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Kraski, Bovski in Dolenjski ov¢ji sir so avtohtoni slovenski ov¢ji siri, ki predstavljajo del naSe
prehranske dedis¢ine in s tem tudi del nase nacionalne identitete. S karakterizacijo tehnoloSkega
postopka izdelave ter kemijskih in mikrobioloskih lastnosti teh sirov lahko ohranimo njihovo
avtenti¢nost ter zas¢itimo njihovo poreklo. V diplomskem delu smo se osredotocili na proucevanje
kemijskih in mikrobioloskih znacilnosti avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov. Po 0, 30 in 60 dneh
zorenja smo na devetih vzorcih ov¢jih sirov, iz treh razlicnih geografskih regij, opravili kemijske
in mikrobioloske analize. S kemijskimi analizami, kot so dolocanje vsebnosti mascobe, beljakovin,
suhe snovi in soli, smo opredelili tip sira in primerjali osnovno kemijsko sestavo med
analiziranimi siri. Z mikrobioloSkimi analizami, ki so vkljucevale klasicno metodo gojenja na
plos¢ah in molekularno metodo PCR v kombinaciji s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v
denaturirajo¢em gradientu (DGGE), pa smo dolocali velikosti populacij glavnih skupin
mle¢nokislinskih bakterij (MKB) in opredelili sestavo dominantne mikrobne zdruZbe avtohtonih
ov¢jih sirov. Analizirani avtohtoni ov¢ji siri spadajo med trde polnomastne sire, saj v povprecju
vsebujejo od 54,11 do 56,57 % vode v nemastni snovi in od 49,17 do 52,92 % mascobe v suhi
snovi. Najmanj variabilna sestavina sirov so beljakovine, katerih povprecne vrednosti znasajo od
23,95 do 25,52 %, najbolj pa mascoba s povprecnimi vrednostmi od 30,75 do 32,92 % in sol s
povpre¢nimi vrednostmi od 1,84 do 2,12 %. Veliko variabilnost v sestavi smo opazili tudi med
vzorci sirov razli¢nih proizvajalcev iste vrste sira. Poleg razlik v kemijski sestavi so se ov¢ji siri
razlikovali tudi v Stevilu glavnih predstavnikov MKB. Podobnosti med njimi smo nasli le v Stevilu
mezofilnih MKB, medtem ko so se tako vzorci znotraj posameznega ovcjega sira kot tudi ov¢ji siri
med seboj razlikovali v Stevilu enterokokov, laktobacilov in termofilnih MKB. V vseh analiziranih
sirih so bile Steviléno najbolj zastopane mezofilne MBK, sledile pa so jim termofilne MKB, ¢eprav
bi glede na trdi tip sirov pri¢akovali dominantnost slednjih. V celotni mikrobni populaciji so
najvecjo vlogo med zorenjem sirov odigrali enterokoki in laktobacili, saj se je njihovo Stevilo
tekom zorenja poveCevalo, medtem ko se je skupno Stevilo mezofilnih in termofilnih MKB
zmanjSevalo. Sestavo mikrobne populacije smo analizirali tudi z metodo DGGE. Pri tem smo na
osnovi relativne podobnosti sevov ugotovili, da je imel vsak avtohtoni ov¢ji sir svoj specifi¢ni
“bakterijski profil”.
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Karst, Bovski and Dolenjski ewe's cheese are autochthonous Slovenian sheep’s milk cheeses
which represent a part of our food heritage and therefore also a part of our national identity. With
the characterization of technological process, chemical and microbiological properties of these
cheeses we can preserve their authenticity and protect their origin. Our study was focused on the
research of chemical and microbiological characteristics of autochthonous Slovenian ewes’
cheeses. After 0, 30 and 60 days of ripening we carried out chemical and microbiological analyses
on nine samples of cheeses, which were selected from three different geographical regions. With
the chemical analyses, which included the determination of fat, protein, dry matter and salt
content, we identified the type of cheese and compared the basic chemical composition between
cheeses. The plate count method and PCR-DGGE were used to determine the concentration of
major groups of lactic acid bacteria and to identify the structure of dominant microbial community
in artisanal ewes™ cheeses. Analyzed autochthonous cheeses are full-fat hard cheeses, because on
the average they contain between 54.11 and 56.57 % water in non-fatty matter and between 49.17
and 52.92 % fat in dry matter. The least variable component of chesses are proteins, whose
average content ranged from 23.95 to 25.52 %. On the other hand the most variable components of
chesses are fat with average values between 30.75 and 32.92 % and salt with average values
between 1.84 and 2.12 %. We observed a great variability in composition between samples of
cheeses from different manufacturers of the same sort of cheese. In addition to differences in
chemical composition of analyzed cheeses we also found variability in the number of
representatives of lactic acid bacteria (LAB). Although there were some similarities between
cheeses in the number of mesophilic LAB, we discovered deviations in the number of enterococci,
lactobacilli and thermophilic LAB. This deviations were present between sheep’s milk cheeses and
between samples within cheeses. In all cheeses the number of mesophilic LAB was higher than the
number of thermophilic LAB, despite the fact that we expected the predominance of thermophilic
LAB in hard cheeses. The major role during ripening process belonged to enterococci and
lactobacilli, whose number increased during ripening, while the total count of mesophilic and
thermophilic LAB decreased. We also analyzed the structure of microbial populations with DGGE
method. Based on relative similarity of strains we found that every artisanal Slovenian ewe's
cheese possessed its own “bacterial profile”.
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Priloga A:

Priloga B1:

Priloga B2:

Priloga B3:

Priloga C1:

Priloga C2:

KAZALO PRILOG

Vsebnost mas€obe, beljakovin, suhe snovi, vode v nemastni snovi,
mascobe v suhi snovi in soli v 100 gramih vzorcev avtohtonih slovenskih
ov¢jih sirov, tekom zorenja

Stevilo enterokokov, laktobacilov, mezofilnih in termofilnih MKB v
vzorcih Kraskega, Dolenjskega in BovSkega ov¢jega sira, z izraCunano
mediano in kvartili, po 0 dneh zorenja

Stevilo enterokokov, laktobacilov, mezofilnih in termofilnih MKB v
vzorcih Kraskega, Dolenjskega in BovSkega ov¢jega sira, z izraCunano
mediano in kvartili, po 30 dneh zorenja

Stevilo enterokokov, laktobacilov, mezofilnih in termofilnih MKB v
vzorcih Kraskega, Dolenjskega in BovSkega ov¢jega sira, z izraCunano
mediano in kvartili, po 60 dneh zorenja

Prvi gel DGGE, na katerem je prikazana -elektroforetska locitev
pomnozkov z metodo DGGE

Drugi gel DGGE, na katerem je prikazana elektroforetska locitev
pomnozkov z metodo DGGE
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AFLP polimorfizem dolZin pomnoZenih fragmentov (angl. Amplified
Fragment Length Polymorphism)

APS amonijev persulfat

ATCC AmeriSka zbirka tipskih kultur (angl. American Type Culture
Collection) — Manassas, Virginia, ZDA

bp bazni par

CSR Vremscica Center za sonaravno rekultiviranje Vrems¢ica

DGGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v denaturirajoCem gradientu
(angl. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)

dNTP deoksinukleotid trifosfat (meSanica deoksiribonukleotidov)

dsDNA dvoverizna DNA (angl. double-stranded DNA)

EDTA etilendiamintetraocetna kislina (angl. Ethylenediaminetetraacetic acid)

Ent. Enterococcus

EU Evropska Unija

g gram

IM Mikrobna zbirka Katedre za mlekarstvo, Biotehniska fakulteta,
Ljubljana

KAA gojisce za enterokoke (angl. Kanamycin Aesculin Azid)

ke kolonijska enota

Lac. Lactococcus

Lb. Lactobacillus

Leuc. Leuconostoc

LMG Belgijska zbirka bakterijskih kultur (nizoz. Laboratorium voor
Microbiologie) — Universiteit Gent, Belgium

M molarnost (mol/1)

M17 gojis¢e za mlecnokislinske koke

M. mediana

MK koki mlec¢nokislinski koki

MKB mlec¢nokislinske bakterije

n Stevilo vzorcev

NCBI angl. National Center for Biotechnology Information

NCDO Nacionalna zbirka mlekarskih organizmov (angl. National Collection

of Dairy Organisms)

PCR veriZzna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction)
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PDO zascCitena oznacba porekla (angl. Protected Designation of Origin)

