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U radu su izdvojeni i identifikovani
izolati bakterija mle¢ne kiseline i ente-
rokoka iz sjenic¢kog sira, proizvedenog
na tradicionalan nacin, bez dodavanja
starter kulture. 1z 10 uzoraka sjenickog
sira izdvojeno je 53 termofilna, mezo-
filna i citrat+ izolata na odgovaraju¢im
selektivnim podlogama (MRS agar, M17
agar, LDCagar i LDV agar). Postupkom
bojenja po Gramu, mikroskopskim pre-
gledom i katalaza testom je utvrdeno
da svi izolati predstavljaju Ciste kulture
Gram-pozitivnih i katalaza-negativnih
bakterija, pri ¢emu je utvrdeno da je 21
izolat Stapi¢astog, a 35 okruglastog obli-
ka. Radi razdvajanja enterokoka od lak-
tokoka, za sve okruglaste forme je ispita-
na sposobnost rasta pri 6,5% NaCl, pH
9,6 i nakon termic¢kog tretmana na 60°C
20 minuta je utvrdeno da od 35 izolata
okruglastog oblika, 7 izolata podnosi na-
vedene uslove.

Determinacijom dobijenih izolata
primenom API sistema i to za Stapi¢aste
oblike APl CHL 50 testa, a za okruglaste
oblike RAPID ID 32 Strep sistema, utvr-
deno je da izolati pripadaju vrstama Lac-
tococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei, Lactobacillus
plantarum, Lactococcus lactis ssp. lactis
boiv. dicetylactis, Lactobacillus curva-
tus, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
sp. i Enterococcus sp. Ubedljivo naj-
vecu zastupljenost je imala okruglasta
vrsta Lactococcus lactis ssp. lactis
(35,85%), a od Stapicastih, vrsta Lac-
tobacillus paracasei ssp. paracasei
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AUTOHTONA MIKROFLORA

SJENICKOG SIRA

(18,86%). Vrste roda Enterococcus sp.
bile su zastupljene sa 13,20 %.

Kljuéne reci: sjenicki sir « autohtona mikroflora *
bakterije mle¢ne kiseline

uvobD

Proizvodnja sireva na tradicionalan
nacin zastupljena je svuda u svetu, pa i
kod nas. Ovakva proizvodnja predstavlja
obelezje odredene oblasti i daje epitet
»autohtoni“ za proizvodnju velikog broja
razliCitih vrsta i tipova sireva. Ta razlici-
tost je posledica razvoja sirarske tehno-
logije, gde mnogobrojni nacini koagula-
cije, obrade grusa, odvajanje surutke,
uslovi zrenja i dr., povecavaju varijabil-
nost u proizvodnji sireva.

U naSoj zemlji postoji nekoliko
oblasti koje se karakteriSu autohtonom
proizvodnjom razliCitih vrsta sireva, ali
najvise je zastupljena proizvodnja belih
sireva u salamuri. Za ova sireve je ka-
rakteristicno da ime dobijaju po oblasti u
kojoj se proizvode, pa su samim tim po-
deljeni na: sjenicki, zlatarski, krivovirski,
svrljiski, homoljski i dr.

Sistematski prikaz i ocenu autohto-
nih mle¢nih proizvoda dao je Zdanovski
(1947). Ovaj autor i saradnici su u broj-
nim radovima (Zdanovski 1967; Zda-
novski, Dozet, StaniSi¢ 1972) izucavali
tehnologije najvaznijih domacih mlec¢nih
proizvoda. Obiman pregled proizvod-
nje autohtonih mle¢nih proizvoda na
podrucju nekadasnje SFRJ dat je u ra-
dovima Dozet, StaniSic, Bijeljac, Petro-
vic(1985); Dozet (1991) i Dozet, Adzi¢,
Stanisi¢, Zivié (1996). | danas je autoh-
tona proizvodnja mle¢nih proizvoda ve-
oma zanimljiva oblast za mnoge istrazi-
vace, sa tendencijom da se izvrSi zastita

geografskog porekla, $to je u razvijenim
zemljama vec ustaljena praksa.

