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Uvod

Paralelno sa industrijalizacijom i standardi-
zacijom savremene proizvodnje, proizvodnja sire-
va bazirana na tradicionalim principima predstav-
lja značajno obeležje jednog naroda, država i regija. 
Tradicionalni način prerade mleka u sir još uvek je 
značajno zastupljen u našoj zemlji, kako kod indivi-
dualnih proizvođača, tako i u poluindustrijskim po-
gonima. Ovakav način proizvodnje ima za posle-
dicu širok spektar različitih vrsta sireva na tržištu, 
kao i sireva sa neujednačenim kvalitetom. Vrlo če-
sto se nazivaju „majstorski“ sirevi, jer su proizvede-
ni po tradicionalnim tehnologijama koje se prenose 
sa generacije na generaciju, bez upotrebe komerci-
jalnih starter kultura. Primenom starter kultura, koje 
su uobičajene u industrijskoj proizvodnji, postigla bi 
se uniformnost sireva i standardizacija kvaliteta, ali 
bi se značajno promenila njihova senzorska svojstva 
koja ih sada čine prepoznatljivim na tržištu.

Zlatarski sir je jedan od najznačajnijih predstav-
nika domaćih autohtonih belih sireva u salamuri. Pro-
izvodi se od nekuvanog punomasnog kravljeg mle-
ka u okolini Nove Varoši, u podnožju i na obroncima 

planine Zlatar (Vesković Moračanin i dr., 2012a; Ve-
sković Moračanin i dr., 2012b). Autentičnost sireva 
zlatarskog podneblja, u odnosu na ostale sireve istog 
tipa, ali drugih regija, bazirana je na osobenosti au-
tohtone mikrofl ore, prvenstveno bakterija mlečne ki-
seline (BMK), koje su nosioci mlečne fermentacije 
i procesa zrenja sireva. Pored osobenosti, važan ele-
ment je i njihova raznolikost koja se ogleda u za-
stupljenosti velikog broja različitih vrsta BMK, ali 
i sojeva u okviru jedne vrste, koji, kao rezultat svo-
je metaboličke aktivnosti, dovode do nastanka goto-
vog proizvoda specifi čnog ukusa (Vesković Morača-
nin i dr., 2013; Topisirović i dr., 2007). Dominantnost 
određene vrste BMK direktno zavisi od vrste mle-
ka, porekla životinje, načina ishrane, vrste i kvalite-
ta pašnjaka, nadmorske visine i dr. (Topisirovic i dr., 
2006). Zbog svega toga, autohtone BMK predstav-
ljaju značajan potencijal u oblasti selekcije tehnološ-
ki i protektivno značajnih vrsta ili sojeva koji, pri-
menjeni u domaćoj proizvodnji, mogu dovesti do 
nastanka zdravstveno bezbednog i proizvoda ujedna-
čenog, standardizovanog kvaliteta (Vesković Mora-
čanin i Obradović, 2010, Radulović i dr., 2008; Mi-
jačević i Bulajić, 2007; Barros i dr., 2008). Takođe, 
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njihova fi ziološka, biohemijska, potencijalna protek-
tivna svojstva i molekularno-genetske osobine daju 
osnovu za selekciju i odabir specifi čnih sojeva BMK 
karakterističnih za određene regione. Proizvodnja 
sopstvenih (domaćih) starter kultura, sastavljenih od 
dobro izučenih prirodnih izolata BMK, je osnova za 
dobijanje proizvoda sa deklaracijom specifi čnog geo-
grafskog porekla (Ostojić i Topisirović, 2006).

Cilj ovoga rada bio je da se ispita i defi niše do-
minantna mikrofl ora BMK koja je nosilac procesa 
fermentacije i zrenja Zlatarskog sira; da se izoluju 
čiste kulture BMK; da se utvrde njihove najvažni-
je morfološke i biohemijske karakteristike i poten-
cijalna bakteriocinska svojstva kao deo preliminar-
nih parametara u ispitivanju mogućnosti njihove šire 
primene u proizvodnji Zlatarskog sira.