PFGE gelska elektroforeza v pulzirajo¢em elektricnem polju (angl. Pulsed-
Field Gel Electophoresis)

PGI zasCitena geografska oznacba (angl. Protected Geographical
Indication)

RAPD naklju¢no pomnoZena polimorfna DNA (angl. Randomly Amplified
Polymorphic DNA)

rDNA ribosomalna DNA (angl. ribosomal DNA)

RNA ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid)

rRNA ribosomalna RNA (angl. ribosomal RNA)

RT encim reverzna transkriptaza

RT-PCR PCR z reverno transkriptazo (angl. Reverse Transcriptase PCR)

SDS natrijev dodecil sulfat (angl. Sodium Dodecyl Sulphate)

SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom
(angl. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Spp.- vrsta (angl. species)

SSCP enoverizni  konformacijski  polimorfizem (angl. Single-Strand
Conformation Polymorphism)

ssDNA enoverizna DNA (angl. single-stranded DNA)

Str. Streptococcus

subsp. podvrsta (angl. subspecies)

TAE mesSanica TRIS baze, ledocetne kisline in EDTA

TEMED N,N,N*,N"- tetrametiletilendiamin

TGGE gelska elektroforeza s temperaturnim gradientom (angl. Temperature
Gradient Gel Electrophoresis)

T temperatura taliS¢a (angl. melting temperature)

T-RFLP terminalni polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov (angl.
Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)

TRIS baza 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol

TSG zajamCena tradicionalna posebnost (angl. Traditional Specialty
Guaranteed)

UPGMA neutezna metoda parnih skupin z aritmeticno sredino (angl.
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean)

W. Weissella

z.0. zacetni oligonukleotid

7GO zascCitena geografska oznacba

Z0P zasc¢itena oznacba porekla

ZTP zajamcena tradicionalna posebnost



X1V
Grohar E. Kemijske in mikrobioloske znacilnosti avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

SLOVARCEK
Appelation d*Origine Contrdlée zaSCitena oznacba porekla
DNA fingerprint ali prstni odtis DNA je edinstveno zaporedje

baznih parov DNA, ki ga dolo¢imo s
sodobnimi molekularnimi metodami.

DOOR podatkovna baza Evropske komisije, kjer
najdemo zivila, ki imajo bodisi predloZeno,
objavljeno ali registrirano eno od evropskih
shem kakovosti. Med slednje sodijo zas¢itena
oznacba porekla, zaS€itena geografska oznacba
in zajamcena tradicionalna posebnost.

FAOSTAT statisticna podatkovna baza Organizacije za
prehrano in kmetijstvo pri Zdruzenih narodih
(FAO).

ledocetna kislina Cista kislina, ki zamrzne pri temperaturi 17 °C.

Pri tem nastanejo kristali podobni kot pri ledu.

sekvenciranje metoda za ugotavljanje zaporedja nukleotidov
v pomnozkih DNA.
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1 UVOD

Ovc¢jereja in sirarstvo imata na Slovenskem bogato dediScino zlasti na Krasu, na Bovikem
in v Beli krajini (Bogataj, 1999), zato iz teh krajev izvirajo Kraski ov¢ji sir, Bovski ov¢ji
sir in Dolenjski ov¢ji sir, ki so predstavniki avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov. Ti
tradicionalni ov¢ji siri so povecini izdelani iz surovega ov¢jega mleka, katerega kemijska
in mikrobioloSka sestava sta rezultat prepletenosti specificnih klimatskih razmer in
floristine raznovrstnosti. Na prepoznavnost in avtenticnost sirov, poleg tradicionalnega
tehnoloskega sirarskega postopka, vpliva tudi avtohtona mikroflora, ki se nahaja v
surovem mleku in na sirarski opremi. Le-ta izdelku doloCi znaCilne karakteristi¢ne
lastnosti, kot so vonj, okus in tekstura, zaradi katerih tradicionalni siri izstopajo med
mnoZzico ostalih sirov (Rencelj in Perko, 2008).

Avtohtoni slovenski ov¢ji siri predstavljajo v obSirni evropski ponudbi ov¢jih sirov skoraj
sirarstva. Zato je Se toliko bolj pomembno, da v danasnjih Casih, ko novejSe tehnologije
vse bolj vplivajo na razvoj sirarstva in na tradicionalne postopke izdelave, zasCitimo svojo
kulturno dedis¢ino in s tem nacionalno identiteto. Pri tem nam je v veliko pomo¢ politika
ohranjanja tradicionalnih Zivil in oznacbe njihovega porekla, ki se je zacela z nacionalno in
evropsko uvedbo pravilnikov o za$€iti geografskih oznacb in oznacb porekla za kmetijske
proizvode in zivila (Uredba Sveta (ES) $t. 510/2006 o zasciti geografskih oznacb in oznacb
porekla za kmetijske proizvode in Zivila, 2006) ter pravilnikov o zajamcenih tradicionalnih
posebnostih kmetijskih proizvodov in Zivil (Uredba Sveta (ES) §t. 509/2006 o zajam¢enih
tradicionalnih posebnostih kmetijskih proizvodov in Zivil, 2006). Tako sta do danes na
nacionalni ravni Ze zas¢itena Bovski ov¢ji sir (Pravilnik o oznacbi geografskega porekla
Bovski sir, 2004) in KraSki ov¢ji sir (Pravilnik o Kraskem ov¢jem siru z zas¢iteno oznacbo
porekla, 2008). Upamo le lahko, da nam bo v bliZnji prihodnosti tudi na evropski ravni
uspelo zaScititi vse tri avtohtone slovenske ovcje sire ter s pomocjo zasCitene oznacbe
porekla ponesti njihovo prepoznavnost v Evropo in druge predele sveta.

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Bovski ov¢ji sir, Dolenjski ov¢ji sir in Kraski ov¢ji sir spadajo med avtohtone slovenske
ovcje sire, ki so bili vkljueni v evropski projekt, ki je potekal pod okriljem usklajevalnega
in podpornega postopka SEE-ERA.NET PLUS, sofinanciranega v okviru programa
Evropske skupnosti za mednarodno sodelovanje. Cilja projekta sta bila karakterizacija in
oznacba porekla tradicionalnih ov¢jih sirov s podro¢ja Zahodnega Balkana, in sicer na
evropski ravni. S tem bi se tradicionalni slovenski ov¢ji siri, od katerih Bovski sir in Kraski
ov(¢ji sir Ze nosita slovensko zas¢iteno oznacbo porekla, priblizali evropski zasciti porekla
in hkrati pridobili vecjo prepoznavnost v svetu.
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1.2 CILIINALOGE

V diplomskem delu smo se osredotoCili na proucevanje kemijskih in mikrobioloSkih
znacilnosti tradicionalnih slovenskih ov¢jih sirov, in sicer Bovskega ov¢jega sira, KraSkega
ovCjega sira in Dolenjskega ov¢jega sira, ki jih proizvajajo na treh razlicnih geografskih
podrocjih. 1z vsake regije smo izbrali sire treh proizvajalcev, in tako skupaj analizirali
devet sirov. Dolocali smo kemijske parametre, potrebne za opredelitev tipa in znacilnosti
sira, kamor sodi doloCanje vsebnosti mascobe, beljakovin, suhe snovi, vode v nemastni
snovi, mas¢obe v suhi snovi in soli, ter ugotavljali razvoj in pestrost dominantne
bakterijske populacije, prisotne v ov¢jih sirih. Poleg osnovne mikrobioloske analize, ki
vkljuCuje klasicno metodo gojenja na ploS¢ah, smo ugotavljali pestrost mikrobne
populacije s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v denaturirajoCem gradientu (DGGE).

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

¢ Ker vsi trije tradicionalni slovenski ov¢ji siri spadajo v trdi tip sira, pri¢akujemo, da
bodo imeli podobno osnovno kemijsko sestavo, verjetno pa se bodo razlikovali v
vsebnosti soli.

