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WLADYSLAW PIECZONKA

WPLYW DODATKU LIZOZYMU NA PRZEBIEG UKWASZANIA
MLEKA KOZIEGO ZAKWASEM JOGURTOWYM I TWAROGOWYM

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu dodatku roztworu lizozymu na kinetyke ukwaszania
mleka koziego bakteriami zakwasu jogurtowego i twarogowego.

Lizozym obniza intensywno$¢ fermentacji kwasu mlekowego prowadzonej w mleku kozim
przez termofilne bakterie jogurtowe, jak tez — wydluza okres indukcji ukwaszania tego mleka
zakwasem twarogowym.

Wstep

W ostatnich latach polski przemyst mleczarski wprowadzit szereg metod utrwa-
lania niektorych przetworéw mlecznych, szczegolnie — twarogéw (termizacja) i napo-
jow fermentowanych mikroflora jogurtowa (dodatek srodkéw stabilizujacych konsy-
stencje, termizacja). Réwnoczesnie kolejne zaklady przetworcze podejmuja produkcje
nie tylko pasteryzowanego mleka koziego, ale i seréw twarogowych oraz jogurtéw z
tego mleka, wzorujac si¢ na schematach technologicznych stosowanych w przetwa-
rzaniu mleka krowiego.

Ze wzgledu jednak na to, iz wigkszo$¢ nabywcow produktéw z mleka koziego
traktuje je jako swego rodzaju $rodki terapeutyczne, celowym wydaje si¢ poszukiwa-
nie takich sposobéw ich utrwalania, ktore nie budzityby zastrzezen z punktu widzenia
zdrowotnosci.

Interesujace mozliwos$ci w tym zakresie stwarza zastosowanie wzbogacania su-
rowca preparatem lizozymu, otrzymanym z bialka jaj kurzych. Lizozym jest enzymem
szczegblnie aktywnym wobec bakterii Gram—dodatnich, a zawarte w dostepnej litera-
turze informacje $wiadcza o wykorzystaniu go na coraz szersza skal¢ w przemysle
spozywezym do utrwalania np. $wiezej zywnosci pochodzenia morskiego, surowych
warzyw i owocdw, migsa, wedlin i konserw migsnych [4, 7, 8]. W przemysle mleczar-
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skim lizozym wprowadzany jest do mleka serowarskiego, przeciwdziala bowiem
wzrostowi CI. tyrobutyricum wywolujacym pozne wzdecia seréw twardych [1, 3, 12].
Wyniki badan wykonanych w Filii AR w Rzeszowie sugeruja, ze wzbogacenie suro-
wego mleka koziego preparatem lizozymu przedtuza trwato$¢ mleka, inaktywujac
czg$¢ Gram—dodatniej mikroflory psychrofilnej (rodzaje bakterii o dzialaniu lipo— i
proteolitycznym) [9]. O spadku liczby bakterii proteolitycznych i lipolitycznych w
gestwie serowej potraktowanej odpowiednia dawka tego enzymu donosza tez Kebary i
wsp. [6]. To samo doniesienie, jak tez rezultaty przedstawione przez Kamaly’ego
i wsp. [5] wskazuja na to, ze wprowadzenie lizozymu do surowcoéw lub péiproduktéw
mleczarskich moze stymulowal przemiany zachodzace w czasie dojrzewania ser6w
podpuszczkowych, (wzrost zawartosci rozpuszczalnego azotu, ilosci niektorych wol-
nych aminokwasow i lotnych kwaséw ttuszczowych). Informacje zawarte w literaturze
sugeruja tez, ze lizozym nie przeciwdziatla wzrostowi bakterii kwasu mlekowego, nie
zakléca wige np. przebiegu dojrzewania seréw [8, 12]. Nie sa to jednak informacje
jednoznaczne, tym bardziej, ze i wsérdd tych bakterii znajduja si¢ gatunki Gram—
dodatnie.