Materijal i metode

Sojevi BMK su izolovani iz četiri uzorka Zla-
tarskog sira koji su imali poželjna senzorska svoj-
stva karakteristična za ovu vrstu sira (prijatan ukus 
i miris, dobra konzistencija i karakteristična aroma). 
Osnovna senzorska svojstva sira (spoljašnji izgled, 
boja, izgled preseka, konzistencija, miris i ukus), 
bila su visoko ocenjena, sa rasponom ocena od 4,2 
do 4,8. Pripadali su I kategoriji sireva sa ocenom 
„odličan“ i sa % maksimalnog kvaliteta iznad 90.

Izolacija BMK

Nakon uzorkovanja sira (20 g iz unutrašnjo-
sti kriške sira), test uzorak za ispitivanje homoge-
nizovan je sa 180 mL sterilnog 2% natrijum-citra-
ta. Decimalna razblaženja (10–1 do 10–7) pripremana 
su sa sterilnim fi ziološkim rastvorom (0,85% NaCl). 
Po 1 mL svakog decimalnog razblaženja zasejavano 
je na selektivne podloge i inkubirano na određenim 
temperaturama karakterističnim za ispitane bakteri-
je mlečne kiseline.

Laktobacili su izolovani metodom razblaže-
nja zasejavanjem na MRS agara (Merck, Nemačka), 
u mikroaerofi lnim uslovima (Anaerocult C mini, 
Merck, Nemačka) i inkubiranjem tokom 72h i 48h 
na temperaturama od 30ºC i 37ºC, respektivno. Na-
kon toga, „pikirane“ su različite kolonije izrasle na 
MRS agaru i trostruko prečišćavane (nazmenično 
ploča – bujon) u cilju dobijanja čistih kultura.

Određivanje okruglastih oblika bakterija mlečne 
kiseline, tj. laktokoka i enterokoka, vršeno je na M17 
agaru (Merck, Nemačka) kome je dodato 0.5% glu-
koze (GM17 agar). Zasejane ploče inkubirane su na 
30ºC tokom 48h. Trostruko prečišćavanje izolovanih 
sojeva vršeno je na isti način kao kod laktobacila.

Dobijeni izolati BMK čuvani su u odgovaraju-
ćim medijumima sa 15% glicerola (w/v), na tempe-
raturi od –80ºC. Pre upotrebe, svaki izolat BMK dva 
puta je supkultivisan u 10 mL odgovarajućeg bujona 
(MRS ili GM17 sa 1% inokuluma, 24h na 30ºC, od-
nosno na 37ºC).

Određivanje osnovnih morfoloških i fi zioloških 
svojstava izolata BMK

Karakterizacija izolata BMK, bazirana na nji-
hovim morfološkim i fi ziološkim svojstvima, vrše-
na je u skladu sa postupcima i analitičkim koraci-
ma koje je postavio Sharpe još 1979 (Sharpe, 1979). 
Naime, izolovane čiste kulture BMK determinisane 
su pomoću klasičnih mikrobioloških metoda, koje 
su obuhvatile ispitivanje Gram pripadnosti, ispitiva-
nje ćelijske morfologije, određivanje katalaza i ok-
sidaza reakcije. Sledeća analitička faza bila je pri-
mena biohemijskih kitova, API CHL 50 i Rapid ID 
32 Strep test (Bio-Mérieux, Francuska), u cilju pre-
liminarne identifi kacije, prvenstveno vrsta BMK. Za 
očitavanje rezultata ovih testova u radu je korišćen 
softverski paket API Web.

