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lako zastita biodiverziteta zivog sve-
ta danas predstavlja temu od posebnog
interesa, veoma malo paznje se pokla-
nja ouvanju mikroorganizama, pre sve-
ga bakterija mle¢ne kiseline poreklom
iz zanatski proizvedenih fermentisanih
proizvoda od mleka. Primena autohtonih
kultura bakterija mle¢ne kiseline u pro-
izvodnji tradicionalnih sireva sacuvace
biodiverzitet bakterijskih vrsta poveza-
nih sa ovim specificnim proizvodima.
Sa ovog aspekta, raznolikost i zna&ajni
kapacitet sojeva nestarterskih bakterija
mle¢ne kiseline u transformaciji supstra-
ta kroz specificne metabolicke puteve
naglasava znacaj ovih sojeva zbog toga
$to predstavljaju znacajne bioloske i ge-
netske izvore sa znacajnim uc¢eSéem u
razvoju jedinstvenih senzornih karakte-
ristika autohtonih sireva.

Klju€ne reéi: biodiverzitet « autohtoni sirevi «
atipi€ni sojevi bakterija mle¢ne kiseline

uvoD

Bakterije mle¢ne kiseline podrazu-
mevaju heterogenu grupu nesporogenih
Gram pozitivnih organizama sa osnov-
nom biolo§kom karakteristikom fermen-
tisanja Secera i posledicnom produkci-
jom mlec€ne kiseline. Njihova acidogena
sposobnost koja se ogleda u snizavanju
pH vrednosti sistema vodi ka ostvariva-
nju pozeljnih organolepti¢kih svojstava,
a usled generisanja nepovoljnih uslova
sredine spre€ava se rast patogena i time
osigurava postojani kvalitet i bezbednost
konaénog proizvoda. Stvaranje mle¢ne
kiseline na osnovu metabolic¢ke aktivno-
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sti bakterija ujedno deluje i kao selektiv-
ni faktor ¢ime se i ostvaruje dominacija
istih mikroorganizama. Industrijska pro-
izvodnja zahteva primenu definisanih
starter kultura sa pozeljnim tehnoloskim
karakteristikama. Mnogi od komercijalno
primenjivih starter sojeva su homofer-
mentativni i veéinom se selekcionisu i
razvijaju iz Lactococcus vrsta (Beresford
i sar., 2001). Starteri zapocinju proces
fermentacije gde kao rezultat stvaranja
mle¢ne kiseline dolazi do formiranja
gruSa. Usled proteoliticke aktivnosti,
produkcijom aromogenih komponenti,
uCestvuju i u procesu zrenja. Suprotno
ovome, tradicionalni sistemi fermentaci-
je se, u svojoj osnovi, oslanjuju na ak-
tivnost indogene flore bakterija mle¢ne
kiseline. Nestarterske bakterije mle¢ne
kiseline jeste termin koji se koristi kako
bi se opisala slu€ajno prisutna mikro-
flora sposobna za rast pod selektivhim
uslovima (tipicno 32-39% vode, 4-6%
soli u vodenoj fazi, pH 4,9-5,3i5-13°C),
ostvarenim tokom zrenja sira (Franklin i
Sharpe, 1963). Veoma je dobro doku-
mentovana Cinjenica da se nestarterske
bakterije mle¢ne kiseline u velikom broju
utvrduju pre svega u sirevima sa duzim
periodom zrenja (Peterson i Marshall,
1990; Litopoulou-Tzanetaki i Tzanetakis,
1992; Tzanetakis i Litopoulou-Tzanetaki,
1992), a gde na osnovu biohemijske ak-
tivnosti zna¢ajno u€estvuju u razvijanju
specificne arome i teksture (Vafopoulou-
Mastrojiannaki i Litopoulou-Tzanetaki,
1996, Vafopoulou-Mastrojiannaki i sar.,
1996). Napredovanjem procesa zrenja
Cheddar sira, dolazi do autolize starter
organizama, oslobadanja supstrata ra-
sta i enzima i, posledi¢no ovome, zapa-
za se povecanje populacije nestarterskih
bakterija mle¢ne kiseline do nivoa 107