Celem wykonanych badan bylo ustalenie, czy i w jakim stopniu wprowadzony do
mleka koziego preparat lizozymu wplywa na kinetyke fermentacji mlekowej inicjowa-
nej i prowadzonej przez bakterie zakwasu jogurtowego i twarogowego.

Materialy i metody

Surowcem do otrzymywania materiatu doswiadczalnego bylo mleko kozie pozy-
skiwane w prywatnym gospodarstwie rolnym zlokalizowanym w Tyczynie k/Rze-
szowa. Mleko zdajano od zdrowych, nie leczonych antybiotykiem, k6z rasy biatej pol-
skiej uszlachetnionej, w wieku od 3 do 8 lat. Bezposrednio po doju i schiodzeniu do
temp. +4°C mleko przewozono do laboratorium, gdzie w skali mikrotechnicznej wy-
twarzano z niego ser twarogowy i jogurt.

Sposdb przygotowania jogurtu:

e  pasteryzacja mleka (podgrzanie do temp. 72°C),

e  wprowadzenie do mleka roztworu lizozymu o stezeniu 2.5 % obj., ktéry przygo-
towywano z preparatu chlorku lizozymu — produktu belgijskiej firmy Belovo.
Mleko po pasteryzacji i wychtodzeniu do temp. ok. 45°C dzielono na trzy partie,

z ktérych do pierwszej (Lo) nie dodawano roztworu lizozymu, do drugiej (L;) wpro-

wadzano roztwor w ilosci 1.6 cm’/dm’ mleka (40 mg enzymu/dm’), a do trzeciej (L,) —

5.0 cm’/dm’® mleka (125 mg enzymu/dm®),

e  zaszczepienie mleka zakwasem jogurtowym (Str. thermophilus + Lb. bulgaricus)
sporzadzonym z kultur bakteryjnych produkcji firmy ,,Biolacta—Texel”. W kazdej
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z trzech partii mleka (Lo, L;, L,) stosowano dwa warianty ilosci zakwasu: 3 %
(Z1) 16 % (Zy),

e rozlew mleka do opakowan jednostkowych i termostatowanie w temp. 42°C przez
4 godziny.

Ser twarogowy sporzadzano w nastgpujacy sposob:

e pasteryzacja mleka (podgrzanie do temp. 72°C) i wychlodzenie do temp.
ok. 30°C,

e dodatek roztworu (2.5 obj.) chlorku lizozymu w czterech wersjach:

*  Lo-0;

#  L;— 1.6 cm’/dm’® mleka (40 mg enzymu/dm®);
#  L,—23.0 cm’/dm’ mleka (74 mg enzymu/dm’);
¥ Ly— 5.0 cm®/dm’ mleka (125 mg enzymu/dm’);

e  zaprawienie podpuszczka (7.0 mg/dm’ mleka) i zakwasem (2.0 cm®*/dm’ mleka)
sporzadzonym z koncentratu bakteryjnego produkcji firmy ,,Biolacta—Texel” za-
wierajacego: Lactococcus lactis, Lactococcus cremonis, Lactococcus diacetylac-
tis, Leuconostoc cremonis,

e ukwaszanie w temp. 26°C przez 20 godzin,

e  obrébka skrzepu, prasowanie i wychtodzenie do temp. + 4°C.

W ftrakcie ukwaszania mleka (przy wyrobie obu produktow) dokonywano pomia-
réw zmian wartosci pH (potencjometrycznie).
Za miarg obrazujaca zmiany pH przyjeto formule:

X = [pH; - pHi],
w ktorej;
pH — warto$¢ pH po uplywie okresu ,,t” od chwili rozpoczgcia ukwaszania,
pH; — wartos¢ pH w chwili rozpoczgcia ukwaszania.
Zaréwno dla jogurtu, jak i twarogu cykl badan (produkcja wyrobu i jego ocena)
powtérzono trzykrotnie.