¢ Analizirani tradicionalni slovenski ov¢ji siri izvirajo iz razli¢nih geografskih regij,
z razli¢no klimo in vegetacijo, zato predvidevamo, da bodo imeli razli¢no in za
posamezno podrocje znacilno prevladujo¢o mikrobno populacijo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZASCITA KAKOVOSTI POSEBNIH KMETISKIH PRIDELKOV OZIROMA
ZIVIL

Ideja o za$citi in ohranitvi tradicionalne pestrosti jedi se je porodila na PariSki konvenciji
leta 1883, kjer je bil uveden termin »Appelation d Origine Contrdlée«, s katerim se je, z
namenom zagotavljanja avtenti¢nosti izdelka, priznala dolo¢ena dediSCina Zivilom iz
posameznih regij (Gobbetti, 2007). Koncept o zasciti kakovosti Zivil je po Evropi dobil
veliko privrzencev, zato je Evropska unija (EU) leta 1993 sprejela zakonodajo, ki
zagotavlja zaSc¢ito kmetijskih pridelkov oziroma zivil, pridelanih ali predelanih znotraj
doloCenih geografskih obmocij ali narejenih po tradicionalnem receptu ali tradicionalne
sestave. Z letom 2006 je bila v EU uvedena nova, izpopolnjena zakonodaja na podroc¢ju
zaSCite kmetijskih pridelkov oz. zZivil, ki jo mora kot ¢lanica EU upoStevati tudi Slovenija.
Izdani sta bili Uredba Sveta (ES) st. 510/2006 o zasciti geografskih oznacb in oznacb
porekla za kmetijske proizvode in Zivila ter Uredba Sveta (ES) $t. 509/2006 o zajamcenih
tradicionalnih posebnostih kmetijskih proizvodov in Zivil. Z omenjenima uredbama je
proizvodom, ki pridobijo oznacbo porekla, geografsko oznacbo ali oznacbo zajamcena
tradicionalna posebnost, zagotovljena avtenti¢nost, ime pa je zasciteno pred zlorabami.
Poleg tega imajo proizvodi z oznacbo porekla ali geografsko oznacbo tudi jamstvo, da
proizvod oz. vsaj ena od faz proizvodnje resni¢no izvira iz navedenega obmocja (MKGP,
2012a).

Namen zascite posebnih kmetijskih pridelkov oz. zivil je dati pridelovalcem in
predelovalcem mozZnost konkurencnosti glede kakovosti, ki jim omogofa ekonomsko
prisotnost na trgu, ter zadovoljiti Zelje kupcev, da dobijo proizvode, ki so izvirni in
kakovostnejsi. Politika zaS¢ite posebnih kmetijskih pridelkov oziroma Zivil §¢iti tudi
obmoc¢ja proizvodnje, izboljSuje Zivljenjski standard na teh obmocjih, oblikuje
pridelovalne in predelovalne poti ter vrednoti ¢loveSko znanje in delo (MKGP, 2003).

Kmetijski pridelki oz. Zivila, ki pridobijo uradni zasc¢itni znak za kakovost, se od sorodnih
proizvodov razlikujejo po doloCenih znacilnostih glede proizvodnje ali sestave, upoStevati
se morajo predpisana pravila proizvodnje, hkrati pa so zas¢iteni proizvodi podvrzeni strogi
kontroli neodvisnega certifikacijskega organa, ki ga na osnovi Zakona o kmetijstvu z
javnim razpisom dolo¢i Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano (MKGP, 2003).

2.1.1 Nacionalne in evropske sheme kakovosti

Shema kakovosti pomeni opredelitev posebnih meril in zahtev glede znaclilnosti,
postopkov pridelave ali predelave kmetijskih pridelkov ali Zivil, ki presega predpisano
kakovost, ali pogoje glede varstva zdravja ljudi, Zivali ali rastlin, dobrega pocutja zivali ali
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zascite okolja, in je pomembna za pospesSevanje proizvodnje visje ali posebne kakovosti, ki
je trZzno zanimiva in prepoznavna za potro$nika (Zakon o kmetijstvu, 2008).

V Sloveniji poznamo dve vrsti zas¢it kakovosti kmetijskih pridelkov in Zivil, in sicer
nacionalno in evropsko zas¢ito. Med nacionalne sheme kakovosti sodijo »dobrote z nasih
kmetij«, »ekoloski«, »integrirani«, »vi§ja kakovost«, »zajamcena tradicionalna posebnost,
»oznaCba porekla« in »geografska oznacba« (Zakon o kmetijstvu, 2008), ureja pa jih
nacionalna zakonodaja zapisana v obliki (MKGP, 2012b):

e Zakona o kmetijstvu (2008);
¢ Pravilnika o postopkih zascite kmetijskih pridelkov oziroma Zivil (2008);

¢ Pravilnika o zas¢itnem znaku za oznacevanje kmetijskih pridelkov oziroma
zivil (2011);

e Pravilnika o priznanju skupin proizvajalcev posebnih kmetijskih pridelkov
oziroma Zzivil (2009).

Evropske sheme kakovosti, ki omogocajo zascito kmetijskih pridelkov in Zivil na trgu
Evropske unije, pa so (Grasek in sod., 2010):

¢ zaScCitena oznacba porekla (ZOP) oziroma Protected Designation of Origin (PDO),

¢ zaSCitena geografska oznacba (ZGO) oziroma Protected Geographical Indication
(PGD),

¢ zajamcena tradicionalna posebnost (ZTP) oziroma Traditional Specialty
Guaranteed (TSG).

Pogoje in zahteve za navedene sheme kakovosti opredeljuje evropska zakonodaja, in sicer
z (MKGP, 2012b):

e Uredbo Sveta (ES) st. 510/2006 o zasciti geografskih oznacb in oznacb porekla
za kmetijske proizvode in zivila (2006);

e Uredbo Sveta (ES) st. 509/2006 o zajamcenih tradicionalnih posebnostih
kmetijskih proizvodov in Zivil (2006);

¢ Uredbo Komisije (ES) st. 1898/2006 o podrobnih pravilih za izvajanje Uredbe
Sveta (ES) st. 510/2006 o zas¢iti geografskih oznacb in oznacb porekla za
kmetijske proizvode in Zivila (2006);

¢ Uredbo Komisije (ES) st. 1216/2007 o dolocitvi podrobnih pravil za izvajanje
Uredbe Sveta (ES) $t. 509/2006 o zajamcenih tradicionalnih posebnostih
kmetijskih proizvodov in Zivil (2007).
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Slovenski proizvajalci, ki Zelijo za svoje proizvode pridobiti znak oznacbe porekla,
geografske oznacbe ali znak zajamcene tradicionalne posebnosti, morajo najprej pridobiti
zascito posebne kakovosti na nacionalnem nivoju, Sele nato pa se vloge posljejo v presojo
Evropski komisiji. Ce slednja poslano vlogo zavrne, izgubi proizvod zailito tudi v
Sloveniji (MKGP, 2012a).

2.1.1.1 Zascitena oznacba porekla (ZOP)

»Oznacba porekla« je shema kakovosti, ki ponazarja najviSjo raven zasCite proizvoda
(Peterman in Pajk Zontar, 2008) in po Uredbi Sveta (ES) §t. 510/2006 o zasciti geografskih
oznacb in oznacb porekla (2006) pomeni ime regije, doloCenega kraja ali izjemoma drZave,
ki se uporablja za opis kmetijskega proizvoda ali Zivila:

A s poreklom iz te regije, doloCenega kraja ali drzave,

A katerega kakovost ali znacilnosti so predvsem ali izklju¢no posledica geografskega
okolja z njemu lastnimi naravnimi in ¢loveskimi viri, ter

A katerega proizvodnja, predelava in priprava je bila opravljena na opredeljenem
geografskem obmocju.

Zivilom, ki ustrezajo nastetim pogojem in pridobijo znak »za3¢itena oznacba porekla«, se
zasciti njihovo ime, ki se ne sme uporabljati za noben drug izdelek. Prav tako tudi ni
dovoljena pridelava oziroma predelava kmetijskih izdelkov z zaS¢itenim imenom izven
dologenega geografskega obmod¢ja (Peterman in Pajk Zontar, 2008).

0

oznacbha

Republika Slovenija
porekla

Ministrstvo za kmetijstvo,
gozdarstvo in prehrano

Slika 1: Nacionalni znak za za$¢iteno oznacbo porekla
(MKGP, 2012c)
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Slika 2: Znak Skupnosti za zasc¢iteno oznacbo porekla
(MKGP, 2012c)

2.1.1.2 Zascitena geografska oznacba (ZGO)

Uredba Sveta (ES) §t. 510/2006 o zasS¢iti geografskih oznacb in oznacb porekla (2006)
opredeljuje »geografsko oznacbo« kot ime regije, dolocenega kraja ali izjemoma drZzave, ki
se uporablja za opis kmetijskega proizvoda ali Zivila:

A s poreklom iz te regije, dolocenega kraja ali drzave,

A ki ima posebno kakovost, sloves ali druge znacilnosti, ki jih je mogoce pripisati
temu geografskemu poreklu, ter

A katerega proizvodnja in/ali predelava in/ali priprava je bila opravljena na
opredeljenem geografskem obmocju.