Autohtona proizvodnja se odlikuje
preradom i portoSnjom mleka, najveéim
delom u samim domacinstvima gde se
zadrzala skoro na istom nivou duzi niz
godina. Sirevi, proizvedeni na tradicio-
nalan nacin, prave se od svezeg mleka
bez dodavanja starter kultura, Sto znadci
da se proces proizvodnje i zrenja sira
odvija pod uticajem samo prirodne au-
tohtone mikroflore. Odsustvo bilo kakve
kontrole, kako u pogledu higijene, tako i
u pogledu tehnoloSkih parametara, pre
svega temperature, pH vrednosti, vre-
mena koagulacije, uslova zrenja i dr,,
uslovljavaju veliku varijabilnost krajnjeg
proizvoda. Neustaljeni kvalitet proizvo-
da predstavlja ograniCavajuci faktor u
njegovom plasmanu, Kkoji se odvija ili u
samom domacinstvu ili na lokalonim pi-
jacama. Primenom pasterizacije mleka,
specificne starter kulture i kontrolisanim
uslovima proizvodnje i zrenja, omoguci-
la bi se proizvodnja sira prepoznatljivih
karakteristika i konstantnog kvaliteta (Ra-
dulovié, Miocinovi¢, Radin, Puda, Obra-
dovi¢ 2005).

Cilj ovog rada je da ispita koja je to
dominantna mikroflora koja usmerava
proces fermentacije i zrenja sjeni¢kog
sira. Ovakva identifikacija autohtone
mikroflore bi dala doprinos u reSavanju
problema starter kultura u procesu stan-
dardizacije proizvodnje ovog poznatog
mle¢nog proizvoda.

MATERIJAL | METOD RADA

Za izolaciju je upotrebljeno 10 uzo-
raka sireva proizvedenih na tradicionalan
nacin u domacinstvima Sjenic¢ko-pester-
ske visoravni. Svi uzorci sireva su imali
prijatan ukus i miris, dobru konzistenciju



Preh. ind. 1-2, (2006)

ZORICA RADULOVIC et al.: AUTOHTONA MIKROFLORA...

i aromu. Uzorci sireva od po 20 g su ho-
mogenizovani sa 180 ml 2% Na-citrata u
Stomacher 400 lab blender aparatu (Se-
ward, Engleska), a zatim je izvrSena izo-
lacija metodom razredenja zasejavan-
jem na selektivne podloge i inkubacijom
na optimalnim temperaturama rasta.

Za ispitivanje prisustva termofilnih
i mezofilnih Lactobacllus vrsta upotre-
blien je MRS agar (Oxoid CM 361) i
temperature inkubacije 43° i 37°C u
anaerobnim uslovima u Gas-pak (BBL)
sistemu u toku dva dana.

Prisustvo termofilnih i mezofilnih
Lactococcus vrsta pra¢eno je na M 17
agaru (Oxoid CM 785) i temperaturama
inkubacije 43° i 25°C u aerobnim uslo-
vima u toku dva dana.

Citrat-pozitivne (Cit*) Lactococcus
vrste su determinisane na LD agaru sa
dodatkom Ca-citratne suspenzije, inku-
bacijom na 25°C u toku tri dana. Na ovoj
podlozi Cit* vrste daju kolonije sa jasno
prosvetljienom zonom.

Leuconostoc vrste su izdvajane
na LD agaru sa dodatkom vankomicina i
inkubacijom u aerobnim uslovima tokom
tri dana na 25°C. Neposredno pre za-
sejavanja na 200 ml LD agara dodavano
je po 2ml 2%-tnog rastvora vankomicin-
hidrohlorid monohidrata.

Sa svake selektivne podloge pikira-
no je maksimalno 20 kolonija, kako bi se
smanjio rizik od izdvajanja istih sojeva,
a potom je standardnom metodom iscr-
plienja izvr§eno trostruko preciS¢avanje
izolovanih bakterija do dobijanja Cistih
kultura.

Karakterizacija izolata je izvrSena
na osnovu nekih morfoloskih, fizioloSkoh
i biohemijskih osobina.Bojenjem po Gra-
mu i mikroskopskim pregledom je prove-
reno da li su dobijeni izolati Gram-pozi-
tivni i utvrden je oblik bakterija, a takode
je proverena Cistoca kultura.

