. 
Fig. S3. 	The TSI, mean value and peak thickness profiles of human milk cream layer before and after preheating as a function of time. 
Fig. S4. 	TSI values of cream layer of fresh human milk and treated human milk with added bovine whey protein isolate and human milk with added bovine Igs.


Table S1
Composition of human milk from individual mothers. a

	Sample
	Fat

	Protein 

	Carbohydrate 
	Total solids


	HM001
	37
	16
	70
	125

	HM002
	53
	19
	69
	142

	HM003
	41
	15
	75
	134

	HM004
	24
	15
	74
	115

	HM005
	26
	17
	68
	113

	HM006
	26
	15
	68
	113

	HM007
	24
	16
	73
	114

	HM008
	32
	18
	67
	120

	HM009
	27
	16
	69
	114

	HM010
	41
	18
	69
	130

	HM011
	13
	14
	65
	93

	HM012
	32
	13
	70
	117



a Data (in g L-1) are the averages of duplicate measurements.











Table S2
The size distribution of fat globules in the human milk cream layer after 24 h creaming at 5 °C. a
	Treatment
	Dx (10)
	Dx (50)
	Dx (90)
	D [4,3]
	Dx (75)
	Span
	D [3,2]

	Untreated
	4.00 (0.02)
	6.87 (0.12)
	11.40 (0.36)
	7.33 (0.16)
	9.12 (0.22)
	1.08 (0.03)
	6.29 (0.09)

	
	
	
	
	
	
	
	

	Diluted in 
1% SDS
	3.39 (0.03)
	5.90 (0.07)
	10.33 (0.06)
	6.42 (0.04)
	8.08 (0.08)
	1.17 (0.01)
	5.43 (0.05)



a Data are the average with standard deviation in parenthesis. The average size decreased after dilution with 1% SDS, indicating that flocculation occurred during human milk creaming.
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Fig. S1. Delta backscattering (ΔBS) profile (backscattering of near near-infrared light through sample cell as a function of height using the first scan as reference scan) for (A) fresh human milk at 5 °C, (B) fresh human milk at 40 °C, (C) fresh bovine milk at 5 °C, and (D) fresh bovine milk at 40 °C. Samples were scanned every 30 s; however, only the most significant scans were kept by software after 10 h scanning. The colours of the curves correspond to the time on the second Y axis. Calculation regions of creaming (r1), clarification (r2), and bottom (r3, 1/5 H) are indicated with blue broken lines. Schematic illustrations of the influence of temperature on the profiles are shown for the first (0 s, stable dispersion) and the last (10 h, phase separation) profiles. Creaming profiles are from individual samples but are representative of data from multiple independent samples.
Fig. S2. Conversion of △BS profile (A) to mean value profile (B) and peak thickness profile (C) of cream layer as a function of time. ΔBS profile of human milk at time 0 (reference scan; blue line), 2 h (orange line) and 10 h (red line) are shown. To convert to mean value (of ΔBS) profiles, lower and upper limits were set to define the cream layer (or other zones). Mean value of cream layer as a function of time was then computed by Turbiscan software (B). The thickness of the cream layer, starting where the backscattering value is greater than 2% (absolute) in comparison with the baseline, and the threshold are indicated with the broken black line. The peak thickness (cream layer) as a function of time (C) was computed by Turbiscan software automatically.
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Fig. S3. The TSI (A), mean value (B), and peak thickness (C) profiles of human milk cream layer before () and after preheating at 70 °C for 10 min () as a function of time. The profile is from an individual sample but is representative of data from others.



[bookmark: _Hlk38377497][bookmark: _Hlk38377514]Fig. S4. TSI values of cream layer of fresh human milk (closed symbols) and treated human milk (open symbols) with added bovine WPI (,) and human milk with added bovine Igs (,) held at 5 °C. TSI profiles are from individual samples but are representative of data from multiple experiments.
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△BS(%)