Povezava med kmetijskim proizvodom in geografskim obmocjem je pri »geografski
oznacbi« manj tesna kot pri »oznacbi porekla«. Za razliko od »oznacbe porekla« se lahko
»geografska oznacba« uporablja, ¢e najmanj ena od faz proizvodnje poteka na dolo¢enem
obmocju, pri ¢emer lahko npr. surovine izvirajo iz drugega obmocja. Poleg tega pa pri
»geografski oznaCbi« tudi ni potrebno, da bi pomembne lastnosti proizvoda nastale
izklju¢no ali v osnovi zaradi geografskega porekla, kot to velja pri »oznacbi porekla«
(MKGP, 2003).

0

geografska

Republika Slovenija
oznacha

Ministrstvo za kmetijstvo,
gozdarstvo in prehrano

Slika 3: Nacionalni znak za za$¢iteno geografsko oznacbo
(MKGP, 2012c)
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Slika 4: Znak Skupnosti za zasciteno geografsko oznacbo
(MKGP, 2012c¢)

2.1.1.3 Zajamcena tradicionalna posebnost (ZTP)

Shema kakovosti »zajamcena tradicionalna posebnost« je odgovor na zahteve potroS$nikov
po tradicionalnih proizvodih s posebnimi lastnostmi. V to shemo po Uredbi Sveta (ES)
St. 509/2006 o zajamcenih tradicionalnih posebnostih (2006) sodi tisti kmetijski proizvod
ali Zivilo, ki:

A je proizveden iz tradicionalnih surovin,
A oziroma ima zanj znacilno tradicionalno sestavo,

A oziroma ima zanj znacilen nacin proizvodnje in/ali predelave, ki odraza
tradicionalen nacin proizvodnje in/ali predelave.

Z oznacbo »zajamcena tradicionalna posebnost« se zaS€iti predvsem receptura ali nacin
pridelave oz. predelave, ki geografsko ni omejen, saj lahko te kmetijske pridelke oz. Zivila
proizvajajo vsi, ki se dosledno drZijo predpisane recepture, postopka in oblike Zivila ter
imajo certifikat ustrezne akreditirane agencije (Grasek in sod., 2010).

zajamcena | Republika Slovenija
tradicionalna | Ministrstvo za kmetijstvo,
posebnost | gozdarstvo in prehrano

Slika 5: Nacionalni znak za zajamceno tradicionalno posebnost
(MKGP, 2012c)
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Slika 6: Znak Skupnosti za zajamceno tradicionalno posebnost
(MKGP, 2012c)

2.2  TRADICIONALNI OVCII SIRI

Ceprav predstavlja ovéje mleko le 2 % celotne proizvodnje mleka na svetu, igra
pomembno vlogo v mediteranskih deZelah, kjer vefino ov¢jega mleka uporabijo za
izdelavo sirov. Le-ti se, glede na tip sira in uporabljeni postopek izdelave, delijo v vec
kategorij (Juarez in Ramos, 2003; Litopoulou-Tzanetaki in Tzanetakis, 2011):

A gvezi siri (Murazzano),

A Dbeli siri v slanici (Feta),

A siri z modro plesnijo (Roquefort),
A mehki siri (Galotyri),

A poltrdi siri (Evora),

A trdi siri (Pecorino Romano) in

A albuminski siri (Manouri).

2.2.1 Francoski tradicionalni ov¢ji siri

V Franciji je do danes registriranih 43 sirov z zaS¢itenim geografskim poreklom, od tega so
le tri vrste sira, Roquefort, Ossau-Iraty in Broccio, narejene iz ov¢jega mleka (European
Commission, 2012).
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2.2.1.1 Roquefort

Roquefort je najpomembnejsi poltrdi ov¢ji sir z modro plesnijo, ki nosi oznacbo porekla
PDO 7Ze od leta 1925. Proizvajajo ga na jugu Francije, in sicer iz surovega ov¢jega mleka,
ki ga ponavadi cepijo z mezofilno mle€nokislinsko startersko kulturo in mu dodajo spore
plesni Penicillium roqueforti (Medina in Nufiez, 2004). Po stiskanju in soljenju prenesejo
sir v naravne, vlaZzne in zracne votline v gori Combalou na podro¢ju Roquefort-sur-
Soulzon, ki so tudi same po sebi bogate s sporami plesni P. roqueforti. Sir v votlini zori 6
do 8 tednov, dokler ni popolnoma preZet s plesnijo (Prandini in sod., 2011).

2.2.1.2 Ossau-Iraty

Ossau-Iraty je trdi ov¢ji sir zaS€iten z oznako PDO, ki ga iz surovega ali pasteriziranega
ov¢jega mleka proizvajajo v jugozahodnem delu Francije (Medina in Nuifiez, 2004).
Sirnine med izdelavo ne segrevajo, sir le rahlo stiskajo in solijo. Po soljenju morajo 4 do
5 kg hlebi sira zoreti vsaj 90 dni (Izco in sod., 2000).

Pestrost mikroflore v ov¢jem siru Ossau-Iraty je po Feutry-ju in sodelavcih (2012) odvisna
od mikroflore, ki je prisotna v surovem ov¢jem mleku. Namrec, z izjemo mlecnokislinske
bakterije Streptococcus termophilus in nekaterih enterokokov, je bil vsaj en sev od vsake
vrste mlecnokislinskih bakterij, prisotnih v surovem mleku, izoliran tudi iz ustreznega
ovCjega sira. Med mle€nokislinskimi bakterijami so prevladovali rodovi Lactococcus,
Lactobacillus in Leuconostoc. Stevilo bakterij slednjih dveh rodov se je poveéevalo tako
med izdelavo kot tudi med procesom zorenja sira.

2.2.1.3 Broccio

Leta 1988 je status PDO prejel svezi ov¢ji sir Broccio, ki ga iz sirotke izdelujejo na
Korziki. SveZi sirotki dodajo ov¢je mleko in jo segrejejo na 80-90 °C, nato pa oborjene
proteine prelijejo v oblikovala in jih stiskajo. Broccio se navadno, 48 ur po izdelavi, uziva
kot svezi sir neznega okusa, lahko pa se ga tudi soli in zatem 15 dni zori, s ¢imer se mu
izostri okus (Medina in Nuiiez, 2004).

2.2.2 Grski tradicionalni ov¢ji siri

Gr¢ija ima dolgo in bogato tradicijo v proizvodnji sira. Od vsega mleka, kar ga
proizvedejo, je 39 % kravjega mleka, 36 % ov¢jega mleka in 25 % kozjega mleka (Medina
in Nufiez, 2004). Vendar grSka proizvodnja sira, kljub vecjim koli¢inam proizvedenega
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kravjega mleka, temelji na ov¢jem in kozjem mleku, o ¢emer prica tudi podatek, da je od
21 sirov, registriranih s poreklom PDO, kar 19 sirov narejenih iz ov¢jega mleka oz. iz
mesSanice ov¢jega in kozjega mleka (European Commission, 2012).

2.22.1 Feta

Feta je najbolj znani tradicionalni grski beli sir s poreklom PDO, ki vsaj 2 meseca zori v
slanici. Feto lahko izdelujejo iz ov¢jega mleka ali pa iz ov¢jega mleka, ki mu dodajo
najve¢ 30 % kozjega mleka. Vcasih se je v druzinskih mlekarnah izdelovala iz surovega
mleka, dandanes pa se komercialno proizvaja iz pasteriziranega mleka z dodatkom
mezofilnih in termofilnih starterskih kultur (Medina in Nuiiez, 2004). Glavne karakteristike
sira Feta so snezno bela barva, prijeten, rahlo kisel okus in bogata aroma. Tekstura mora
biti ¢vrsta, gladka in kremasta, brez oces, lahko pa je prisotnih nekaj razpok nepravilnih
oblik (Litopoulou-Tzanetaki in Tzanetakis, 2011).