Wryniki i dyskusja

Materiat liczbowy skompletowany w trakcie pomiar6w wskazywal na trojfazowy
przebieg zmian kwasowosci czynnej. W fazie pierwszej przyrost bezwzglednych war-
tosci pH byt albo tak nieznaczny, Ze nieuchwytny przez zastosowana metode poten-
cjometryczng (pierwsze dwie godziny ukwaszania zakwasem twarogowym), albo zde-
cydowanie powolniejszy, niz w fazie nastgpnej (pierwsza godzina ukwaszania mleka
zakwasem jogurtowym, trzecia godzina — przy wyrobie twarogu). Po zakonczeniu tej
fazy nastapito wyrazne przyspieszenie fermentacji mlekowej. Produkcja kwasu mle-
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kowego byla intensywniejsza, a zmiany wartosci pH coraz szybsze. W drugiej i trze-
ciej godzinie produkcji jogurtu pH mleka obnizalo sig¢ przecigtnie o 1.5 jednostki, a
pomiedzy czwartg i 6sma godzing ukwaszania mleka na twardg zmiany tego miernika
wynosity od 1.2 do 1.4 jednostki. W literaturze faza ta nosi nazwe nichamowane;j fer-
mentacji; bakterie kwasu mlekowego, majac zapewniona optymalng temperature $ro-
dowiska, nie napotykaja tez na inne bariery ograniczajace ich procesy zyciowe. Taki
czynnik ograniczajacy pojawia si¢ dopiero w postaci nadmiernego st¢zenia kwasu
mlekowego zakwaszajacego Srodowisko do poziomu, ktéry nie sprzyja dalszemu
wzrostowi komoérek bakteryjnych [2]. W badanym materiale ujawnito si¢ to w czwar-
tej godzinie ukwaszania mikroflora termofilna (zmiany pH srednio tylko o 0.1-0.2
jednostki) oraz pomigdzy dziesiata i pigtnasta godzina ukwaszenia zakwasem twaro-
gowym (zmiany pH o 0.1-0.3 jednostki). Mozna wigc przyjac, ze przyrost bezwzgled-
nych wartosci wykladnika jonow wodorowych przebiegal w trzech etapach: indukcji,
niechamowanego ukwaszenia i hamowanego ukwaszenia — zgodnie z krzywa sigmo-
idalna prezentowana za Roederem przez Budstawskiego [2]. Wykonane wczesniej
badania wlasne réwniez potwierdzaja taki charakter zmian kwasowosci miareczkowej
i czynnej mleka koziego w efekcie dzialania bakterii kwasu mlekowego [9, 10].

Oszacowanie zmian wartosci pH wykonano wigc za pomoca modelu funkcji sig-
moidalnej (logistycznej) o postaci [11]:

a

X, =—2
Y l+b.e Kt

gdzie:
a — warto$¢ asymptoty goérnej,
b — wspotczynnik,
e — podstawa logarytmu naturalnego,
k — stata szybkosci zmian X;.
Obliczone funkcje pozwolily na wyznaczenie nastgpujacych parametréw kine-
tycznych (tabela 1 i 2):

k- stala szybkosci, charakteryzujaca przecigtng chwilowa predkos¢ zmian bada-
nej cechy w calym obszarze czasowym,
t — okres indukcji, tzn. okres czasu, w ktérym zastosowana metoda pomiarowa nie

jest zdolna do wykrycia zmian wartos$ci badanej cechy (w pierwszym stadium
pomiarow). W badaniach przyjeto, ze okres indukcji konczy si¢ z chwila, gdy
pH obnizylo si¢ o 0.2 jednostki,

Vinax — maksymalna szybkos$¢ zmian, ktéra mozna uznaé za parametr opisujacy inten-
sywno$¢ dziatania mikroflory mlekowej przed osiagnigciem fazy spowalnia-
nia,
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a-— maksymalny przyrost miary albo ,,wysokos¢ krzywej” jako wskaznik proporcji
oddzialywania — w fazie niechamowanego ukwaszania — czynnikdéw przyspie-

szajacych i opdzniajacych.

