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BAKTERIE MLECNE KISELINE IZOLOVANE 1Z SJENICKOG SIRA
Zorica Radulovi¢, Aleksandra Martinovié, Dragoslava Radin, D. Obradovié’

Sadrzaj: U radu su izolovani i karakterisani sojevi bakterija mlecne kiseline
izdvojeni iz sjeni¢kog sira, proizvedenog autohtonom tehnologijom, bez dodavanja
starter kultura.

Iz 5 uzoraka sjeni¢kog sira izvrSena je izolacija 40 termofilnih, mezofilnih 1
citrat” sojeva BMK na odgovarajucim selektivnim podlogama (MRS agar, LM17 agar
i LDC agar). Ovi sojevi su dalje podvrgnuti ispitivanju na Gram reakciju i katalaza test,
posle &ega je izabrano 13 sojeva za dalja ispitivanja. Na osnovu nacina fermentacije
laktoze i acidogene sposonosti pracene u 1% rekonstituisanom obranom mleku,
selekcionisano je samo 6 sojeva. Determinacijom ovih sojeva pomoéu API CHL 50 i
Rapid ID 32 Strep testa, pokazalo se da 2 soja pripadaju vrsti Lactococcus lactis ssp.
lactis, 2 soja Lactococcus lactis ssp. cremoris 1 2 soja vrsti Lactobacillus
para.paracasei.

Kljucne reci: bakterije mle¢ne kiseline, acidogena sposobnost, sjenicki sir.
Uvod

Pored razvijene industrijske proizvodnje, u nasoj zemlji je jo§ uvek znacajno
zastupljena autohtona proizvodnja sireva. Najveéi deo brdsko-planinskog podrucja
karakteri§e se razvijenom stofarskom proizvodnjom na individualnim gazdinstvima.
Posto je u stocarskoj proizvodnji dominantan uzgoj goveda i ovaca, kao sirovina
najvise se koriste kravlje i ov¢ije mleko.

Prerada i potro$nja mleka najve¢im delom se odvija u domacinstvima, a samo
manji deo se iznosi na seosku pijacu. Visoka potro$nja mleka i mlecnih proizvoda u
samim domadinstvima i neorganizovanost otkupa putem trgovacke i kooperativne
mreZe, kao i uslovi prerade mleka, koja se vr§i na planinama, Cesto nedovoljno
pristupa¢nim, uzrokuju zatvorenost proizvodnje.

Sistematski prikaz i ocenu znatnog broja autohtonih mle¢nih proizvoda
stare Jugoslavije” dao je Zdanovski (1947). Ovaj autor i saradnici su u brojnim
radovima (1967, 1972) izudavali tehnologije proizvodnje najvaznijih domacih
mle¢nih proizvoda.
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Znatajan doprinos u izu¢avanju proizvodnje autohtonih mle¢nih
proizvoda dali su Dozet i sar. ( 1971, 1985, 1991), kao i paralelu sa sli¢nim
tehnologijama u Bosni i Hercegovini i Crnoj Gori (1996).

Proucavanjem tehnoloskog postupka proizvodnje autohtonih proizvoda bavio
se veci broj autora, a izuCavanju mikrobiologije ovih proizvoda posveéeno je dosta
paznje u radovima Vukasinovié¢a i sar. (1995) i Dimitrijevié¢a i sar. (1998).

U ovom radu su istraZivanja ograni¢ena na Sjenicko-PeStersku visoravan, kao
zelenu oazu specificnih geografskih karakteristika, nadmorske visine, klimatskih i
mikroklimatskih uslova. Specifiénost regiona, kao industrijski nerazvijene i
nezagadene oblasti, mikroflora trave, mikroflora mleka, a kasnije i mikroflora sireva,
uticu na kvalitet 1 specifiCnost proizvoda. PoSto se sjenicki sir odlikuje
karakteristitcnom 1 prepoznatljivom punofom, ukusom, mirisom, aromom, ovaj
proizvod je traZen i cenjen 1 van regiona proizvodnje.

Cilj ovog rada je da ispita koja je to dominantna mikroflora bakterija mlecne
kiseline koja usmerava proces fermentacije i zrenje sireva, da se izoluju &iste kulture,
ispitaju neke njihove karakteristike kao preliminami parametri u nalaZenju moguénosti
njihove Sire primene u proizvodnji sireva.