CFU/g u periodu 6 do 8 sedmica nakon
proizvodnje (Johns i Cole, 1959; Naylor
i Sharpe, 1958). Zajednicom nestarter-
skih bakterija mle¢ne kiseline dominira-
ju mezofilni laktobacili, mada se mogu
utvrditi i enterokoke, pedikokoke i mikro-
koke (Bhowmilk i Marth, 1990; Dacre,
1990; Fryer i Sharpe, 1966). Rezultati
studije populacije nestarterskih bakterija
mlec¢ne kiseline 8 sedmica starog irskog
Cheddar sira ukazuju na sledeéi sastav:
55% Lactobacillus paracasei, 28% Lac-
tobacillus plantarum i 14% Lactobacillus
curvatus (Jordan i Cogan, 1993). lako
se nestarterske bakterije mle¢ne kise-
line mogu izolovati i iz sirovog mleka
pripremljenog za proizvodnju sira, vegi-
na se inaktivira procesom pasterizacije.
Njihovo prisustvo u siru se objasnjava
delom kao posledica kontaminacije po
sprovedenoj pasterizaciji, pri ¢emu kon-
taminacija vodi poreklo iz vazduha ili sa
opreme i pribora upotrebljenih u proi-
zvodnji sira (Reiter i Sharpe, 1971), ili se
pak radi o termorezistentnim sojevima
koji prezivljavaju pasterizaciju (Martley
i Crow, 1993). Uloga nestarterskih bak-
terija mle¢ne kiseline u procesu zrenja
sireva jo$ uvek nije u potpunosti razjas-
njena, mada primena pomo¢énih kultura
pojedinih sojeva nestarterskih bakterija
povecava nivo slobodnih aminokiselina,
peptida i slobodnih masnih kiselina s$to
za posledicu ima poja€anje intenziteta
ukusa i ubrzanje procesa zrenja sireva
(Corsetti i sar., 1998; Franklin i Sharpe,
1963; Lane i Fox, 1996; Lynch i sar.,
1996). Poredenjem proteolitickih i lipo-
litickih enzima starter mikroorganizama
i nestarterskih bakterija mle¢ne kiseline
zapaza se bolja adaptacija na uslove
ostvarene tokom zrenja sira enzimskog
sistema nestarterskih bakterija, pre sve-
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ga mezofilnih laktobacila (Gobbetti i sar.,
1999). Zajednica indogene mikroflore
koja se selekcionise iz autohtone mikro-
flore sirovog mleka u uslovima mikro-
sredine, okruzenja proizvodne sredine,
mikroklimatskim faktorima i specificnom
tehnologijom, mozZe se smatrati jednim
od glavnih faktora u odredivanju speci-
ficnosti sira. Studije o diverzitetu nestar-
terskih bakterija mle¢ne kiseline mogu
biti od pomo¢i u razlikovanju razli¢itih
vrsta sireva, u utvrdivanju efekta selekci-
onisanih tehnoloskih faktora na specifi¢-
ne razlike u sastavu mikrobne zajednice
sireva, u razvoju monitoring sistema za
proucavanje dinamike mikroflore u fer-
mentacijama uspostavljenim od strane
mesanih populacija, u proceni stvarnog
doprinosa vrsta i sojeva mikroorganiza-
ma tokom procesa zrenja sireva i, gene-
ralno, u dobijanju informacija o diverzi-
tetu autohtone populacije nestarterskih
bakterija tradicionalnih sireva. Sve ovo
bi omogucilo selekciju sojeva primenjivih
kao pomocne kulture u proizvodnji sire-
va od pasterizovanog mleka kako bi se
$to pribliznije reprodukovale senzorne
karakteristike sireva proizvedenih od si-
rovog mleka ili pak ubrzao proces zrenja
(De Angelis i sar., 2001). Drugim recima,
saznanje o sastavu prirodne, autohtone
mikroflore tradicionalnih sireva doprinelo
bi definisanju startera ¢ijom primenom bi
se omogucila standardizacija kvaliteta i
bezbednost proizvoda a bez menjanja
osnovnih karakteristika proizvoda koji
osiguravaju specifiénost (Ruiz-Barba i
sar., 1994). Ovim se naglasava potreba
utvrdivanja diverziteta nestarterskih bak-
terija mle¢ne kiseline na nivou sojeva i
zato je neophodna primena brzih i pouz-
danih metoda pogodnih za manipulisanje
velikim brojem izolata (Fitzsimons i sar.,
1999). Mada fenotipske metode pruzaju
dokaz o metaboli¢koj sposobnosti so-
jeva, kao nedostaci fenotipizacije isticu
se nereproducibilnost i nedostatak dis-
kriminatorne moci time $to nije moguce
odrediti pripadnost pojedinih izolata vrsti
ili rodu a na osnovu selekcije fenotipskih
markera Cija ekspresija nije stabilna pod
odredenim uslovima sredine i kultivisa-
nja. S druge strane, prednost genotipi-
zacije ukljuuje stabilnost genomske
DNK, ¢&iji je sastav nezavisan od uslova
kultivisanja i metode pripreme, te pod-
loZznost genetskih metoda automatizaciji
i statistiCkoj analizi podataka.