Najbolj Stevil¢ni predstavniki mikrobne populacije v siru Feta, ki so jih izolirali Rantsiou
in sodelavci (2008), so Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. coryniformis in Lb. fermentum. Ti
mezofilni laktobacili so, poleg zmernega Stevila prisotnih enterokokov, del nestarterske
kulture mle¢nokislinskih bakterij, katere vir je ov¢je mleko. Poleg omenjenih bakterij pa se
v siru Feta v manjSem Stevilu nahajajo Se Str. thermophilus in Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, ki ju dodajajo mleku kot startersko kulturo, ter vrste iz rodu Lactococcus
(Rantsiou in sod., 2008).

2.2.2.2 QGraviera

Med najbolj popularne tradicionalne grske trde sire prav gotovo sodi Graviera, ki je znana
po svoji prijetni aromi in neznem okusu (Litopoulou-Tzanetaki in Tzanetakis, 2011). V
Gr¢iji obstaja veC razliCic tega sira, vendar le tri od njih nosijo oznako PDO, in sicer
Graviera Agrafon, ki jo proizvajajo v goratem podro¢ju Agrafe, Graviera Kritis iz otoka
Krete in Graviera Naxou, proizvedena na otoku Naxos (Samelis in sod., 2011). Za naStete
sire s statusom PDO velja, da jih proizvajajo bodisi iz ov¢jega mleka bodisi iz meSanice
ov(¢jega in kozjega mleka, ki ga koagulirajo pri 34-36 °C (za Graviero Naxou pri 36-
37 °C), zatem oblikujejo sirno zrno ter ga dogrevajo na 48-52 °C (za Graviero Naxou na
50 °C), solijo v slanici ter zorijo vsaj 3 mesece oz. Graviero Naxou 70-80 dni (Graviera
Kritis PDO, 1994; Graviera Agrafon cheese PDO, 1994; Graviera Naxou cheese PDO,
1994).

V siru Graviera prevledujejo nestarterski mezofilni laktobacili, kot so Lb. casei,
Lb. paracasei in Lb. plantarum. V manjSem Stevilu pa so prisotni Se: Str. thermophilus,
Lac. lactis subsp. lactis, bakterije rodu Leuconostoc in enterokoki, med katerimi je
najStevil¢nejsi Ent. faecium (Samelis in sod., 2010, 2011).
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2.2.2.3 Kefalotyri, Ladotyri in Kefalograviera

Kefalotyri, Ladotyri in Kefalograviera so tradicionalni trdi grski siri z zasS¢iteno oznacbo
porekla, ki jih proizvajajo iz ov¢jega mleka oz. iz meSanice ov¢jega in kozjega mleka. Za
sir Kefalotyri je znalilna zelo trda tekstura, slan okus in moc¢na aroma. Glavni
karakteristiki sira Kefalograviera, ki vsebuje tehnoloSke elemente sirov Graviera in
Kefalotyri, sta ¢vrsto testo, z veliko oces, in rahlo pikantna aroma. Ladotyri Mytilinis iz
otoka Lesbos pa se proizvaja na podoben nacin kot sir Kefalotyri, vendar s to razliko, da ga
po 3 mesecih zorenja konzervirajo v olivnem olju (Litopoulou-Tzanetaki in Tzanetakis,
2011).

Mikrofloro trdih ovcjih sirov Kefalotyri, Ladotyri in Kefalograviera predstavljajo vrste
rodov Enterococcus, Lactobacillus in Lactococcus, s prevladujoCimi vrstami Ent. faecium,
Lb. plantarum, Lb. casei in Lac. lactis subsp. lactis. V nizkih koncentracijah so prisotne Se
Str. thermophilus in vrste rodu Leuconostoc (Litopoulou-Tzanetaki in Tzanetakis, 2011;
Medina in Nuiiez, 2004).

2.2.2.4 Kasseri in Formaella

Kasseri in Formaella spadata med tradicionalne gr§ke poltrde sire s statusom PDO.
Izdelujejo ju iz ov¢jega mleka oz. iz meSanice ov¢jega in kozjega mleka, ki ga koagulirajo
pri 32 °C, zatem razrezejo koagulum in dogrevajo sirno zrno na 38-40 °C. Po oblikovanju
sira sledi Se stiskanje, soljenje in susenje. Sir Formaella lahko uzivamo bodisi kot sveZi sir,
lahko pa se ga, tako kot sir Kasseri, zori vsaj 3 mesece pod ustreznimi pogoji (Medina in
Nuiiez, 2004).

Mikrobno populacijo poltrdih sirov Kasseri in Formaella sestavljajo enterokoki ter
mezofilni in termofilni laktobacili (Medina in Nuilez, 2004; Asteri in sod., 2009).

2.2.2.5 Galotyri, Kopanisti in Pichtogalo Chanion

Sire Galotyri, Kopanisti in Pichtogalo Chanion uvr§¢amo med tradicionalne grske mehke
sire, ki nosijo zasciteno oznacbo porekla. Osnovna surovina teh sirov je ov¢je mleko oz.
ov¢je mleko z dodatkom kozjega mleka oz. pri siru Kopanisti tudi kravje mleko. Njihova
skupna znacilnost je kremasta in mazava tekstura (Medina in Nufiez, 2004).

Mikrofloro mehkih sirov Galotyri, Kopanisti in Pichtogalo Chanion v vecini zastopajo
mezofilni laktobacili in mle¢nokislinski koki ter posamezni enterokoki (Litopoulou-
Tzanetaki in Tzanetakis, 2011). Pri siru Kopanisti pa med vrstami mlec¢nokislinskih
bakterij dominirajo: Lb. plantarum, Lb. casei subsp. casei, Lb. casei subsp. rhamnosus in
Lb. curvatus (Tzanetakis in sod., 1987).
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2.2.2.6  Manouri in Xynomyzithra

Manouri in Xynomyzithra sta tradicionalna grSska mehka sira s statusom PDO, ki ju
izdelujejo iz sirotke, ki ostane po izdelavi sira iz polnomastnega ovcjega mleka oz.
meSanice ovéjega in kozjega mleka. V postopku izdelave segrevajo sirotko na 90 °C. Pri
priblizno 70 °C ji dodajo manjSo koli¢ino ovc¢jega oz. kozjega mleka ali smetane in
pocakajo, da temperatura doseze 88 do 90 °C, ko pride do koagulacije sirotkinih proteinov.
Po 30 minutah sirnino odlijejo bodisi v platneno vreco (za sir Manouri) bodisi v oblikovala
(za sir Xynomyzithra) in pocakajo priblizno 5 ur, da odvecna sekundarna sirotka odtece
(Medina in Nuiez, 2004).

V siru Manouri prevladujeta rod Hafnia iz druzine Enterobacteriaceae in rod
Staphylococcus (Litopoulou-Tzanetaki in Tzanetakis, 2011).

2.2.3 [Italijanski tradicionalni ov¢ji siri

Glede na podatke podatkovne baze DOOR (European Commission, 2012) ima Italija 41
sirov registriranih s statusom PDO, od tega jih je kar 16 narejenih iz ov¢jega mleka. Ti
zasciteni ov¢ji siri so v marsikateri italijanski regiji del kulturne dediscine. Zaradi svojega
tradicionalnega postopka izdelave, ki ponekod Se vedno poteka pod okriljem manjSih,
druzinskih mlekarn, so tesno povezani z obmocjem, v katerem poteka proizvodnja, kar se
odraza v njihovih mikrobioloskih, kemijskih in senzori¢nih znacilnostih (Pirisi in sod.,
2011).

2.2.3.1 Pecorino Romano, Pecorino Sardo in Pecorino Siciliano

Pecorino Romano, Pecorino Sardo in Pecorino Siciliano so tradicionalni italijanski siri s
statusom PDO, proizvedeni iz polnomastnega ov¢jega mleka. Najbolj znan med njimi je
pol kuhan trdi sir Pecorino Romano, ki ga iz surovega ali termiziranega mleka izdelujejo v
okolici Rima in na Sardiniji. Mleko cepijo s fermentirano sekundarno sirotko (scotta-
innesto), stranskim produktom pri proizvodnji sira rikota (Medina in Nuiiez, 2004; Pirisi in
sod., 2011). Poleg sira Pecorino Romano na Sardiniji proizvajajo tudi pol kuhan sir
Pecorino Sardo, ki je lahko dveh vrst, in sicer »dolce« (mehki sir) s kratkotrajnim zorenjem
(20-60 dni) in »maturo« (poltrdi sir), ki zori vsaj 2 meseca (Madrau in sod., 2006; Pirisi in
sod., 2011). Daljsi ¢as zorenja (4-6 mesecev ali dlje) ima tudi trdi sir Pecorino Siciliano, ki
ga po starodavni proizvodni praksi, iz surovega ov¢jega mleka in brez dodatka
komercialnih starterskih kultur, proizvajajo na Siciliji (Randazzo in sod., 2006, 2008).