Materijal i metod rada

Za izolaciju sojeva je upotrebljeno 5 uzoraka sjeni¢kog sira, koji su imali
prijatan ukus i miris, dobru konzistenciju i aromu. Uzorci su homogenizovani u
Stomacher 400 lab bleder aparatu (Seward, Engleska), a zatim je izvrSena izolacija
metodom razredenja zasejavanjem na selektivne podloge na odredenim temperaturama.
Iz svakog uzorka pikirano je maksimalno 20 kolonija, kako bi se smanjio rizik od
izdvajanja istih sojeva. Potom je metodom iscrpljenja izvrSeno trostruko pre¢iscavanje
izolovanih sojeva. Tom prilikom ispitivalo se prisustvo termofilnih i mezofilnih
Stapicastih oblika BMK, pa je upotrebljen MRS agar i temperature inkubacije 43° i
37°C u anaerobnim uslovima u Gas-pak (BBL) sistemu u toku 3 dana. Prisustvo
termofilnih i mezofilnih okruglastih oblika BMK je praéeno na LM 17 agaru i
temperaturama inkubacije 43° i 25°C u aerobnim uslovima u toku 3 dana, a prisustvo
citrat” sojeva na LDC agaru na 25°C, u toku 3 dana inkubacije.

Izolovani sojevi kao Ciste kulture su dalje podvrgnuti determinaciji pomoéu
klasiénih mikrobioloskih metoda, Gram reakcijom, mikroskopskim pregledom i
katalaza testom.

Za selekceionisane sojeve je potom utvrdeno da li fermentaciju Secera obavljaju
homo ili heterofermentativnim putem. Za ovu determinaciju je izvrSeno zasejavanje u
odgovarajuci bujon sa Durham cev¢icom i posle inkubacije na optimalnoj temperaturi,
utvrdeno prisustvo ili odsustvo gasa u cevéici.

Halotolerantnost izdvojenih sojeva je ispitana zasejavanjem i inkubacijom u
odgovaraju¢im bujonima sa 2%, 4% i 6,5% soli.

Acidogena sposobnost ispitivanih sojeva je pracena u 1% rekonstituisanom
obranom mleku, promenom pH vrednosti u toku 8 sati i to merenjem na svaka dva
sata, a zatim nakon 24 sata. Sojevi koji su ispunili zahteve prethodnih testova, su
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selekcionisani i determinisani API sistemom 1i to $tapicasti oblici na API CHL 50 testu
( bio Merieux), a okruglasti oblici na RAPID ID 32 Strep sistemu (bio Merieux ). Za
ocitavanje rezultata ovih testova kori$cen je program API Lab plus softver.

Rezultati i diskusija

Izolacija je izvriena iz pet uzoraka sjenickog sira i koriS¢enjem pet kriterijuma,
izdvojeno je 40 izolata. Posle slede¢ih koraka u determinaciji, a to su Gram reakcija,
mikroskopski pregled i katalaza test, selekcionisano je 13 sojeva i to 5 okruglastih
formi na LM 17 agaru, 5 §tapicastih formi na MRS agaru i 3 okruglaste forme na LDC
agaru. Od 5 okruglastih oblika, 4 su bili mezofilni sojevi i 1 termofilni soj, a od 5
Stapicastih, 3 je pripadalo mezofilnim, a 2 termofilnim sojevima.

Rezultati su pokazali prili¢no ujednacen broj okruglastih i Stapicastih oblika,
pri ¢emu je mezofilna mikroflora znatno zastupljenija od termofilne, §to je i razumljivo
s obzirom da u tehnologiji proizvodnje sjeni¢kog sira nije zastupljena visoka
temperatura dogrevanja sa jedne strane, a s druge, klima Sjeni¢ko-PeSterske visoravni
je umerena i ne odlikuje se visokim temperaturama. Samim tim i dominantna
mezofilna mikroflora je bila i o&ekivana. Takode, poznato je da dominantnu mikrofloru
u toku zrenja sireva ¢ine mezofilni sojevi laktobacila i laktokoka Macedo i sar., (1995).

Posle testiranja da li sojevi pripadaju homo ili heterofermentativnim vrstama,
utvrdeno je da jedan soj vrsi fermentaciju $eera heterofermentativnim putem, 2 soja
pokazuju vrlo malo prisustvo gasa, dok su ostali bili homofermentativni.

Ispitivanje acidogene sposobnosti je pokazalo razliCite rezultate. Pri tome su se
izdvojila 2 soja okruglastog oblika, 2 soja §tapicastog oblika i to obe forme mezofilne
mikroflore, kao veoma aktivni u produkciji mle¢ne kiseline. Slicnu aktivnost su
pokazala i 2 soja okruglastog oblika izdvojeni kao citrat+ sojevi. Navedenih 6 sojeva je
nakon 24 sata inkubacije u 1% rekonstituisanom obranom mleku stvorilo grus i pri tom
postiglo pH vrednosti u rasponu 4,3 — 4,8.
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Slika 1. Acidogena sposobnost ispitivanih laktobacila
Fig. 1. Acidogenic ability of examined lactobacilli
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Slika 2. Acidogena sposobnost ispitivanih laktokoka
Fig. 2. Acidogenic activity of examined lactococci

Ostali sojevi su pokazali slabu acidogenu mo¢ i sporo snizavanje pH
vrednosti, tako da se ona nakon 24 sata kretala najniZe do 5,2.