0	1.6666666666666666E-2	2.5000000000000001E-2	4.1666666666666664E-2	5.8333333333333334E-2	7.4999999999999997E-2	8.3333333333333329E-2	0.1	0.10833333333333334	0.13333333333333333	0.15	0.17499999999999999	0.19166666666666668	0.20833333333333334	0.22500000000000001	0.24166666666666667	0.27500000000000002	0.29166666666666669	0.33333333333333331	0.35	0.39166666666666666	0.40833333333333333	0.45833333333333331	0.5	0.53333333333333333	0.57499999999999996	0.6166666666666667	0.65833333333333333	0.71666666666666667	0.7416666666666667	0.78333333333333333	0.80833333333333335	0.85833333333333328	0.875	0.94166666666666665	1.0083333333333333	1.05	1.0916666666666666	1.1166666666666667	1.2	1.2749999999999999	1.3	1.3833333333333333	1.4416666666666667	1.4916666666666667	1.55	1.575	1.6333333333333333	1.6916666666666667	1.7666666666666666	1.8	1.875	1.9083333333333334	1.95	2.0166666666666666	2.0833333333333335	2.15	2.2166666666666668	2.25	2.3166666666666669	2.35	2.4166666666666665	2.4833333333333334	2.5166666666666666	2.5916666666666668	2.7	2.8	2.8916666666666666	2.9333333333333331	3.0166666666666666	3.1083333333333334	3.2250000000000001	3.2749999999999999	3.3250000000000002	3.4166666666666665	3.4750000000000001	3.5750000000000002	3.625	3.6749999999999998	3.7916666666666665	3.8666666666666667	3.9249999999999998	3.9916666666666667	4.05	4.1749999999999998	4.25	4.3166666666666664	4.3916666666666666	4.55	4.833333333333333	5.041666666666667	5.35	5.5583333333333336	5.9249999999999998	6.2750000000000004	6.6749999999999998	6.9333333333333336	7.4083333333333332	7.7666666666666666	8.1750000000000007	8.7083333333333339	8.9250000000000007	9.1666666666666661	9.4499999999999993	9.85	10.083333333333334	0	0	0	0.193712	0.38514999999999999	0.49563499999999999	0.54632700000000001	0.61340099999999997	0.64459299999999997	0.72561299999999995	0.78693000000000002	0.90135799999999999	0.96476600000000001	1.048262	1.107688	1.169216	1.2888550000000001	1.335243	1.4601580000000001	1.4921850000000001	1.582138	1.6292580000000001	1.7177279999999999	1.7913460000000001	1.8631960000000001	1.915926	1.9752529999999999	2.0243799999999998	2.097048	2.1496240000000002	2.1807460000000001	2.214264	2.269431	2.2824979999999999	2.3439549999999998	2.4235920000000002	2.4500999999999999	2.495063	2.5070100000000002	2.5734970000000001	2.6223920000000001	2.6358280000000001	2.6753719999999999	2.718467	2.7337180000000001	2.7752140000000001	2.7780170000000002	2.8283369999999999	2.824128	2.8591030000000002	2.8932890000000002	2.920525	2.913081	2.9375149999999999	2.9538229999999999	2.9779810000000002	2.9920870000000002	3.012356	3.0034920000000001	3.0354999999999999	3.0341960000000001	3.0441940000000001	3.06169	3.0577969999999999	3.072225	3.0696340000000002	3.090795	3.1054590000000002	3.09375	3.0991279999999999	3.1146820000000002	3.114789	3.1234280000000001	3.1207980000000002	3.122992	3.1135730000000001	3.1153379999999999	3.1137130000000002	3.114601	3.111345	3.1141220000000001	3.110074	3.108978	3.105699	3.1057399999999999	3.0979049999999999	3.10297	3.0968149999999999	3.114601	3.111345	3.1141220000000001	3.110074	3.108978	3.105699	3.1057399999999999	3.0979049999999999	3.10297	3.0968149999999999	3.0979049999999999	3.10297	3.0968149999999999	3.114601	3.111345	3.0979049999999999	3.09	3.08	IMK121 37degrees - Peak Thickness (mm) - [17.1 mm; 21.2 mm] Absolute thres. : 0.0 mm	0	2.5000000000000001E-2	5.8333333333333334E-2	8.3333333333333329E-2	0.11666666666666667	0.13333333333333333	0.16666666666666666	0.19166666666666668	0.21666666666666667	0.25	0.28333333333333333	0.31666666666666665	0.36666666666666664	0.40833333333333333	0.45833333333333331	0.49166666666666664	0.52500000000000002	0.58333333333333337	0.6333333333333333	0.68333333333333335	0.71666666666666667	0.7583333333333333	0.80833333333333335	0.8666666666666667	0.92500000000000004	0.95	1.0083333333333333	1.0416666666666667	1.0833333333333333	1.125	1.1583333333333334	1.2	1.2666666666666666	1.2916666666666667	1.325	1.3666666666666667	1.425	1.45	1.5083333333333333	1.575	1.6166666666666667	1.675	1.7083333333333333	1.7916666666666667	1.875	1.9333333333333333	2.0333333333333332	2.0750000000000002	2.1416666666666666	2.2416666666666667	2.3583333333333334	2.4083333333333332	2.4916666666666667	2.5833333333333335	2.6833333333333331	2.7749999999999999	2.875	3.0249999999999999	3.1749999999999998	3.3250000000000002	3.4833333333333334	3.6833333333333331	3.8083333333333331	4.05	4.2333333333333334	4.55	4.833333333333333	5.041666666666667	5.35	5.5583333333333336	5.9249999999999998	6.2750000000000004	6.6749999999999998	6.9333333333333336	7.4083333333333332	7.7666666666666666	8.1750000000000007	8.7083333333333339	8.9250000000000007	9.1666666666666661	9.4499999999999993	9.85	10.083333333333334	0	0	0.67073300000000002	0.84354899999999999	1.002894	1.1037440000000001	1.2726310000000001	1.36721	1.517288	1.6443369999999999	1.7587140000000001	1.876671	2.0353340000000002	2.1683870000000001	2.2915610000000002	2.3899729999999999	2.4726900000000001	2.636968	2.7377899999999999	2.8315130000000002	2.9117890000000002	2.9825590000000002	3.0762399999999999	3.1707960000000002	3.2746689999999998	3.3044630000000002	3.39195	3.4384190000000001	3.4883690000000001	3.527129	3.571437	3.6480480000000002	3.7092869999999998	3.7521550000000001	3.7791760000000001	3.8251919999999999	3.883327	3.9069090000000002	3.9672019999999999	4.0153189999999999	4.0422219999999998	4.0776120000000002	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.08	4.0774419999999996	4.0627620000000002	4.0430650000000004	4.0267720000000002	4.0007609999999998	3.988909	Time (h)