Pripadnost metaboličkoj grupi (homo- ili he-
terofermentativni put razlaganja šećera) određivana 
je tako što je u epruvetu sa odgovarajućom tečnom 
podlogom koja sadrži šećer (glukoza), kojoj je do-
data Durhamova cevčica, zasejavano po 0,1 mL is-
pitivane kulture BMK i, nakon inkubacije (24h, na 
37°C tj. na 30ºC), utvrđivano je prisustvo ili odsu-
stvo gasa u cevčici.

Odnos izolata BMK prema soli (halotoleran-
tnost) ispitana je zasejavanjem i inkubacijom u od-
govarajućim hranljivim bujonima sa 2%, 3%, 4,5% 
i 6,5% NaCl. Na isti način određen je rast izolata 
BMK pri različitim temperaturama sredine (4º, 10º, 
15º, 37º i 45°C) i različitim vrednostima pH mediju-
ma (4,5 i 6,5). Navedena ispitivanja ponovljena su 
tri puta.

Osobina produkcije egzopolisaharida izola-
ta BMK određena je ispitivanjem prisustva sluzi 
po površini zasejanog bujona, nakon inkubacije od 
24–48h, na odgovarajućim temperaturama.

Utvrđivanje potencijalne bakteriocinske 
aktivnosti izolata BMK

Utvrđivanje potencijalne bakteriocinske aktiv-
nosti izolata BMK vršeno je metodom agar-difuzi-
je („agar well-diffusion“ metod), (Schillinger i Lüc-
ke, 1989).

Ispitani izolati BMK su preko noćni inkubira-
ni u MRS bujonu na 37ºC, odnosno u GM17 bujo-
nu na 30ºC. Nakon toga, po 1 mL bujonske kulture 
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prenošen je u mikrokivetu od 2 mL (Sarstedt, Ne-
mačka) i centrifugirano tokom 10 minuta na 10000 
obrtaja/min (centrifuga – Genofuge 16M, Techne, 
USA). Zatim je po 100 μL supernatanta prebaciva-
no u dve mikrokivete; prvoj mikrokiveti je dodavano 
50 μL 0,1 M KOH radi neutralisanja nastalih kiselih 
metabolita, a drugoj 10 μL proteinaze K (AppliChem 
– 600 m Ansou U/mL). Supernatant sa proteolitičkim 
enzimom termostatiran je 1 h na 37ºC.

Istovremeno, pripremljene su i ploče sa test-
-mikroorganizmom (Listeria monocytogenes ATCC 
19111). U BHI agar ((HiMedia, Indija) sa nižim sa-
držajem agara (10 g/L), inokulisana je 18-časovna 
kultura L. monocytogenes (0,1 mL kulture koncen-
tracije 107–108 ćelija/mL dodavano je na 100 mL 
osnovne podloge). Metalnim diskom, posle hlađenja 
podloge, pravljena su udubljenja u agaru zapremine, 
približno, 100 μL. Nakon toga, količina od 100 μL 
ispitivane kulture BMK je prebacivana u bunarčiće 
u agaru i posle osnovne difuzije (30 min. na 4ºC) 
ploče su termostatirane preko noći na 30ºC.

Pored antilisterijske aktivnosti, ispitana je i 
potencijalna antimikrobna aktivnost izolata BMK 
u odnosu na Staphylococcus aureus ATCC 6538 i 
Esherichia coli ATCC 11303.

Rezultat i diskusija

Na bazi preliminarnih analitičkih koraka 
(Gram-pripadnost, mikroskopski pregled u cilju 
utvrđivanja ćelijske morfologije, katalaza i oksida-
za reakcija) odabrano je 96, potencijalno, različi-
tih izolata BMK. Rezultati ispitivanja su pokazali 

dominantno prisustvo okruglih/okruglastih oblika 
(83), dok je 13 izolata imalo štapićastu formu. Da-
lja determinacija izolata BMK je nastavljena pomo-
ću biohemijskih kitova, API CHL 50 i Rapid ID 32 
Strep, gde je, na osnovu biohemijskih reakcija i fi zi-
oloških osobina, utvrđena pripadnost rodu i, poten-
cijalno, vrsti BMK (tabela 1).