Tabela |
Jogurt — warto$ci parametréw funkgji logistycznej i wyniki ich analizy wariancji
Wariant Powt. Parametr
F Vinax a

1 0.0305 0.163 2.17

LoZi 2 0.0328 0.153 2.39
3 0.0255 0.160 2.28

1 0.0324 0.189 2.00

LoZ> 2 0.0350 0.157 2.30
3 0.0275 0.165 2.20

$rednio 0.0306 0.164 222

1 0.0275 0.132 191

LiZ, 2 0.0297 0.137 2.17
3 0.0253 0.135 2.05

1 0.0280 0.142 1.78

LiZ» 2 0.0298 0.142 2.17
3 0.0262 0.144 2.00

$rednio 0.0277 0.139 2.01

1 0.0240 0.125 1.92

127,y 2 0.0270 0.097 1.78
3 0.0217 0.106 1.88

1 0.0260 0.129 1.85

Ls2Zs 2 0.0270 0.134 1.90
3 0.0275 0.125 1.90

$rednio 0.0255 0.119 1.87

Wartosci testu F
Lizozym 5.295" 34.491° 11.663"

Zakwas 1.790 8.807" 0.699
Interakcja 0.241 0.635 0.442

“wartosé F statystycznie istotna przy poziomie o = 0.05

Ponadto na podstawie usrednionych wartosci parametrow funkcji (a, b, k) wyzna-
czono krzywe obrazujace zmiany pH poszczegdlnych wersji materiatu doswiadczalne-

go (rysunek 1 i 2).

Wartosci parametrow kinetycznych wykazuja zréznicowanie zaréwno migdzy-
obiektowe (pomigdzy poszczegélnymi wersjami materiatu doswiadczalnego), jak i
wewnatrzobiektowe (pomigdzy powtorzeniami). To drugie wynika z wptywu czynni-
kéw niekontrolowanych. Nalezy tu zaliczy¢ te wszystkie elementy, ktére moga miec
wplyw na intensywnos$¢ procesu fermentacji mlekowej, np. liczba bakterii kwasu mle-
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kowego, ktora pozostala w surowcu po pasteryzacji, obecno$s¢ w nim naturalnych
czynnikdw immunizujacych i bakteriostatycznych (w tym réwniez — lizozymu),
wreszcie — réznice w aktywnosci zakwasdw. Ocena istotnosci zréznicowania miedzy-
obiektowego, a wigc odpowiedz na pytanie, czy intensywnos$¢ przemian fermentacyj-
nych zalezy od lizozymu wprowadzonego do mleka, moze by¢ wigc — na podstawie
tych wartosci liczbowych — tylko orientacyjna. Dlatego dla stwierdzenia wptywu wiel-
kosci dodatku lizozymu i dodatku zakwasu na szybko$¢ procesu fermentacji mlekowej
(na poziom obliczonych parametréw kinetycznych) wykonano analiz¢ wariancji
(jedno— lub dwuczynnikowej). Obliczone wartosci testu F interpretowano przy
zatozonym poziomie istotnosci o = 0.05 (tabela 1 i 2).

Tabela 2
Twardg — wartosci parametrow funkeji logistycznej i wyniki ich analizy wariancji
Wariant * Powt. Parametr
k t; Vmax a
1 0.562 2.0 0.31 223
Lo 2 0.594 2.0 0.33 2.18
3 0.530 2.5 0.30 230
srednio 0.562 2.17 031 224
1 0.669 3.5 0.36 2.19
Ly 2 0.604 35 0.33 2.22
3 0.699 35 038 2.16
srednio 0.657 35 0.36 2.19
1 0.651 3.5 0.34 2.14
L» 2 0.670 3.0 0.36 2.12
3 0.620 35 033 220
srednio 0.647 3.33 0.34 2.15
1 0.667 35 0.36 2.17
Ls 2 0.610 35 0.33 2.20
3 0.688 3.5 0.38 2.14
srednio 0.655 35 0.36 2.17
F 4.451" 29.833° 2.891 2175

