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Rad je obuhvatio karakterizaciju
bakterija mle¢ne kiseline izolovanih iz
autohtonih sireva prozvedenih na tra-
dicionalan nagin, bez dodavanja starter
kultura. 1z 5 uzoraka sira izvrSena je
izolacija 30 termofilnih, mezofilnih i cit-
ratt sojeva BMK na odgovarajuéim se-
lektivnim podlogama (LM17 agar i LDC
agar). Od izdvojenih ¢istih kultura, na-
kon odredivanja Gram reakcije i kata-
laza testa, izabrano je 12 sojeva za da-
lia ispitivanja. Na osnovu nacina fer-
mentacije laktoze (homo-heterofermen-
tacija) i acidogene sposobnosti prace-
ne u 1% rekonstituisanom obranom
mleku u toku 24 sata, selekcionisano
je 6 sojeva, koji su pokazali homofer-
mentativnu aktivnost i dobru acidogenu
sposobnost. Za ove sojeve je ispitana
proteolitiCka aktivnost u odnosu na
fB-kazein, pomocéu SDS poliakrilamidne
elektroforeze, koja je pokazala medu-
sobne razlike u sposobnosti razgradnje
B-kazeina. Na kraju je izvrSena njihova
identifikacija pomocéu APl Rapid ID 32
Strep testa za laktokoke, i utvrdeno je
da 4 soja pripadaju vrsti Lactococcus
lactis ssp. lactis, a dva soja vrsti Lacto-
coccus lactis ssp. lactis biovar. dia-
cetylactis.

Kljuéne reci: Bakterije mle¢ne kiseline ¢ auto-
htoni sir * acidogena sposobnost ¢ proteoliticka
aktivnost
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KARAKTERIZACIJA AUTOHTONIH
BAKTERIJA MLECNE KISELINE RODA

Lactococcus

uvobD

Autohtona prerada mleka datira iz
daleke proslosti, ali se i do danasnjih
dana zadrzala u razli¢itim oblastima,
kako kod nas, tako i u drugim zemlja-
ma. Ovakav nacin proizvodnje mle€nih
proizvoda karakteristican je za brdsko-
-planinska podruc¢ja, koja se odlikuju
razvijenom sto¢arskom proizvodnjom
na individualnim gazdinstvima. Posto je
u stocarskoj proizvodnji dominantan
uzgoj goveda i ovaca, kao sirovina
javlja se kravlje i ov¢je mleko, a najvise
zastuplijen proizvod ovakve prerade
mleka je sir.

Prerada i potro$nja mleka najve-
¢im delom je u domacinstvima, a samo
manji deo se iznosi na seosku pijacu.
Visoka potroSnja mleka i mle¢nih pro-
izvoda u samim domacinstvima i neor-
ganizovanost otkupa putem trgovacke i
kooperativne mreze, kao i uslovi pre-
rade mleka, koja se vr§i na planinama
Cesto nedovoljno pristupacnim, uzroku-
ju zatvorenost proizvodnje.

Sistematski prikaz i ocenu znatnog
broja autohtonih mle€nih proizvoda
,Stare Jugoslavije”, dao je Zdanovski
(1947) Ovaj autor i saradnici su u broj-
nim radovima (1967, 1972) izucavali te-
hnologije najvaznijih domacih mle¢nih
proizvoda.

Znacajan doprinos u izu€avanju
proizvodnje autohtonih mlecnih proiz-
voda dali su Dozet i sar. (1971, 1985,
1991), kao i paralelu sa sli¢énim tehno-
logijama u Bosni i Hercegovini i Crnoj
Gori (1996).

U Srbiji postoji nekoliko oblasti
koje se karakteriSu autohtonom proiz-
vodnjom belih sireva u salamuri, za ko-
je je karakteristicno da ime dobijaju po

oblasti u kojoj se proizvode, pa su sa-
mim tim poznati: sjenicki, zlatarski, kri-
vovirski, velija (svrljiski), homoljski i dr.

Proucavanjem tehnolo$kog postu-
pka proizvodnje autohtonih proizvoda
bavio se vedi broj autora, a takode i
izuCavanju mikrobiologije ovih proizvo-
da posveceno je dosta paznje, Vuka-
Sinovi¢ i sar. (1995), Dimitrijevi¢ i sar.
(1998).