Rezultati dobijeni upotrebom softverskog pa-
keta API Web pokazali su da odabrani izolati (46) 
pripadaju rodu Lactococcus (41 pripada izolat Lac-
tococcus lactis ssp. lactis, 3 izolata pripadaju Lacto-
coccus garviae i 2 izolata Lactococcus spp.). Rodu 
Enterococcus pripada 34 izolata (svi izolati su de-
terminisani kao Enterococcus faecalis), dok je u rod 
Lactobacillus svrstano 13 izolata (11 izolata Lacto-
bacillus plantarum i 2 izolata Lactobacillus sakei/
Lactobacillus curvatus). Kao Leuconostoc mesente-
roides ssp. mesenteroides identifi kovano je 3 izolata.

BMK predstavljaju heterogenu grupu Gram-
-pozitivnih, katalaza i oksidaza-negativnih mikroor-
ganizama. Zahvaljujući svojim metaboličkim svoj-
stvima (stvaraju mlečnu kiselinu iz glukoze) nosioci 
su mlečnokiselinske fermentacije, procesa zrenja, 
razvoja konačnog ukusa i nutritivnih karakteristika 
fermentisanog proizvoda i imaju direktan uticaj na 
održivost gotovog proizvoda (Beresford i dr., 2001; 
Leroy i De Vuyst, 2004). Nastala mlečna kiselina uti-
če na nekoliko značajnih elemenata u procesu pro-
izvodnje sireva, kao što je aktivnost koagulanata, 
kvalitet gruša, reološka svojstva sireva, vlažnost i dr. 
(Cogan i dr., 1997).

Mikrofl ora sira može se podeliti u dve grupe: 
starterni BMK i sekundarni mikroorganizmi ili ne-
starterni BMK (NSBMK) (Beresford i dr., 2001). 

Tabela 1.  Preliminarna identifi kacija BMK izolata na bazi fi zioloških osobina i Api testa
Table 1.  Preliminary identifi cation of LAB isolates based on physiological properties and Api test

BMK – Rod/
LAB – Genus

Broj izolata/
Number off isolated

BMK – Vrste/
LAB – Species 

Broj izolata/
Number off isolates

Lactococcus spp. 46 Lactococcus lactis ssp. 
lactis
Lactococcus garviae
Lactococcus spp.

41
3
2

Enterococcus spp. 34 Enterococcus faecalis  34

Lactobacillus spp. 13 Lactobacillus plantarum
Lactobacillus sakei/
Lactobacillus curvatus

11
 2

Leuconostoc spp. 3 Leuconostoc 
mesenteroides ssp. 
mesenteroides

 3

Ukupan broj izolata BMK/total number of LAB isolates  96
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NSBMK je termin koji se koristi da bi se opisala 
sporedna bakterijska fl ora sposobna da raste pod se-
lektivnim uslovima zrenja sira. Ove bakterije mogu 
biti rezultat sastava mleka, ili posledica postpasteri-
zacijske kontaminacija iz sirarske opreme ili okolne 
sredine (McSweeney i dr., 1993). Nalaze se, uglav-
nom, u tradicionalnim sirevima koji su proizvedeni 
u specifi čnim ekološkim nišama. Ispitivanja su po-
kazala da su NSBMK od suštinskog značaja za ra-
zvoj ukusa, mirisa i ostalih organoleptičkih svoj-
stava tradicionalnih sireva. Veruje se da su razlike 
u senzorskim svojstvima sireva uslovljene prisu-
stvom različitih vrsta NSBMK koje su karakteristič-
ne za svaki region gde se sir proizvodi (McSweeney 
i dr., 1993). Zbog svega toga, danas je povećan in-
teres za razvojem specifi čnih starternih mikroorga-
nizama sačinjenih od prirodnih izolata BMK, čijom 
primenom bi se omogućila bolja kontrola procesa 
proizvodnje i nastanak proizvoda ujednačenog kva-
liteta. Primena NSBMK našla bi svoj značaj u polu-
industrijskim i industrijskim uslovima proizvodnje 
tradicionalnih sireva.