Katalaza testom je ispitano pri-
sustvo enzima katalaze, unoSenjem
male koli¢ine biomase ispitivanih bak-
terija u kap 30% rastvora H,O, (Withe-
nbury,1964.). Pojavom ili odsustvom sit-
nih mehuri¢a u kapi vodonik-peroksida
je determinisano da li ispitivana kultura
poseduje enzim katalazu.

U cilju razdvajanja enterokoka od
laktokoka, za sve okruglaste forme bak-
terija proverena je sposobnost rasta pri
koncentraciji soli od 6,5%, pH vrednosti
od 9,6 i termorezistentnost. Sposobnost
rasta okruglastih bakterija u prisustvu
6,5% NaCl je ispitana zasejavanjem u
odgovaraju¢im bujonima sa 6,5% NaCl.
Inkubacija je izvrS8ena na odgovaraju-
¢im optimalnim temperaturama u toku
48 sati. Za one izolate koji su pokazali
porast pri 6,5% soli, ispitana je moguc-
nost rasta u bujonima ¢ija je pH vrednost
iznosila 9,6, inkubacijim pri optimalnim
trmperaturama. Za izolate koji su zado-
voljili prethodna dva kriterijuma ispitana
je sposobnost prezivljavanja na 60°C u
toku 20 minuta. Bujonske kulture ispiti-
vanih bakterija su podvrgnute ovom re-
Zimu, a zatim su zasejane na odgovara-
juCe agare u Petri kutijama i inkubirane
u optimalnim uslovima i odgovaraju¢em
vremenu.

Dobijeni izolati su determinisani API
sistemom i to Stapi¢asti oblici na API
CHL 50 testu ( bio Merieux), a okruglasti
oblici na RAPID ID 32 Strep sistemu (bio
Merieux ).

Svaki ispitivani izolat je zasejavan
po predvidenom protokolu i to Stapi¢asti
oblici po povrsini MRS agara, a okrugla-
sti po povrsini krvnog agara. Posle in-
kubacije na optimalnim temperaturama,
izrasle kulture su se skupljale sa povrsi-
ne agarnih plo¢a i prenosile u po 10 ml
odgovaraju¢ih medijuma za laktobacile,
odnosno za laktokoke, leukonostok i en-

Tabela 1: REZULTATI IZOLACIJE BAKTERIJA NA SELEKTIVNIM PODLOGAMA

Table 1:

RESULTS OF BACTERIA ISOLATION ON SELECTIVE MEDIA

terokoke, a zatim zasejavane u kupule
API 50 CHL, odnosno Rapid ID 32 Strep
stripova. Nakon inkubacije od 24 sata za
laktobacile i 2 sata za laktokoke, ente-
rokoke i leukonostok, izvrSeno je ocCita-
vanje testova i identifikacija primenom
programa API Lab plus softver.

REZULTATI

Na sledecoj tabeli dat je prikaz broja
okruglastih i Stapi¢astih oblika bakterija,
koji su izolovani na navedenim selektiv-
nim podlogama pri optimalnim tempera-
turama inkubacije. 1z 10 uzoraka sjenic-
kog sira izdvojeno je ukupno 53 izolata.

Mikroskopskim pregledom i boje-
njem po Gramu utvrdeno je da je izdvo-
jen 21 izolat Stapi¢astog oblika i 32 izola-
ta okruglastog oblika. Svi su bili G-pozi-
tivni i katalaza negativni. Evidentno je da
je mikroflora okruglastih bakterija domi-
nantna i da ona najvec¢im delom usmera-
va procese zrenja sjenickog sira.

Posto u mikroflori okruglastih bak-
terija, pored laktokoka, znacajnu ulogu
imaju i enterokoke, sve okruglaste for-
me su istestirane na sposobnost pre-
Zivljavanja pri 6,5% NaCl, pH 6,9 i na
temperaturnom rezimu od 60°C u toku
20 minuta. Ova testiranja su izvedena u
cilju odvajanje enterokoka koje podnose
ove uslove. Utvrdeno je da od ukupno 32
izolata okruglastog oblika, 7 izolata pod-
nosi navedene uslove rasta, $to ukazuje
na mogucnost da od ukupne mikroflore
okruglastih bakterija, skoro 25% c¢ine
enterokoke.

Posle determinacije dobijenih izo-
lata primenom API sistema, dobijeni su
slededi rezultati.