Peak thickness (mm)



2	0	0.5	1	1.5	2	2.5	3	3.5	4	4.5	5	5.5	6	6.5	7	7.5	8	8.5	9	9.5	10	0	6.57	10.82	13.97	16.25	17.670000000000002	18.5	19.03	19.329999999999998	19.54	19.66	19.77	19.89	20.010000000000002	20.13	20.239999999999998	20.36	20.48	20.59	20.71	20.83	2	0	0.5	1	1.5	2	2.5	3	3.5	4	4.5	5	5.5	6	6.5	7	7.5	8	8.5	9	9.5	10	0	6.25	9.5500000000000007	11.43	12.78	13.74	14.59	15.23	15.8	16.149999999999999	16.22	16.3	16.38	16.46	16.53	16.61	16.690000000000001	16.77	16.84	16.920000000000002	17	Time (h)

△BS (%)


0.5	1	1.5	2	2.5	3	3.5	4	6	8	10	7.2	11.8	15.2	17.7	19.3	20.3	20.8	21.2	21.7	22.2	23.2	0.5	1	1.5	2	2.5	3	3.5	4	6	8	10	6.7	9.9	11.7	13.1	14.1	14.9	15.6	16.2	17.899999999999999	19	20.2	Time (h)

TSI


0	1.6666666666666666E-2	3.3333333333333333E-2	0.05	5.8333333333333334E-2	7.4999999999999997E-2	9.166666666666666E-2	0.10833333333333334	0.11666666666666667	0.14166666666666666	0.15833333333333333	0.17499999999999999	0.2	0.22500000000000001	0.27500000000000002	0.32500000000000001	0.42499999999999999	0.55833333333333335	0.8	1.0416666666666667	1.2833333333333334	1.5249999999999999	1.9	2.0333333333333332	2.125	2.2583333333333333	2.4333333333333331	2.5416666666666665	2.6916666666666669	2.8333333333333335	2.9750000000000001	3.1	3.35	3.5249999999999999	3.6916666666666669	3.9333333333333331	4.083333333333333	4.2416666666666663	4.4749999999999996	4.6083333333333334	4.833333333333333	5.041666666666667	5.208333333333333	5.4249999999999998	5.583333333333333	5.7583333333333337	5.8833333333333337	6.2166666666666668	6.3583333333333334	6.4666666666666668	6.7750000000000004	6.9749999999999996	7.125	7.3666666666666663	7.4749999999999996	7.7583333333333337	7.9333333333333336	8.1583333333333332	8.2750000000000004	8.4749999999999996	8.65	8.875	9.0083333333333329	9.2416666666666671	9.4250000000000007	9.5333333333333332	9.8083333333333336	9.9083333333333332	10.108333333333333	0	2.589E-2	5.1726000000000001E-2	7.7521999999999994E-2	9.0410000000000004E-2	0.11615	0.141846	0.167541	0.18037900000000001	0.21885599999999999	0.244451	0.27006799999999997	0.30849199999999999	0.346912	0.42386200000000002	0.50107900000000005	0.656721	0.86848199999999998	1.2711600000000001	1.6871370000000001	2.097029	2.4814729999999998	3.0286930000000001	3.213994	3.338676	3.5161280000000001	3.7421820000000001	3.878269	4.062068	4.230289	4.3932079999999996	4.532921	4.8023410000000002	4.9840530000000003	5.152768	5.3913529999999996	5.5367550000000003	5.6877829999999996	5.9047700000000001	6.025925	6.2260489999999997	6.4067990000000004	6.54847	6.7291059999999998	6.8587449999999999	6.9999289999999998	7.0995220000000003	7.3589909999999996	7.4664190000000001	7.5474300000000003	7.7728910000000004	7.9152139999999997	8.0200010000000006	8.1854399999999998	8.2582939999999994	8.4451149999999995	8.5573300000000003	8.697298	8.7681889999999996	8.8874239999999993	8.9897229999999997	9.1190169999999995	9.1947410000000005	9.3261450000000004	9.4288709999999991	9.4895379999999996	9.6440199999999994	9.7005739999999996	9.8146430000000002	IMK082 wk1 + WPI 5degrees - TSI (Manual)	0	4.1666666666666664E-2	6.6666666666666666E-2	0.10833333333333334	