Mikrofloro tradicionalnega sira Pecorino Romano zastopa mikrobna populacija iz
sekundarne sirotke (scota-innesto), ki jo sestavljajo Str. thermophilus, Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus in Lb. delbrueckii subsp. lactis, ter mikrobna populacija, prisotna v
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ov¢jem mleku, ki jo predstavljajo enterokoki (Ent. durans in Ent. faecium) in mezofilni
laktobacili, kot so Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. curvatus in Lb. fermentum (Di Cagno in
sod., 2003; Medina in Nuiez, 2004). Dominantno mikrobno populacijo sira Pecorino
Sardo sestavljajo termofilne mlecnokislinske bakterije, kot so Lb. delbrueckii,
Lb. helveticus in Str. thermophilus, mezofilni laktobacili (Lb. casei, Lb. paracasei in
Lb. rhamnosus) in enterokoki (Mannu in sod., 2002). V trdem siru Pecorino Siciliano pa so
Randazzo in sodelavci (2006, 2008) izolirali bakterije vrst: Str. thermophilus, Str. bovis,
Leuc. mesenteroides, Ent. faecalis, Ent. durans, Ent. hirae, Lac. lactis, Lb. plantarum,
Lb. casei in Lb. rhamnosus.

2.2.3.2 Fiore Sardo in Canestrato Pugliese

Tradicionalna italijanska sira Fiore Sardo in Canestrato Pugliese, ki sta zaS¢itena z oznacbo
porekla, sodita v trdi tip sira in sta izdelana iz polnomastnega ov¢jega mleka (Pirisi in sod.,
2011). Za sir Fiore Sardo iz otoka Sardinije je znacilno, da ga proizvajajo iz surovega
ovCjega mleka, brez dodatka starterske kulture. Fermentacija in proces zorenja namre¢
potekata zgolj pod vplivom mikroflore, prisotne v surovem ov¢jem mleku (Mannu in sod.,
2000). Sir Canestrato Pugliese, ki ga izdelujejo v pokrajinah Foggia in Bari, pa je svoje
ime dobil po ro¢no izdelanih koSarah iz trstja, imenovanih »canestri«, ki so sluZile za
oblikovala, v katerih je sir zorel (Medina in Nuifiez, 2004; Aquilanti in sod., 2006).

Tako Fiore Sardo kot Canestrato Pugliese sta trda ovcja sira, zato imata podobno sestavo
mikroflore. Mikrobno populacijo obeh sirov sestavljajo Lac. lactis subsp. lactis,
Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. pentosus, Lb. brevis, Ent. faecium in Ent. faecalis (Mangia in
sod., 2008; Aquilanti in sod., 2006). V siru Canestrato Pugliese pa se poleg omenjenih
bakterij nahajajo Se Lac. lactis subsp. cremoris, Lac. garviae in Leuc. argentinum
(Aquilanti in sod., 2006).

2.2.3.3 Pecorino Toscano, Caciotta D Urbino in Murazzano

Pecorino Toscano, Caciotta D" Urbino in Murazzano so trije tradicionalni italijanski ov¢ji
siri z zas¢iteno oznacbo porekla. Sir Pecorino Toscano, ki ga iz polnomastnega ovcjega
mleka proizvajajo v Toskani, obstaja v dveh razliCicah, in sicer kot mehki sir (Pasta tenera
tip), ki zori 20-60 dni, in kot poltrdi sir (Pasta semidura tip), ki zori vsaj 4 mesece (Pirisi in
sod., 2011). Za mehki sir Caciotta D Urbino je znacilno, da ga izdelujejo iz 70-80 %
ov¢jega in 20-30 % kravjega, polnomastnega mleka. Po obliki je cilindricen in ima sladek
okus. Sir Murazzano pa je sveZi sir z mehko teksturo, ki ga proizvajajo bodisi iz ov¢jega
mleka bodisi iz meSanice ov¢jega (60 %) in kravjega (40 %) mleka (Medina in Nufez,
2004).

Dominantno mikrobno populacijo sirov Pecorino Toscano in Caciotta D Urbino
predstavljata rodova mezofilnih mle¢nokislinskih bakterij Lactobacillus spp. in
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Lactococcus spp., poleg njiju pa so v manjSem Stevilu prisotne Se bakterije rodov
Enterococcus in Streptococcus (Di Cagno in sod., 2011; Buccioni in sod., 2010).

2.2.3.4 Ricotta Romana

Ricotta Romana je svezi sir, zaSCiten z oznacbo porekla, ki ga izdelujejo iz sirotke
polnomastnega ov¢jega mleka na ozemlju deZele Lacij. V postopku izdelave sira segrevajo
sirotko na 80-85 °C in ji med procesom segrevanja dodajo do 15 % polnomastnega ovcjega
mleka. Ko potece toplotna koagulacija sirotkinih proteinov, se zacnejo na povrsini sirotke
pojavljati kosmici, ki jih previdno zberejo v plitva stoZcasta oblikovala in suSijo 8 do 24 ur
(Objava vloge za spremembo na podlagi ¢lena 6(2) Uredbe sveta (ES) st. 510/2006 o
zaSCiti geografskih oznacb in oznacb porekla za kmetijske proizvode in Zivila »Ricotta
Romana«, 2010; Pirisi in sod., 2011).

2.2.4 Spanski tradicionalni ov&ji siri

V Spaniji je leta 2010, po podatkih portala FAOSTAT (2012), populacija ovc Stela
18 551 500 glav, od katerith je bilo 3200000 glav mlec¢nih ovc, ki so proizvedle
585 190 ton mleka. Vecino ov¢jega mleka so porabili za proizvodnjo ovc¢jega sira, ki je
doti¢nega leta znaSala 49 700 ton (FAOSTAT, 2012).

Med ov¢&jimi siri, ki jih proizvajajo v Spaniji, je 6 sirov, ki so zas¢iteni z oznako PDO, in to
so: Manchego, Roncal, Idiazabal, Zamorano, La Serena in Torta del Casar (Medina in
Nuiiez, 2004).

2.2.4.1 Manchego, Idiazabal, Roncal in Zamorano

Manchego, Idiazdbal, Roncal in Zamorano so tradicionalni Spanski poltrdi do trdi siri
cilindri¢ne oblike, narejeni iz ov¢jega mleka, koaguliranega s sirilom Zivalskega izvora, ki
zorijo vsaj 6 mesecev. Idiazdbal in Roncal, ki ju izdelujejo na severu Spanije, sta izdelana
iz surovega ov&jega mleka, sira Manchego (centralna Spanija) in Zamorano (zahodna
Spanija) pa izdelujejo tako iz surovega kot tudi iz pasteriziranega mleka (Barron in sod.,
2005).

Mikrobno populacijo tradicionalno proizvedenga sira Manchego predstavljajo: Lac. lactis
subsp. lactis, Lac. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Lb. paracasei subsp. paracasei,
Lb. plantarum, Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum in Ent. faecalis (Ballesteros in
sod., 2000).
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Pérez Elortondo in sodelavci (1998) so v Spanskem siru Idiazdbal izolirali sledece
bakterijske vrste: Lac. lactis subsp. lactis, Lac. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis,
Lac. raffinolactis, Lb. plantarum, Lb. casei subsp. casei, Lb. casei subsp. rhamnosus,
Lb. curvatus in Leuc. lactis. Med enterokoki pa so Arizcun in sodelavci (1997)
identificirali vrste Ent. faecalis, Ent. faecium, Ent. durans in Ent. avium.

Mikrofloro Spanskega tradicionalnega sira Roncal sestavljajo bakterijske vrste: Str. lactis,
Lb. casei, Lb. plantarum, Leuc. dextranicum, Leuc. lactis, Ent. faecalis, Ent. faecium in
Ent. avium (Ordofiez in sod., 1980; Arizcun in sod., 1997). Prav tako pa so bile v siru
prisotne tudi tri vrste mikrokokov, ki so jih Ordofiez in sodelavci (1980) identificirali kot:
Micrococcus saprophyticus, M. lactis in M. roseus.