Istrazivanjima je utvrdeno da se
dominantna mikroflora bakterija mle€ne
kiseline autohtonog sjenickog sira moze

MRS 43° C

MRS 37°C M17 43° C

M17 25° C LDC 25°C LDV 25°C

Uzorak

Sample Koke Bacili

cocci bacilli

Koke
cocci

Koke
cocci

Bacili
bacilli

Koke
cocci

Koke
cocci

Koke
cocci

Bacili
bacilli

71 1

1

72 1

1

73

1

74

75

alalala

76

77 1

78 1

79

80 1

alan|ala]=

UKUPNO
Total
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Tabela 2: REZULTATI IDENTIFIKACIJE BAKTERIJA | NJIHOVA PROCENTUALNA

ZASTUPLJENOST

Table 2: RESULTS OF BACTERIA IDENTIFICATION AND THEIR PERCENTAGE
Izolati / Isolates Broj izolata / Number of isolates (%)
Lactococcus lactis ssp. lactis 19 35,85
L. lactis ssp. lactis bv. dicetylactis 4 7,55
Lactobacillus plantarum 9 16,99
Lb. paracasei ssp. paracasei 10 18,86
Lactobacillus curvatus 1 1,89
Lactobacillus brevis 1 1,89
Leuconostoc sp. 2 3,77
Enterococcus sp. 7 13,20
Ukupno / Total 53 100

svrstati u Sest identifikovanih vrsta, je-
dan rod leuconostoka i rod enterokoka.
Najvec¢u zastupljenost ima vr-
sta Lactococcus lactis ssp. lactis
(35,85%). Ovako visok broj prisutnih lak-
tokoka ukazuje na njihovu vodecéu ulogu
u procesu zrenja sjeni¢kog sira (Radulo-
vi¢, Martinovi¢, Radin, Obradovi¢ 2004).
Kako je ova vrsta obavezna komponenta
u starter kulturama za proizvodnju sireva
u industrijski kontrolisanim uslovima, nije
ni ¢udo $to se javlja i kao nosilac proiz-
vodnje sireva na tradicionalan nacin. S
obzirom da je jedna od primarnih uloga
bakterija mle¢ne kiseline u proizvod-
nji sireva da izvr$i dobru acidifikaciju,
pobolj$a sinerezis grusa i spreci rast
nepozeljne mikroflore, vrsta Lactococ-
cus lactis ssp. lactis se javlja kao fak-
tor kljuénog znacaja. Sigurno da ova
vrsta ima vaznu ulogu i u proteolitickim
promenama tokom zrenja sira, s obzi-
rom da se sojevi ove vrste mogu javiti
kao izrazito jaki proteoliti. (Fox, Law,
McSweeney, Wallace1993; Radulo-
vi¢, Radin,Obradovi¢, Bara¢, Martino-
vi¢ 2004). Naravno da u proteolitickim
promenama znacajnu ulogu ima i vrsta
Lactobacillus paracasei ssp. paraca-
sei Cija zastupljenost nije zanemarljiva i
iznosi 18,86% (Hansen, Houlberg, Ardo
2001; Williams, Noble, Banks 2001). Vi-
sok udeo zastupljenosti ove vrste je evi-
dentiran i u drugim vrstama autohtonih
sireva, (Beresford, Pelaez, Jimeno,1998;
Pesi¢-Mikulec, Jovanovi¢ 2005.). S ob-
zirom da se sojevi ove vrste odlikuju
jakim proteolitickim fermentnim siste-
mima, moze se ostvariti ubrzano zrenje
sireva, bez pojave gorcine (Beresford,
Cogan, 1997; Beresford, Fitzsimons,
Cogan 1999). Prisustvo vrste Lactoba-
cillus plantarum od 16,90% svakako
daje specificnost kvalitetu proizvoda kao
autohtona vrsta koja se javlja kao takva,
ne samo u mle¢nim proizvodima, ve¢ i u
proizvodima biljnog porekla. Nosioci aro-
me sireva Lactococcus lactis ssp. lac-
tis boiv. dicetylatis i Leuconostoc sp.
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zastupljeni su ukupno sa 11,32%. Poz-
nato je da broj leukonostok vrsta pada
posle prvog meseca zrenja, tako da u si-
revima vece zrelosti, njegova prisutnost
je nikakva ili minimalna. Prisustvo he-
terofermentativnih vrsta Lactobacillus
curvatus i Lactobacillus brevis veoma
je nisko i iznosi ukupno 3,78%. Pojava
ovih vrsta nije tipina za poslednje faze
zrenja (Aran,1998.; Mass, Gonzales
Crespo 1992), ali su zato identifikovane
kao nestarterska mikroflora u prethodnim
fazama zrenja razli¢itih sireva (Corroler,
Mangin, Desmasures, Gueguen 1995.).
Vrste iz roda Enterococcus su prisutne
sa 13,20%, Sto se svakako odrazava na
procese zrenja i organoleptiCke karakte-
ristike sjeni¢kog sira.