Relativno visoka učestalost enterokoka u Zla-
tarskom siru ne iznenađuje, budući da se enterokoke 
javljaju u različitim tipovima evropskih sireva, naro-
čito u sirevima pripremljenim iz sirovog ili pasteri-
zovanog mleka (Cogan i dr., 1997). Smatra se da je 
izvor enterokoka u mleku i siru feces, kontaminira-
na voda, mlekarska oprema, loši higijenski uslovi ili 
pretrpani prostori za skladištenje (Gelsomino i dr., 
2001). Iako je rod Enterococcus donedavno smatran 
indikatorom fekalne kontaminacije, danas se vrste 
ovog roda smatraju normalnom mikrofl orom u hra-
ni koja pozitivno utiče na razvoj specifi čnih orga-
noleptičkih karakteristika sira (Giraffa i dr., 1997; 
Fuller, 1989).

Svi izolati BMK (96) rasli su na 37ºC i na 15°C, 
dok 15 izolata BMK loptastog oblika nije raslo na 
45°C. Prisustvo dominantnih mezofi lnih BMK je 
bilo očekivano (Macedo i dr., 1995; Radulović i dr., 
2004). Mezofi lna mikrofl ora je bila znatno zastu-
pljenija od termofi lne, što je u skladu sa tehnologi-
jom izrade Zlatarskog sira (u procesu proizvodnje, 
pre postupka podsiravanja, ne postoji faza dogreva-
nja mleka), kao i sa samom klimom zlatarske regije 

(umerena kontinentalna klima, bez visokih tempera-
tura).

Svi izolati pripadaju grupi katalaza i oksidaza 
negativnih mikroorganizama.

Testiranjem pripadnosti homo- ili heterofer-
mentativnom tipu razlaganja ugljenih hidrata (glu-
koze) utvrdjeno je da 5 izolata BMK vrši fermentaci-
ju šećera heterofermentativnim putem, dok ostali 91 
izolat BMK fermentiše glukozu bez stvaranja gasa.

Svi izolati BMK rasli su u sredinama sa razli-
čitim sadržajem soli (2%, 3%, 4,5% i 6,5%), kao i 
u sredinama sa kiselošću od 4,5 i 6,5. S obzirom da 
se tehnologija izrade Zlatarskog sira zasniva na upo-
trebi relativno velikog procenta soli (aproksimativ-
no šaka soli na red kriški u bačvama), otpornost izo-
lata BMK i njihova sposobnost da rastu u sredinama 
sa većim % soli može se smatrati jednom od njiho-
vih fi zioloških karakteristika (Radulović i dr., 2004).

Tri izolata BMK stvarala su sluz na tečnoj pod-
lozi za rast.

Utvrđeno je da od 96 ispitanih izolata BMK 
poreklom iz Zlatarskog sira, njih 9 pokazuje poten-
cijalnu produkciju antimikrobnih jedinjenja, bakte-
riocina. Šest izolata Lc. lactis ssp. lactis i 3 izolata 
E. faecalis imali su tipičan profi l u potvrdnom testu 
koji se koristi za utvrđivanje bakteriocinske aktivno-
sti, u podlozi sa L. monocytogenes (tabela 2).

Izvedeni test sa proteolitičkim enzimom, prote-
inazom K, (proteinaza test) doveo je do inaktivaci-
je delovanja bakteriocina, čime je na indirektan na-
čin potvrđena njegova proteinska priroda (Joerger i 
sar., 2000).

U odnosu na izabrane test-mikroorganizme, svi 
izolati BMK pokazuju izraženu antibakterijsku ak-
tivnost u odnosu na L. monocytogenes, dok je dej-
stvo na S. aureus i E. coli izostalo (tabela 3).