S obzirom da su autohtoni sirevi
veoma razliitog kvaliteta, neophodno
je izdvaijiti najbolje i uticati na organi-
zovanu preradu i plasman. Poznato je
da specificna mikroflora mleka, a ka-
snije i mikroflora sireva, znatno utiCu
na kvalitet i specifi¢nost proizvoda, koji
je karakteristiCan i prepoznatljiv za od-
redeni region. U tom smislu, cilj ovog
rada je da ispita koja je to dominantna
mikroflora bakterija mle¢ne kiseline, ko-
ja usmerava proces fermentacije i zre-
nje sireva, da se izoluju Ciste kulture,
ispitaju neke njihove karakteristike, kao
preliminarni parametri u nalazenju mo-
guénosti njihove Sire primene u proiz-
vodniji sireva.

MATERIJAL | METOD RADA

Za izolaciju sojeva upotrebljeno je
pet uzoraka sira, koji su imali prijatan
ukus i miris, dobru konzistenciju i aro-
mu. Uzorci su homogenizovani u Sto-
macher 400 lab blender aparatu (Se-
ward, Engleska), a zatim je izvrSena
izolacija metodom razredenja zasejava-
njem na selektivne podloge na odre-
denim temperaturama. Tom prilikom is-
pitivalo se prisustvo termofilnih i mezo-
filnih okruglastih oblika BMK, pa je
upotreblien LM 17 agar i temperature
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inkubacije 43° i 30°C u aerobnim uslo-
vima u toku 3 dana, a prisustvo citrat*
sojeva na LDC agaru na 30°C, u toku 3
dana inkubacije. Potom je metodom is-
crpljenja izvr$eno trostruko preciséava-
nje izolovanih sojeva.

Izolovani sojevi kao Ciste kulture
dalje su podvrgnuti determinaciji po-
mocdu klasi¢nih mikrobioloskih metoda,
Gram reakcijom, mikroskopskim pregle-
dom i katalaza testom.

Za selekcionisane sojeve je potom
utvrdeno da li fermentaciju Secera oba-
vljaju homo ili heterofermentativnim pu-
tem. Za ovu determinaciju je izvréeno
zasejavanje u odgovarajué¢i bujon sa
Durham cev¢icom i posle inkubacije na
optimalnoj temperaturi, utvrdeno prisu-
stvo ili odsustvo gasa u cevcici.

Sposobnost rasta pri razligitim
koncentracijama NaCl, ispitana je zase-
javanjem i inkubacijom u odgovaraju-
¢im bujonima sa 2%, 4% i 6,5% soli.

Acidogena sposobnost ispitivanih
sojeva je pracena u 1% rekonstituisa-
nom obranom mleku, promenom pH
vrednosti u toku 8 sati i to merenjem
na svaka dva sata, a zatim nakon 24
sata.

Proteoliticka aktivnost selekcionisa-
nih sojeva je utvrdena detekcijom prt+
sojeva u odnosu na B-kazein, prime-
nom SDS poliakrilamidne gel-elektrofo-
reze.

Sojevi koji su ispunili zahteve pret-
hodnih ispitivanja, determinisani su na
APl RAPID ID 32 Strep sistemu (bio
Merieux). Za ocitavanje rezultata ovih
testova koriSéen je program API Lab
plus softver.

REZULTATI | DISKUSIJA

Izolacijom na selektivnim podloga-
ma i preciS¢avanjem do d&istih kultura,
izdvojeno je 30 sojeva. Posle sledeceih
koraka u determinaciji, a to su Gram
reakcija, mikroskopski pregled i kata-
laza test, selekcionisano je 12 sojeva i
to 7 okruglastih formi na LM 17 agaru i
5 okruglastih formi na LDC agaru.

Od 7 sojeva izdvojenih na LM17
agaru, 6 su bili mezofilni i samo 1 ter-
mofilni, a svih 5 citrat-pozitivnih sojeva
su bili mezofilni.