0.15	0.17499999999999999	0.23333333333333334	0.25833333333333336	0.3	0.32500000000000001	0.39166666666666666	0.42499999999999999	0.52500000000000002	0.57499999999999996	0.66666666666666663	0.75	0.84166666666666667	0.9916666666666667	1.0916666666666666	1.1333333333333333	1.3166666666666667	1.4583333333333333	1.5833333333333333	1.6833333333333333	1.7749999999999999	1.9166666666666667	2	2.1416666666666666	2.2333333333333334	2.3583333333333334	2.4916666666666667	2.6416666666666666	2.7166666666666668	2.7916666666666665	2.9	3.0333333333333332	3.2333333333333334	3.3916666666666666	3.6333333333333333	3.7666666666666666	3.8833333333333333	4.0333333333333332	4.1500000000000004	4.3	4.4833333333333334	4.5666666666666664	4.6749999999999998	4.9333333333333336	5.041666666666667	5.1916666666666664	5.35	5.458333333333333	5.6833333333333336	5.8416666666666668	6.0666666666666664	6.2583333333333337	6.416666666666667	6.583333333333333	6.7	6.8416666666666668	6.9916666666666663	7.2249999999999996	7.45	7.5583333333333336	7.7333333333333334	7.85	8.0749999999999993	8.15	8.2750000000000004	8.3583333333333325	8.5833333333333339	8.65	8.7333333333333325	8.8833333333333329	9	9.1083333333333325	9.1999999999999993	9.3333333333333339	9.4416666666666664	9.5749999999999993	9.6416666666666675	9.7166666666666668	9.7750000000000004	9.8249999999999993	9.875	9.9250000000000007	9.9833333333333325	10.074999999999999	10.175000000000001	0	5.2547999999999997E-2	8.3701999999999999E-2	0.135103	0.186002	0.21632000000000001	0.28667399999999998	0.31674600000000003	0.36677599999999999	0.39680700000000002	0.47726099999999999	0.51773899999999995	0.64123799999999997	0.70454899999999998	0.82405300000000004	0.93770399999999998	1.069426	1.3080670000000001	1.4807779999999999	1.55461	1.882525	2.126214	2.3226870000000002	2.4673829999999999	2.5951399999999998	2.7844500000000001	2.8918240000000002	3.068721	3.1801219999999999	3.32911	3.4855360000000002	3.6602000000000001	3.7469480000000002	3.8325830000000001	3.9543379999999999	4.1011870000000004	4.3156840000000001	4.4808960000000004	4.7259659999999997	4.8578530000000004	4.9703520000000001	5.1100789999999998	5.215706	5.348624	5.5084660000000003	5.5807929999999999	5.6749660000000004	5.9031500000000001	6.0015299999999998	6.1404949999999996	6.2892900000000003	6.3920219999999999	6.6065160000000001	6.7574740000000002	6.9704300000000003	7.1489349999999998	7.2933430000000001	7.4419969999999998	7.5443540000000002	7.6671649999999998	7.7958949999999998	7.9947609999999996	8.1866599999999998	8.279617	8.4312869999999993	8.5344809999999995	8.7388080000000006	8.8077729999999992	8.9227830000000008	8.9991660000000007	9.201905	9.2604129999999998	9.3322070000000004	9.4568250000000003	9.5488149999999994	9.6281020000000002	9.6901379999999993	9.7749009999999998	9.8414269999999995	9.9237749999999991	9.9662900000000008	10.015999000000001	10.056215	10.091191999999999	10.127071000000001	10.164315999999999	10.210181	10.289427	10.379175	HMB sample +IGs - TSI (Manual)	0	9.166666666666666E-2	0.16666666666666666	0.22500000000000001	0.27500000000000002	0.33333333333333331	0.44166666666666665	