2.2.4.2 La Serena in Torta del Casar

V pokrajini Extremadura na zahodu Spanije proizvajajo tradicionalna poltrda sira La
Serena in Torta del Casar, ki sta zaS¢itena z oznacbo porekla. Izdelujejo ju iz surovega
polnomastnega ovc¢jega mleka, koaguliranega s sirilom rastlinskega izvora, ki ga
pridobivajo z maceracijo suhih cvetov osata (Cynara cardunculus) v vodi. V mleko ne
dodajajo starterskih kultur, saj fermentacijo sirov povzrocijo avtohtone bakterije, prisotne v
surovem mleku (Arqués in sod., 2006; Delgado in sod., 2010). Zorenje poteka pri 80 do
90 % relativni vlaZnosti, in sicer vsaj 60 dni (Martinez in sod., 2011).

V tradicionalnem siru La Serena imajo med mikrobno populacijo dominantno vlogo
bakterijske vrste Lac. lactis, Lb. casei, Lb. plantarum, Leuc. mesenteroides in Ent. faecium
(Del Pozo in sod., 1988). Prevladujoce mlec¢nokislinske bakterijske vrste v siru Torta del
Casar pa so: Lac. lactis subsp. lactis, Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum,
Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, Lb. curvatus, Lb. plantarum in Ent. faecalis
(Poullet in sod., 1993).

2.2.5 Portugalski tradicionalni ov¢ji siri

Portugalska ima moc¢no tradicijo proizvodnje ov¢jih sirov, ki jih po vecini Se dandanes
izdelujejo po tradicionalnih metodah, in sicer iz surovega ov¢jega mleka, brez dodatka
starterske kulture. Najbolj znani med njimi so Serra da Estrela, Serpa, Azeitao in Castelo
Branco, ki imajo poleg sirov Evora, Nisa in Terrincho zasciteno oznacbo porekla (Medina
in Nuiiez, 2004).
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2.2.5.1 Evorain Nisa

Evora in Nisa sta tradicionalna portugalska poltrda do trda sira s stausom PDO, ki ju v
provinci Alentejo, na jugu Portugalske, izdelujejo iz surovega ov¢jega mleka. Za
koagulacijo mleka uporabljajo rastlinsko sirilo v obliki vodnega ekstrakta suhih cvetov
osata (Cynara cardunculus). Zorenje, ki poteka pod vplivom avtohtone mikroflore
surovega mleka, traja pri siru Evora od 30 (za poltrdi tip) do 90 dni (za trdi tip), pri siru
Nisa pa vsaj 45 dni (Medina in Nuiiez, 2004).

Med prevladujoco mlecnokislinsko populacijo ov¢jega sira Evora sta Reis (1994, cit. po
Freitas in Malcata, 2000) in Cardoso (1995, cit. po Freitas in Malcata, 2000) identificirala
bakterijske vrste: Lb. plantarum, Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. delbrueckii subsp.
delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. curvatus,
Lac. lactis subsp. lactis, Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides in Pediococcus spp.

2.2.5.2 Azeitao in Castelo Branco

Tradicionalna poltrda sira Azeitao in Castelo Branco izdelujejo iz surovega ov¢jega mleka,
brez dodatka starterske kulture. Mleko koagulirajo s tekoCim ekstraktom suhih cvetov
osata (Cynara cardunculus), ki jith macerirajo v vodi. Sir Azeitao, ki ga proizvajajo v
okolici Lizbone, zori v dveh fazah, in sicer najprej 10 dni pri sobni temperaturi in 90 do
95 % relativni vlaznosti, nato pa Se 2 do 3 tedne pri temperaturi 10 do 15 °C in 85 do 90 %
relativni vlaznosti. Sir Castelo Branco, ki je dobil ime po istoimenskem okrozju, ki lezi v
portugalski pokrajini Beira Baixa, pa mora zoreti vsaj 40 dni pri temperaturi 8 do 14 °C in
80 do 90 % relativni vlaznosti (Medina in Nuiiez, 2004).

Najbolj pogoste vrste mle¢nokislinskih bakterij, ki so jih Mimoso in sod. (1990, 1992, cit.
po Freitas in Malcata, 2000) identificirali v ov¢jem siru Azeitao, so: Lac. lactis, Lb. casei
subsp. casei, Lb. casei subsp. pseudoplantarum, Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. curvatus,
Leuc. dextranicum, Leuc. mesenteroides in Leuc. lactis.

2.2.5.3 Terrincho

Terrincho je tradicionalni poltrdi sir s statusom PDO, ki ga na severovzhodu Portugalske
proizvajajo iz surovega ov¢jega mleka, koaguliranega s sirilom Zivalskega izvora, in brez
dodatka starterske kulture. Zorenje, pri katerem ima glavno vlogo avtohtona mikroflora iz
surovega mleka, poteka vsaj 30 dni pri temperaturi 5 do 12 °C in 80 do 85 % relativni
vlaznosti (Medina in Nuiflez, 2004; Pintado in sod., 2008).

Med mikrobno populacijo sira Terrincho prevladujejo mle¢nokislinske bakterije rodov
Lactococcus, Lactobacillus in Enterococcus (Pintado in sod., 2008).
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2.2.5.4 Serpain Serra da Estrela

Serpa in Serra da Estrela sta tradicionalna portugalska mehka sira. Izdelujejo ju iz surovega
ov¢jega mleka, ki ga koagulirajo z rastlinskim sirilom (Cynara cardunculus). Mleku ne
dodajajo starterske kulture, zato fermentacija sirov poteka pod vplivom avtohtonih bakterij,
prisotnih v surovem mleku (Medina in Nuilez, 2004; Reis in Malcata, 2011). Zorenje
na Portugalskem, poteka 30 do 45 dni (Medina in Nuiiez, 2004; Tavaria in sod., 2006), sir
Serpa, ki nosi ime po vasi Serpa, pa zori 30 do 40 dni, in sicer v dveh fazah. Najprej poteka
zorenje pri temperaturi 6 do 10°C in 95 do 100 % relativni vlaZnosti, nato pa pri
temperaturi 7 do 11 °C in 75 do 90 % relativni vlaznosti (Medina in Nufiez, 2004; Roseiro
in sod., 2003).

V ov¢jem siru Serpa prevladujejo mezofilne mlecnokislinske bakterije in enterokoki, med
rodovi pa sta najbolj dominantna rod Leuconostoc in rod Lactococcus (Barbosa, 2000, cit.
po Freitas in Malcata, 2000).

Lac. lactis, Ent. faecium in Leuc. mesenteroides so dominantne vrste mlec¢nokislinskih
bakterij, ki se poleg vrst Leuc. lactis, Lb. paracasei subsp. paracasei in Lb. plantarum
nahajajo v mehkem siru Serra da Estrela (Macedo in sod., 1997, cit. po Freitas in Malcata,
2000).

2.2.6 Slovenski tradicionalni ov¢ji siri

Kraski ov¢ji sir, Dolenjski ov¢ji sir in Bovski ov¢ji sir so tradicionalni slovenski trdi in
polnomastni ov¢ji siri, od katerih sta KraSki ov¢ji sir in Bovski ov¢ji sir zasCitena z
nacionalno oznacbo porekla (Bradesko, 2011). Vlogo za registracijo zas¢itene oznacbe
porekla na evropski ravni za Bovski sir je Drustvo rejcev drobnice Bovske posredovalo
tudi Evropski komisiji, ki jo je decembra leta 2011 objavila v Uradnem listu Evropske
unije (Objava vloge na podlagi ¢lena 6(2) Uredbe Sveta (ES) st. 510/2006 o zasciti
geografskih oznacb in oznacb porekla za kmetijske proizvode in Zivila »Bovski sir«, 2011).
V Sestih mesecih od objave v Uradnem listu EU lahko v skladu z Uredbo Sveta (ES) st.
510/2006 o zasciti geografskih oznacb in oznacb porekla (2006) katerakoli drzava €lanica
ali tretja drzava ugovarja registraciji. Ce pa EU Komisija ne prejme nobenih ugovorov, se
ime Bovski sir vpiSe v register zaS¢itenih oznacb porekla in s tem vlagatelj, se pravi
Drustvo rejcev drobnice Bovske, pridobi pravico do uveljavljanja zasc¢ite imena Bovski sir,
ki je kot registrirano ime zas¢iteno tako pred vsako zlorabo in posnemanjem izdelka kot
tudi pred vsako napacno ali zavajajoCo oznacbo izvora, porekla ali bistvenih lastnosti
proizvoda.
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2.2.6.1 Kraski ov¢ji sir