Sirevi sa geografskom oznakom
porekla

Specificnost sireva sa oznakom
porekla ili geografskom oznakom pore-
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kla ogleda se u tome $to isti sirevi gube
svoje specifi¢ne karakteristike ukoliko se
proizvode na drugim podrucjima. Poseb-
nost ovih sireva se definise u odnosu na
rasu i ishranu mleénih goveda, $to ujed-
no odreduje fizicka i hemijska svojstva
sirovog mleka, ali i na osnovu prakse tra-
dicionalne proizvodnje sireva. Mikrobio-
loski aspekt je takode veoma znacajan
buduci da se sirevi sa oznakom porekla
oslanjaju na tradicionalnu tehnologiju
proizvodnje pri ¢emu se koristi sirovo
mleko koje sadrzi slu¢ajno prisutnu, au-
tohtonu mikrofloru. Upravo ova populaci-
ja nestarterskih bakterija mle¢ne kiseli-
ne je odgovorna za diverzitet senzornog
profila sireva sa oznakom porekla i time
predstavlja predmet istrazivanja mno-
gih autora (Fox i sar., 1996; Lynch i sar.,
1997, Steele i Unlu, 1992).

Sirevi sa geografskom oznakom po-
rekla se, s obzirom na regionalno poreklo
i veoma razli¢ite tradicionalne tehnologi-
je, u svrhu karakterizacije, mogu smatra-
ti zasebnim ekoloskim entitetom (Lopes
i sar, 1999). Pored toga, mobilizacija
genetskog materijala, usled transfera
plazmida ili hromosomalnih gena medu
srodnim vrstama (Matic i sar., 1996) ili
izmedu filogenetski udaljenih grupa
(Amabile-Cuevas i Chicurel, 1992) cini
bazu za stvaranje novih rekombinanata
koji prezivljavaju i opstaju u zajednici
ukoliko su uslovi sredine takvi da favo-
rizuju njihovu selekciju. U specifiénom
slu¢aju mikroorganizama koji predstav-
liaju populaciju tradicionalnih fermen-
tisanih proizvoda, a koji su vezani za
specificno geografsko podrucje, postoji
i geografski efekt usled toga $to razlicite
genetske predispozicije sojeva uslovlja-
va da samo pojedini sojevi kolonizuju
dati supstrat. Ove razli¢itosti se dalje
povecavaju time $to tradicionalnu teh-
nologiju prate razli¢iti neletalni stresovi
usled odabira posebnih supstrata (sirovo
mleko specificno po svom fizicko-hemij-
skom sastavu) i/ili predstavljanja karak-
teristi¢nih proizvodnih tehnologija. Na
ovaj nacin ¢lanovi autohtone mikroflore
tradicionalnih proizvoda bivaju izloZeni
lokalnoj genetskoj i fenotipskoj diferen-
cijaciji, kreirajuci time lokalno specifi¢nu
mikrobnu zajednicu. Time metabolicki
profili izolata objedinjuju ne samo fakto-
re sredine vec i karakteristike genoma,
a Clanovi takve lokalne zajednice imaju
fenotipski profil karakteristican za geo-
grafsko podru¢je sa koga su izolovani.
Vredna zapazanja jeste i €injenica da su
mikrobne zajednice povezane sa datim
ekoloskim entitetom (specificnim tradi-
cionalnim proizvodom) sposobne za is-
poljavanje komplementarnih aktivnosti.

Time odredena metaboli¢ka aktivnost
moze biti implementirana od strane ra-
zligitih vrsta, $to omogucava da profili
metaboli¢kih aktivnosti ¢lanova mikrob-
ne zajednice daju bolji opis ekosistema
nego profil distribucije vrsta. Lachance i
Starmer (1982) fizioloske karakteristike
izolata ne primenjuju iskljugivo u cilju
taksonomije. Naime, autori su utvrdili da
su fizioloski profili zajednica kvasaca po-
vezanih sa pojedinim drve¢em znacajni
deskriptori tih ekosisistema. Ellis i sar.
(1995) su proucavali metabolicke profile
mikrobnih zajednica povezanih sa biljka-
ma i to u svrhu procene promena u datim
zajednicama u sluc¢aju da genetski mo-
difikovani mikroorganizmi budu uvedeni
u sistem.