*wartog¢ F statystycznie istotna przy poziomie o = 0.05

Oddziatywanie lizozymu na przebieg fermentacji mlekowej prowadzonej przez
termofilne bakterie jogurtowe bylo wyrazne, albowiem obliczone wartosci F dla
wszystkich badanych parametréw kinetycznych okazaly si¢ statystycznie istotne
(tabela 1). Nie uwzgledniono w tych obliczeniach okresu indukcji ,.t;”, poniewaz
bylyby one obarczone zbyt duzym bledem — po uplywie 30 minut termostatowania
zmiana pH byta juz do$¢ znaczna (o ponad 0.2 jednostki). Przecig¢tna predkosc prze-
mian prowadzacych do wzrostu stezenia jonow wodorowych na przestrzeni calego
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okresu wykonywania pomiarow (4.5 godziny) byla odwrotnie proporcjonalna do ilosci
lizozymu wprowadzonego do mleka. W wariancie L, stala szybkosci ,k” byta naj-
wyzsza i wynosita $rednio 0.0306, w wariancie L; byla nizsza o okoto 0.003, a dalsze
zwiekszenie ilosci lizozymu (wariant L,) spowodowato obnizenie wartosci ,.k” o okoto
0.002. Wzbogacenie surowca w ten enzym wplywa wiec na efektywno$é prowadzenia
fermentacji przez Str. thermophilus i Lb. bulgaricus. Posrednio $wiadczy to o podat-
nosci komorek tych bakterii, ktore usytuowane sg w grupie bakterii Gram—dodatnich,
na lityczne dziatanie chlorku lizozymu. Oddziatywanie to zaznaczylo si¢ wyraznie w
drugiej fazie przemian — nichamowanego ukwaszenia. Wskazuja na to wyniki analizy
wariancyjnej wykonanej dla maksymalnej predkosci zmian — V,,x — i dla parametru
»a~ charakteryzujacego ,,wysokosé” krzywej sigmoidalnej. Najwyzsza szybko$¢ mak-
symalng (po uptywie 100-110 minut fermentacji) uzyskano w wariancie Ly (Srednio
0.16 jednostek pH/10 min), a najnizsza — w wariacie L, (tylko okoto 0.12 jednostek
pH/10 min). Wskazuje to na obnizenie aktywno$ci zakwasu przez lizozym juz w
pierwszej czesci stadium niehamowanej fermentacji — przed uzyskaniem maksymalnej
predkosci. Obrazuje to tez nachylenie krzywych na rys. 1.

Apt4 Apth Apk
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s P \ LJ‘ZI
A 5 ;
1<2 LzZ:
I;,/
) “/ 1
100 200 100 200 nys 200 t{min]

#
Rys. 1. Oszacowanie zmian pH mleka koziego z r6znym dodatkiem lizozymu w czasie ukwaszania zak-
wasem jogurtowym.

Hamujace oddziatywanie lizozymu utrzymalo si¢ praktycznie do konica przemian,
na co wskazujg réznice pomigdzy wartosciami parametru ,,a”. ,,Gleboko$¢” zmian pH
byla najwyzsza w wariancie L, (spadek pH o ponad 2.2 jednostki), a najnizsza — znow
w wariancie L, — o okoto 1.9 jednostki (rys. 1). Dodatek preparatu lizozymu do mleka
koziego jako surowca do wyrobu jogurtu obniza zatem aktywnos¢ zakwasu jogurtowe-
go i predkos¢ fermentacji, jednak nie zaburza w znaczacym stopniu procesu technolo-
gicznego. Nalezy si¢ jedynie liczy¢ z tym, ze lizozym nie pozwoli na uzyskanie wyma-
ganego koncowego odczynu produktu. Zapobiec temu jednak mozna przez zaszcze-



40 Wiladystaw Pieczonka

pienie mleka wigksza iloscia zakwasu. Wariant Z, pozwolit bowiem na wyrazne przy-
spieszenie fermentacji (tabela 1 — istotna statystycznie warto$¢ F dla vp.), co u-
mozliwia uzyskanie prawidlowego pH na koniec okresu termostatowania.