0.48333333333333334	0.54166666666666663	0.625	0.71666666666666667	0.80833333333333335	0.8833333333333333	0.98333333333333328	1.1000000000000001	1.1833333333333333	1.2749999999999999	1.4083333333333334	1.45	1.5833333333333333	1.675	1.8166666666666667	1.95	2.15	2.2333333333333334	2.4416666666666669	2.6	2.8416666666666668	3.0583333333333331	3.3583333333333334	3.7416666666666667	4.1749999999999998	4.55	5.45	6.0604166666666668	6.8682291666666666	7.8916666666666666	9.2916666666666661	9.6291666666666664	10.046875	10.641666666666667	0	1.2314909999999999	2.2361119999999999	3.0034299999999998	3.6633300000000002	4.4460090000000001	5.8582020000000004	6.3602869999999996	7.000953	7.808573	8.6005310000000001	9.3064970000000002	9.8310420000000001	10.471653999999999	11.147199000000001	11.583391000000001	12.021915999999999	12.590133	12.752198	13.226542999999999	13.517749999999999	13.928806	14.282375999999999	14.757019	14.936495000000001	15.342482	15.614224	15.976436	16.256305000000001	16.591321000000001	16.965859999999999	17.346086	17.635095	18.193736999999999	18.396940749999999	18.604079312499998	19.006551999999999	19.225494999999999	19.276471999999998	19.348468749999999	19.429403000000001	HPP control - TSI (Manual)	0	0.05	9.166666666666666E-2	0.13333333333333333	0.16666666666666666	0.20833333333333334	0.26666666666666666	0.30833333333333335	0.39166666666666666	0.43333333333333335	0.49166666666666664	0.53333333333333333	0.6166666666666667	0.67500000000000004	0.73333333333333328	0.83333333333333337	0.90833333333333333	0.96666666666666667	1.1333333333333333	1.375	1.5833333333333333	1.7	1.9666666666666666	2.1	2.2333333333333334	2.3583333333333334	2.4833333333333334	2.6333333333333333	2.8166666666666669	3.0166666666666666	3.1916666666666669	3.3333333333333335	3.45	3.6916666666666669	3.7916666666666665	3.9833333333333334	4.2166666666666668	4.4916666666666663	4.6333333333333337	4.9249999999999998	5.1166666666666663	5.333333333333333	5.625	5.791666666666667	6.0750000000000002	6.25	6.5250000000000004	6.6916666666666664	7.0250000000000004	7.208333333333333	7.5166666666666666	7.8833333333333337	8.4166666666666661	8.7333333333333325	9.3583333333333325	9.9916666666666671	10.333333333333334	0	0.50672300000000003	0.94863699999999995	1.3889640000000001	1.729028	2.122935	2.5864690000000001	2.8580130000000001	3.331315	3.5373540000000001	3.7966419999999999	3.9639500000000001	4.2627230000000003	4.4508720000000004	4.6284219999999996	4.924563	5.1546950000000002	5.3472359999999997	5.9016149999999996	6.64689	7.2459540000000002	7.5683759999999998	8.2832620000000006	8.6300380000000008	8.9660810000000009	9.2723110000000002	9.5709719999999994	9.9207180000000008	10.337439	10.781952	11.165046	11.472253	11.722685999999999	12.231712	12.437633	12.823145	13.273327	13.771545	14.015188	14.498336	14.80198	15.131945	15.553533	15.782646	16.152201999999999	16.367771000000001	16.692411	16.882867999999998	17.249383999999999	17.442730999999998	17.754655	18.103707	18.568535000000001	18.820226000000002	19.263048000000001	19.646885999999999	19.831977999999999	Time (h)

TSI
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