U prilog ovim rezultatima govore i nalazi dru-
gih autora (Schilinger, 1990; Abbe, 1995) koji ukazu-
ju na činjenicu da je inhibitorna aktivnost bakterioci-
na BMK dominantna, uglavnom na Gram-pozitivne 
bakterije. Velika taksonomska bliskost pozicija roda 
Listeria rodu Lactobacillus uslovljava visoku oset-
ljivost Listeria vrsta prema bakteriocinima produko-
vanim od strane bakterija Lactobacillus spp. (Ludvig 

Tabela 2.  Potvrdni test potencijalne bakteriocinske aktivnosti izolata BMK
Table 2.  Confi rmatory test of the potential bacteriocin activity of LAB isolates

Bujonska kultura/
Broth cultures

Neutralisani bujon/
Neutrolized broth

Katalaza test/
Catalase test

Proteinaza test/
Proteinase test

+++ +++ +++ – – –

+++ izražena antimikrobna aktivnost/expressed antimicrobial activity
– – – nema antimikrobne aktivnosti/no antimicrobial activity
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i dr., 1984; Ruhland i Fiedler, 1987; Wilkinson i Jo-
nes, 1977).

Istraživanja iz oblasti antimikrobnog dejstva 
bakteriocina BMK, uglavnom, se, iz istog razloga, 
i proveravaju u odnosu na L. monocytogenes (Daes-
chel, 1989; Schillinger i Lücke, 1989, Vesković Mo-
račanin, 2012), kao test mikroorganizam.

Zaključak

Proizvodnja sira, kao i drugih proizvoda od 
mleka, ima dugu tradiciju izrade na području Bal-
kana. Ovi proizvodi mogu predstavljati vredan izvor 
bakterija mlečne kiseline s obzirom da naseljavaju 

različite ekološke niše. Naši rezultati daju značajan 
doprinos u istraživanju raznolikosti mikrobnih za-
jednica u Zlatarskom siru. Na temelju ovog istraži-
vanja dobijene su nove informacije o ekologiji BMK 
i njihovim karakteristikama, ali je dat doprinos istra-
živanju BMK populacije u sirevima ovoga tipa, u 
celini. Ostale tehnološke i fi ziološke karakteristike 
izolata koje mogu da utiču na konačan odabir i pri-
premu startera za proizvodnju sira biće analizirani 
u daljim eksperimentima. Naravno, neophodno je 
sprovesti i detaljnu, molekularno-genetsku, analizu 
izolovanih BMK, kako bi njihova potencijalna teh-
nološka primena, u proizvodnji Zlatarskog sira, bila 
u najskorije vreme realizovana.
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Morphological and biochemical characteristics of 
natural isolates of lactic acid bacteria isolated from 
Zlatar cheese

Vesković Moračanin Slavica, Borović Branka, Velebit Branko

S u m m a r y: In this research study, lactic acid bacteria (LAB) have been isolated from Zlatar cheese and subsequently scruti-
nized. The Zlatar cheese has been manufactured as an artisanal product. A total of 96 LAB strains have been isolated using selective 
media (MRS agar and GM17 agar, respectively). All isolates have been scrutinized using the following: Gram staining, cell mor-
phology, catalase and oxidase reactions, production of carbon-dioxide converted from glucose, growth at the different temperatures 
(4°, 10°, 15°, 37° and 45°C), at different pH values (4.5 and 6.5) and different salt concentrations (2%, 3%, 4.5% and 6.5%), slime 
formation and testing of acidogenic activity. Preliminary testing on non-specifi c metabolites – bacteriocines has been conducted also. 
Determination of the strains using API CHL 50 and Rapid ID 32 Strep tests indicated that isolates tested belong to the following gen-
era: Enterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus and Lactococcus. A total of 9 strains have been confi rmed positive on antimicrobial 
metabolites – bacteriocines synthesis.
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