Posto su sposobnost acidifikacije i1 brza produkcija mle¢ne kiseline poZeljni
parametri kod vecéine sojeva bakterija mle¢ne kiseline i mogu imati razli¢itu namenu u
proizvodnji fermentisanih mle¢nih proizvoda, Salminen S., (1998.), ova svojstva su
uzeta kao veoma vazan kriterijum u daljoj selekciji sojeva.

Dalja ispitivanja su vrSena sa odabranih 6 sojeva i u tom smislu je ispitana
njihova sposobnost da obavljaju svoje Zivotne funkcije u prisustvu 2%, 4% i 6,5% soli.
S obzirom da se sjenicki sir odlikuje prisustvom relativno velikog % soli, otpornost
sojeva na veci % soli bi trebalo da bude jedna od njihovih karakteristika.

Rezultati ispitivanja su to i potvrdili, i pokazalo se da ispitivani sojevi imaju
pun rast u bujonskoj kulturi sa 2%, 4% 1 6,5% soli nakon 24 sata inkubacije na
optimalnim temperaturama. Generalno, za bakterije mle¢ne kiseline se ne moZe reéi da
Je rast u prisustvu velikog % soli njihova odlika, Schillinger (1987.), ali je poznato, §to
Jje potvrdeno ovim ispitivanjima, da postoje sojevi koji nesmetano rastu i u prisustvu
veceg % soli, El-Gendy isar., (1983).

Ispitivanja su nastavljena determinacijom na API sistemu, gde je na osnovu
biohemijskih reakcija i fizioloskih osobina sojeva utvrdena vrsta kojoj soj pripada.
Rapid ID 32 Strep testom su ispitana 4 soja okruglastog oblika, a API 50 CHL testom 2
soja Stapicastog oblika. Rezultati dobijeni Api Lab softverom su pokazali da izabrani
sojevi pripadaju vrstama Lactococcus lactis ssp. lactis (2 soja), Lactococcus lactis ssp.
cremoris (2 soja), a od Stapicastih oblika je utvrdeno da oba soja pripadaju vrsti
Lactobacillus para.paracasei.
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Zakljuéak

Izolacijom na selektivne podloge iz 5 uzoraka sjenickog sira, izdvojeno je 40
izolata Gistih kultura. Na osnovu bojenja po Gramu, mikroskopskog pregleda i katalaza
testa, izabrano je 13 sojeva za dalju determinaciju.

Od tog broja 5 sojeva je bilo Stapicastog oblika (1 termofilni i 4 mezofilna), 5
okruglastog oblika ( 2 termofilna i 3 mezofilna) i 3 soja koji su bili citrat pozitivni.

Svi ispitivani sojevi su pokazali dobru aktivnost na 2%, 4% 1 6,5% NaCl.

Ispitivanjem acidogene sposobnosti je utvrdeno da 6 sojeva postize
zadovoljavajuce pH vrednosti u toku 24 sata, i utvrdene su vrednosti od 4,3 do 4,8.

Determinacijom svih 6 sojeva primenom API CHL 50 i RAPID ID 32 Strep
testa, utvrdeno je da 2 soja pripadaju vrsti Lactococcus lactis ssp. lactis, 2 soja
Lactococcus lactis ssp. cremoris 12 soja Lactobacillus para.paracasei.

Ovakva istrazivanja pokazuju da medu autohtonim sojevima BMK, izolovanim
iz sjenickog sira, postoje i oni koji bi mogli naci Siru primenu u proizvodnji sireva.

LACTIC ACID BACTERIA STRAINS ISOLATED FROM SJENICA CHEESE
Zorica Radulovié, Aleksandra Martinovié, Dragoslava Radin, D. Obradovié
Summary

Lactic acid bacteria strains isolated from autochthonous cheeses of Sjenica
were investigated. In those products, where starters were not added, fermentation
occured as a result of natural flora present in the surrounding environment.

Forty thermophilic, mesophilic and citrat+ LAB strains were isolated by
selective mediums (MRS agar, LM17 agar and LDC agar) from 5 samples of Sjenica-
cheeses. They were exposed to further analysis and identification. After examination
by Gram test and catalase test, 13 strains of LAB, were selected for further analysis.

On the basis of lactose fermentation way and acid production in 1%
reconstituted skimed milk, 6 strains were selected. Determination of these strains by
API 50 CHL and Rapid ID 32 Strep tests showed that 2 strains belonged to the
Lactococcus lactis ssp. lactis, 2 strains to the Lactococcus lactis ssp. cremoris and 2
strains to the Lactobacillus para.paracasei.

Kljuéne reci: lactic acid bacteria, acidogenuos ability, Sjenica cheese.
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