Postoje i studije o mikrobnoj tipiza-
ciji tradicionalnih proizvoda sa razli¢itim
geografskim poreklom (Corroler i sar.,
1998; Desmasures i sar., 1998). U radu
Corroler i sar. (1998) sprovedena su is-
pitivanja u cilju utvrdivanja diverziteta
sojeva laktokoka izolovanih iz mleka na-
menjenog za proizvodnju Cammembert
sira sa oznakom porekla, i to na osnovu
fenotipskih i genotipskih kriterijuma, a
sa namerom da se potvrdi potencijalna
korelacija Lactococcus sojeva sa nji-
hovim geografskim poreklom. Mada se
genetski profili referentnih sojeva lakto-
koka razlikuju od profila onih sojeva lak-
tokoka koji su izolovani iz sirovog mleka
poreklom sa specificnog geografskog
podrucja, a specificnost i stalno prisu-
stvo tipi¢nih, tzv. “wild-type” laktokoka u
istim uzorcima potvrduje znacaj prime-
ne oznake, odnosno geografske oznake
porekla proizvoda, Corroler i sar. (1998)
smatraju da je tipicnost sojeva laktokoka
pre povezana sa farmom nego sa spe-
cificno$éu geografskog podrucja. Kao
opsti zaklju€ak isti autori isti¢u da su po-
trebna daljna ispitivanja kako bi se pro-
cenilo da li se takvi tipi¢ni sojevi laktoko-
ka mogu izolovati i sa drugih podrugja,
ili su pak specifiéni za dato geografsko
podrugje, ¢ime bi se i potvrdila hipoteza
da Sto su sojevi vise geografski specific-
ni, to je viSe tipi¢an proizvod proizveden
na odredenom geografskom podrugju uz
primenu tradicionalne tehnologije.

ZAKLJUCAK

Metaboli¢ki fenotipi za grupu izola-
ta, pored svrhe opisivanja porekla i tipa
fermentisane namirnice, mogu pruziti i
dodatnu moguc¢nost odredivanja sastoja-
ka sa organolepti¢kom vredno$cu, ¢ime
se potvrduje i nutritivna vrednost takvih
proizvoda. Isto tako, mikrobna tipizaci-
ja tradicionalnih proizvoda na osnovu



Preh. ind. 1-2, (2007)

SNEZANA BULAJIC et al.: PRIRODNA MIKROFLORA...

predstavljanja specificnih metaboli¢kih
profila populacije mikroorganizama ti-
pi€ne za dati proizvod, daje i mogucnost
kontrole kako bi se uverili da karakteri-
stike proizvoda nisu izgubljene uvode-
njem novih tehnologija, odnosno da se
verifikuje, a ujedno i pruzi garancija da
proizvod stvarno poti€e sa odredenog
geografskog podrug¢ja.

Prakti¢na primena ove metodologi-
je bi, uz primenu komercijalnih sistema
identifikacije, omogucila primenu feno-
tipskih karakteristika u svrhu izdavanja
certifikata proizvodima sa oznakom
porekla, bez potrebe za sofisticiranom
opremom i neophodnim treningom teh-
ni¢kog osoblja. Analiza metaboli¢kih pro-
fila bi se, uz periodi¢nu ocenu od strane
osoba obucenih za senzorno ocenjiva-
nje, mogla koristiti i kao dokaz da se or-
ganolepti¢ke karakteristike, svojstvene
za tradicionalni proizvod sa odredenog
podrucja, odrzavaju kroz vreme.
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SUMMARY

NATURAL MICROFLORA OF TRADITIONAL CHEESES

Snezana B. Bulaji¢, Zora M. Mijacevi¢
Faculty of Veterinary Medicine, Belgrade

Although protection of the world’s biodiversity is currently a topic of particular concern, Key words: biodiversity « autochthonous chee-
little attention has been given to the preservation of microorganisms, particulary lactic acid ses - atypical strains of lactic acid bacteria
bacteria from artisanal and how this is related to the survival of traditional, autochthonous

products. The use of autochthonous cultures of lactic acid bacteria in the elaboration of

artisanal cheeses would preserve the biodiversity of bacterial genera and species asso-

ciated with specific products. From this point of view, the great versatility and significant

capacity of typical, wild strains of lactic acid bacteria to transform substrates through parti-

cular metabolic pathways emphasize the importance of these strains as they are important

biological and genetic resources which had the great contribution in development of unique

sensory characteristics of these products.
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