W odmienny sposob lizozym wptywa na mezofilne bakterie zakwasu twarogowe-
go (tabela 2, rys. 2). Wplyw ten ujawnil si¢ tylko poprzez wydtuzenie — o okolo 1.5
godziny okresu indukcji (statystycznie istotna warto$¢ testu F). Nalezy wigc sadzi¢, ze
enzym ,.pracuje” skutecznie przez pierwsze 4 godziny ukwaszania inaktywujac czgsé
komérek bakteryjnych i — tym samym —wydtuza okres ich namnazania do ilosci nie-
zbednej dla rozpoczgcia fermentacji. W nastgpnym odcinku czasowym ilo$¢ lizozymu
jest niewystarczajaca do tego, by zaktdcaé przebieg przemian. Co wigcej — statystycz-
nie istotne wyzsze wartosci statej szybkosci dla wariantéw L,, L, i L; oraz nieznacznie
wyzsze wartosci predkosci maksymalnej w tych trzech wariantach sugeruja, ze wzbo-
gacenie mleka w lizozym korzystnie wptywa na przebieg zmian w stadium niehamo-
wanego ukwaszania. Na podstawie tych wynikow mozna jedynie przypuszczaé, ze
dodatek lizozymu spowodowatl ,,przy okazji” inaktywacje¢ komorek tych bakterii, ktore
w okreslonych warunkach moga konkurowa¢ z bakteriami kwasu mlekowego [12].
Nalezy tez zwréci¢ uwage na réznicg pomigdzy temperatura, w ktorej pracowaty bak-
terie zakwasdw. Efektywnos$¢ litycznego oddzialywania lizozymu byla wyrazniej za-
uwazalna, co jest oczywiste, w temp. 42°C niz w temp. 26°C. Stad — im nizsza tempe-
ratura, w ktorej przebiegaja przemiany biochemiczne prowadzone przez Gram-—
dodatnie bakterie, tym lizozym w mniejszym stopniu bgdzie zaznaczal swoja obecno$é
i wptywal na procesy technologiczne. Dlatego preparaty lizozymu, wprowadzone do

APH Lo

Lilals

Rys. 2. Oszacowanie zmian pH mleka koziego z réznym dodatkiem lizozymu w czasie ukwaszania zak-
wasem twarogowym.



WPLYW DODATKU LIZOZYMU NA PRZEBIEG UKWASZANIA MLEKA KOZIEGO ZAKWASEM... 41

mleka serowarskiego, nie zaktocatly dojrzewania seréw, ktére prowadzi si¢ w tempera-
turach nizszych od 20°C [3, 12].

Whioski

1. Preparat chlorku lizozymu wprowadzony do mleka koziego obniza intensywnos¢
ukwaszania tego mleka zakwasem zawierajacym termofilne bakterie jogurtowe,
jednak nie w takim stopniu, by istotnie zakldcac przebieg termostatowania jogurtu.

2. Wzbogacenie mleka koziego preparatem chlorku lizozymu wydluza okres indukcji
ukwaszania mleka zakwasem twarogowym sporzadzonym z mezofilnych bakterii
mlekowych. Nie utrudnia to jednak prowadzenia procesu produkcji twarogu kwa-
sowo—podpuszczkowego.

(1]

2]
[3]

(4]
(5]
(6]
(7]
(8]
(9]
[10]

[11]
[12]
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THE INFLUENCE OF ADDITION OF LYSOSYME ON ACIDIFICATION OF GOAT
MILK BY YOGHURT AND TVAROH STARTERS

Summary

The aim of experiments was a determination of influence of addition of lysosyme solution
on the Kinetics of goat milk’s acidification by bacteria of yoghurt and tvaroh starter.

The lysosyme decreases intensity of lactic acid fermentation in goat milk led by thermo-
philic yoghurt bacteria, and — it elongates the period of acidification induction by tvaroh
starter S