Svaka od identifikovanih vrsta ima
svoju ulogu i mesto tokom proizvodnje i
zrenja sjenickog sira, pri ¢emu su neke
vrste znacajne u prvim fazama, a neke
u kasnijim fazama zrenja. Smenjivanjem
dominantnosti pojedinih vrsta, kao i nji-
hovim zdruzenim delovanjem, ostvaruju
se acido-efekti, proteoliticke i lipolitic-
ke promene, produkcija komponenata
arome tokom zrenja, $to sveobuhvatno
rezultira sirom specificnog i prepoznat-
liivog kvaliteta.

ZAKLJUCAK

Izolacijom na selektivne podloge iz
deset uzoraka sjenickog sira, izdvojeno
je 53 izolata Cistih kultura. Postupkom
bojenja po Gramu i mikroskopskum pre-
gledom je utvrdeno da su sviizolati Gram
pozitivni i da je 21 izolat Stapicastog obli-
ka, a 32 izolata okruglastog oblika. Svi
izolati su pokazali negativhu katalaza
reakciju. Ispitivanjem sposobnosti rasta
okruglastih bakterija pri pH vrednosti od
9,6, 6,5% NaCl i prezivljavanje tretmana
od 60° C u toku 20 minuta, izdvojeno je
sedam izolata, koji podnose uslove rasta
enterokoka.

Identifikacijom izdvojenih izolata
primenom API CHL 50 | RAPID ID 32
Strep testa, utvrdeno je da dominantnu

mikrofloru Cini vrsta Lactococcus lac-
tis ssp. lactis (35,85%), Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei (18,86%),

Lactobacillus plantarum

(16,99%),

Lactococcus lactis ssp. lactis boiv.

dicetylactis
sp.(3,77%),

(7,55%), Leuconostoc
Lactobacillus curvatus

(1,89%), Lactobacillus brevis (1,89%) i
Enterococcus sp. (13,20%).
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AUTOCHTHONOUS MICROFLORA OF SJENICA CHEESE

Zorica T.. Radulovi¢, Dragoslava D. Radin, Dragojlo B. Obradovi¢
Faculty of Agriculture, Zemun

Summary

Autochthonous isolates of lactic acid bacteria and enterococci, from Sjenica cheese had Key words: Sjenica cheese * autochthonous mi-
been isolated and identified. From 10 samples of Sjenica cheese that were traditionally ~ croflora « lactic acid bacteria
produced without starter cultures, 53 thermophile, mesophile and citrate (+) isolates were

isolated using selective media (MRS agar, M17 agar, LDCagar i LDV agar). According to

Gram staining, cell morphology and catalase test, it was determined that all isolates were

pure culture of G (+) and catalase (-) bacteria, 21 bacilli and 35 cocci. For the purpose of

diferentiation enterococci and lactococci, growth of all cocci bacteria was examined on

6,5% NaCl, pH 9,6 and heat treatment 60°C 20 min. Out of 35 cocci isolates, 7 isolates

were able to grow at these conditions.

Identification by API CHL 50 test for lactobacilli and RAPID ID 32 Strep for cocci, showed

that isolates were Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus paracasei ssp. pa-

racasei, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis ssp. lactis boiv. dicetylactis,

Lactobacillus curvatus, Lactobacillus brevis, Leuconostoc sp. i Enterococcus sp.

Dominant lactococci strain was Lactococcus lactis ssp. lactis (35,85%) and for lactoba-

cilli Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (18,86%). Strains from genus Enterococ-

cus sp. had the rate of 13,20%.
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