Rezultati su pokazali da je mezo-
filna mikroflora znatno zastupljenija od
termofilne. Sto je i razumljivo s obzi-
rom da u tehnologiji proizvodnje belog
sira u salamuri nije zastupljena visoka
temperatura dogrevanja sa jedne stra-
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Figure 1. ACIDOGENIC ABILITY OF EXAMINED STRAIS ISOLATED BY LM 17 AGAR
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ACIDOGENA SPOSOBNOST ISPITIVANIH SOJEVA 1ZDVOJENI

Figura 2. ACIDOGENIC ACTIVITY OF EXAMINED STRAINS ISOLATED BY LDC AGAR

krajeva je umerena i ne odlikuje se vi-
sokim temperaturama. Samim tim i do-
minantna mezofilna mikroflora je bila i
ocekivana. Takode, poznato je da do-
minantnu mikrofloru u toku zrenja si-
reva ¢ine mezofilni sojevi laktobacila i
laktokoka Macedo i sar. (1995).

Posle testiranja da li sojevi pripa-
daju homo ili heterofermentativnim vr-
stama je utvrdeno je da jedan soj vrSi
fermentaciju $ecera heterofermentativ-

lo prisustvo gasa, dok su ostali bili ho-
mofermentativni.

Ispitivanje acidogene sposobnosti
je pokazalo razlicite rezultate. Kao veo-
ma aktivni u produkciji mle¢ne kiseline,
izdvojila su se Cetiri soja okruglastog
oblika izolovani na LM17 agaru i dva
citrat-pozitivna soja izolovani na LDC
agaru, a svih 6 su predstavljali mezo-
filnu mikrofloru. Navedeni sojevi su na-
kon 24 sata inkubacije u 1% rekonsti-
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tuisanom obranom mleku stvorili grus i
pri tom postizali pH vrednosti u ras-
ponu 4,4-4.8.

Ostali sojevi su pokazali slabu aci-
dogenu mo¢ i sporo snizavanje pH
vrednosti, tako da se ona nakon 24
sata kretala najnize do 5,2. Posto je
sposobnost acidifikacije i brza produk-
cija mle¢ne kiseline pozeljan parametar
kod vecine sojeva bakterija mle¢ne ki-
seline i moze imati razli¢itu namenu u
proizvodnji fermentisanih mle¢nih pro-
izvoda Salminen, S. (1998), ovo svoj-
stvo je uzeto kao veoma vazan krite-
rijum u daljoj selekciji sojeva.

Dalja ispitivanja su vrSena sa oda-
branih 6 sojeva i u tom smislu je ispi-
tana njihova sposobnost da obavljaju
svoje zivotne funkcije u prisustvu 2, 4 i
6,5% soli. S obzirom da se autohtoni
sirevi ¢esto odlikuju prisustvom relativ-
no velikog procenta soli, otpornost so-
jeva na vece procente soli bi trebalo
da bude jedna od njihovih karakteri-
stika.

Rezultati ispitivanja su to i potvrdili
i pokazalo se da ispitivani sojevi imaju
pun rast u bujonskoj kulturi i sa 2, 4 i
6,5% soli nakon 24 sata inkubacije na
optimalnim temperaturama. Generalno,
za bakterije mle¢ne kiseline se ne mo-
Ze reci da je rast u prisustvu velikog
procenta soli njihova odlika Schillinger
(1987), ali je poznato, a i ova ispitiva-
nja su pokazala da postoje sojevi koji
nesmetano rastu i u prisustvu vedeg
procenta soli El-Gendy i sar. (1983).

Elektroforetskom detekcijom soje-
va koji poseduju ekstracelularne protei-
naze sposobne da razgraduju p-kazein,
utvrdeno je da medu ispitanim soje-

Standard f-kazein 32 471 53 563 492 183

PROTEOLITICKA AKTIVNOST
ISPITIVANIH SOJEVA

Figure 3. PROTEOLYTIC ACTIVITY OF
EXAMINATED STRAINS

Slika 3.
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vima postoje znacajne razlike. Posebno
se istakao soj 492 koji je pokazao naj-
vecu proteoliti¢ku aktivnost, zatim sledi
soj 183, dok su sojevi 32 i 47 pokazali
nesto manju sposobnost razgradnje
B-kazeina, a najmanju ispitivanu spo-
sobnost su pokazali sojevi 53 i 563.
Ispitivanja su nastavljena determi-
nacijom na API sistemu, gde je na os-
novu biohemijskih reakcija i fizioloskih
osobina sojeva utvrdena vrsta kojoj soj
pripada. Rapid ID 32 Strep testom su
ispitani svih 6 sojeva okruglastog ob-
lika, a rezultati dobijeni Api Lab soft-
verom pokazali su da 4 izabrana soja:
32, 471, 563 i 492 pripadaju vrsti Lac-
tococcus lactis ssp. lactis, a dva soja
53 i 183 pripadaju vrsti Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis.

ZAKLJUCAK

Izolacijom na selektivne podloge iz
5 uzoraka sira i daljim preci$¢avanjem
izdvojeno je 30 Cistih kultura. Na os-
novu bojenja po Gramu, mikroskop-
skog pregleda i katalaza testa, iza-
brano je 12 sojeva za dalju determi-
naciju i to: 7 sojeva koji su izdvojeni
na LM 17 agaru i 5 sojeva izdvojenih
na LDC agaru kao citrat-pozitivni.

Od 7 sojeva koji su izdvojeni na
LM 17 agaru, jedan je bio termofilan i
6 mezofilnih, a svih 5 citrat pozitivnih
sojeva su bili mezofilni.

Po nacinu fermentacije laktoze,
pokazalo se da je jedan soj bio hete-
rofermentativan, dva su pri fermentaciji
izdvajala vrlo malo gasa, a ostalih 9
sojeva je bilo homofermentativno.

Svi ispitivani sojevi su pokazali do-
bru aktivhost u prisustvu 2, 4 i 6,5%
NaCl.

Ispitivanjem acidogene sposobno-
sti utvrdeno je da 6 sojeva postize za-
dovoljavaju¢e pH vrednosti u toku 24
sata i kretale su se od 4,3 do 4,8.

U pogledu proteoliticke aktivnosti
u odnosu na f-kazein, pokazalo se da
jedan soj poseduje ubedljivo najjacu
sposobnost razgradnje f-kazeina, je-
dan vr§i ovu razgradnju nesto manjim
intenzitetom, zatim slede dva soja sa
umerenom aktivno$éu i na kraju, sa
najmanjom aktivno$éu se nalaze dva
ispitivana soja.

Determinacijom svih 6 sojeva pri-
menom APl RAPID ID 32 Strep testa,
utvrdeno je da 4 soja pripadaju vrsti
Lactococcus lactis ssp. lactis i 2 soja

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar.
diacetylactis.

Ovakva istrazivanja pokazuju da
medu razli¢itim sojevima BMK, izolova-
nim iz autohtonih sireva postoje i oni,
Cijom bi selekcijom u pravcu kriteriju-
ma koje moraju da zadovolje starter
kulture u proizvodniji sireva, koji bi mo-
gli naéi Siru primenu u mlekarskoj in-
dustriji.
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SUMMARY

CHARACTERISATION OF AUTOCHTHONOUS LACTIC ACID BACTERIA
GENUS Lactococcus

Zorica Radulovi¢, Dragoslava Radin, Miroljub Bara¢, Jelena Miocinovi¢,
Dragojlo Obradovi¢

Faculty of Agriculture, Belgrade

Lactic acid bacteria strains isolated from autochthonous cheeses were researched. In
products such as these, where starters were not added, fermentation occurs as a result
of natural flora present in the surrounding environment.

Thirty thermophilic, mesophilic and citrate+ LAB strains were isolated by selective medi-
um (LM17 agar and LDC agar) from 5 samples of autochthonous cheeses. They were
exposed to further analysis and identification. After examination by Gram test and cata-
lase test, 12 strains of LAB, were selected for further analysis.

On the basis of lactose fermentation and acid production in 1% reconstituted skim milk,
6 homofermentative strains were selected, that also had good acidogenic activity. Their
proteolytic ability to hydrolyze B-casein was examined by SDS polyacrilamid electropho-
resis, where these strains showed different proteolytic activity. Determination of these
strains by APl Rapid ID 32 Strep tests showed that 4 strains belong to the Lactococcus
lactis ssp. lactis and 2 strains to the Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis.

Key words: Lactic acid bacteria ¢ autoch-

thonous cheese ¢ acidogenic
proteolytic activity

ability
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