Tradicionalni slovenski trdi sir, ki nosi ime Kraski ov¢ji sir, se proizvaja iz polnomastnega
ov¢jega mleka, in sicer na aridnem obmocju Krasa, kjer se prepletata mediteranska in
celinska klima. Sir tradicionalno izdelujejo iz surovega ali termiziranega mleka, ki ga
koagulirajo pri temperaturi 31 do 33 °C z dodatkom siri$¢a, himozina ali himozin-pepsina.
Za startersko kulturo uporabljajo kisavo ali pa selekcionirane termofilne mle¢nokislinske
bakterije. Ko koagulum razrezejo na zrno velikosti pSenice, sirno zrno suSijo pri
temperaturi 38 do 42 °C do primerne klenosti. Zatem sirno zrno prenesejo v oblikovala in
sledi 12- do 18-urno stiskanje. Po stiskanju lahko sir solijo po postopku suhega soljenja, ki
traja 3 do 6 dni pri temperaturi 15 do 18 °C, ali pa uporabijo 24-urno soljenje v 20 %
slanici pri temperaturi 13 do 18 °C. Ko se sir odcedi in osusi, ga prenesejo v zorilnico, kjer
2 do 3 mesece, izjemoma 1 leto, zori pri temperaturi 15 do 18 °C in 75 do 85 % relativni
vlaZnosti (Rencelj in Perko, 2008).

Rodova Enterococcus in Lactobacillus tvorita prevladujoo mikrobno populacijo v
Kraskem ovc¢jem siru. Pomembno vlogo igra predvsem vrsta Ent. faecium, ki s svojo
prisotnostjo zelo koristno vpliva na zorenje sira. Med laktobacili prevladuje vrsta
Lb. paracasei, prisotne pa so tudi vrste Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. curvatus in
Lb. brevis (Rencelj in Perko, 2008; Canzek Majheni€ in sod., 2007).

2.2.6.2 Dolenjski ov¢ji sir

Dolenjski ov¢ji sir je tradicionalni slovenski trdi sir, ki ni zaSiten z nacionalno oz.
evropsko shemo kakovosti, saj do sedaj Se ni bil proucevan in obravnavan. Prvi detajlni
opisi omenjenega sira so bili narejeni Sele v okviru projekta SEE-ERA.NET.

Dolenjski ov¢ji sir izdelujejo iz polnomastnega surovega ali termiziranega ovc¢jega mleka,
ki mu v podporo naravni mikrobioti mleka dodajo termofilno startersko kulturo
mlec¢nokislinskih bakterij. Koagulacija mleka poteka pri temperaturi 32 °C z dodatkom
siriS§¢a, himozina ali himozin-pepsina. Po 30 do 45 minutah ¢vrst koagulum razrezejo na
sirno zrno velikosti leSnika, ki se med 30-minutno fazo suSenja pri temperaturi 42 do 45 °C
zmanjSa na velikost graha. Suho sirno zrno polnijo v oblikovala in zatem sledi 10- do 14-
urno stiskanje pri obteZitvi 3 kg/kg sira. Po stiskanju lahko sir bodisi 24 ur solijo v 22 %
slanici, bodisi ga 2 dni solijo po suhem postopku pri temperaturi 15 °C. Za oblikovanje
aromati¢ne in polne do rahlo pikantne arome mora sir zoreti vsaj 60 dni pri temperaturi 13
do 15 °C in 75 do 80 % relativni vlaznosti (Rogelj, 2012).
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2.2.6.3 Bovski ov¢ji sir

Med slovenskimi ov¢jimi siri je vsekakor najbolj znan Bovski sir, ki sodi med trde sire in
je zasciten z nacionalno oznacbo porekla (ZOP). Izdelan je iz surovega polnomastnega
ov¢jega mleka, ki se mu lahko doda tudi do 20 % kravjega ali kozjega mleka (Fischione,
1998; Objava vloge na podlagi ¢lena 6(2) Uredbe Sveta (ES) st. 510/2006 o zasciti
geografskih oznacb in oznacb porekla za kmetijske proizvode in Zivila »Bovski sir«, 2011).

Proizvodnja Bovskega sira je omejena na obdobje laktacije ovc avtohtone pasme Bovska
ovca. Za izdelavo sira uporabljajo zorjeno vecerno mleko, ki mu pred usirjanjem lahko
dodajo tudi sveze jutranje mleko. MeSanico veCernega in jutranjega mleka segrejejo na 35
do 36 °C, ji dodajo startersko kutluro in toliko siriS§¢a v prahu (himozin-pepsin), da mleko
koagulira v 30 do 45 minutah. Namesto starterske kulture in siriS¢a v prahu se lahko
uporablja tudi naravno siri$¢e kot edini dodatek. Koagulum nato zdrobijo na sirna zrna
velikosti fizola ali graha, ki jih 15 do 30 minut suSijo pri temperaturi 44 do 49 °C, da
doseZejo velikost zrna pSenice in postanejo klena. Sirnino nato preloZijo v oblikovala in jo
4 do 6 ur stiskajo. Po stiskanju lahko sir 34 do 47 ur solijo v 20 % slanici pri temperaturi
14 do 16 °C, lahko pa se sirarji posluzujejo 5- do 6-dnevnega postopka suhega soljenja z
grobo morsko soljo. Za razvoj znacilne aromati¢ne, polne, intenzivne in rahlo pikantne
arome, ki je ob dodatku kravjega ali kozjega mleka nekoliko milejSa, mora sir po soljenju
zoreti vsaj 2 meseca, najvec pa 2 leti (Objava vloge na podlagi ¢lena 6(2) Uredbe Sveta
(ES) st. 510/2006 o zasciti geografskih oznacb in oznacb porekla za kmetijske proizvode in
zivila »Bovski sir«, 2011; Rogelj, 2012).

2.3 MOLEKULARNE METODE ZA PROUCEVANJE MIKROBNIH POPULACI V
SIRIH

Proucevanje pestrosti in dinami¢nosti mikroorganizmov med proizvodnjo in zorenjem sira
je pomembno zaradi iskanja povezave med prisotnostjo dolocenih bakterijskih vrst in/ali
sevov ter njithovim vplivom na specifien okus in senzori¢ne lastnosti kon¢nega produkta.
Tradicionalno so bile raziskave o pestrosti mikrobne zdruzbe v sirih omejene na
njihovi nadaljnji identifikaciji na ravni rodu/vrste s pomocjo fenotipske karakterizacije.
Ceprav so takine metode lahko dokaj ob¢uljive, pa ne dopuséajo vedno razlikovanja med
vrstami ali sevi niti odkrivanja filogenetskih odnosov med dolo¢enimi skupinami bakterij
(Randazzo in sod., 2009). Zato so v zadnjih dveh desetletjih mikrobiologi za ugotavljanje
mikrobne pestrosti zaceli uporabljati razlicne molekularne metode (Justé in sod., 2008),
katerih uporaba se je, po njithovem nadaljnjem razvoju in izboljSavah, izkazala za moc¢no
orodje pri dolocanju strukture mikrobnih zdruzb v razlicnih okoljih in pri opazovanju
sprememb v mikrobnih skupnostih. Tako imamo dandanes za proucevanje mikrobnih
populacij v sirih na voljo Sirok nabor molekularnih pristopov, ki jih lahko razdelimo na:

= gojitveno odvisne metode, ki temeljijo na kultivaciji bakterij ter fenotipski in

molekularni identifikaciji, in na
= gojitveno neodvisne molekularne metode (Randazzo in sod., 2009).
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2.3.1 Metode, ki zahtevajo predhodno gojenje mikrobnih populacij

Metode, ki zahtevajo predhodno gojenje mikrobnih populacij (angl. culture-dependent
methods), v osnovi razdelimo na fenotipizacijske in genotipizacijske metode (Smole
Mozina, 2003; Temmerman in sod., 2004).

Fenotipizacijske metode temeljijo na razlikovanju mikroorganizmov na podlagi izrazenih
lastnosti in se uporabljajo pri preiskovanju razli¢énih metabolnih oz. fizioloSkih lastnosti
(biotipizacija), obcutljivosti za fage (fagotipizacija), tipizaciji antigenov (serotipizacija) in
podobno (Smole MoZina, 2003). Predvsem v industrijski ali uporabni mikrobiologiji se
fenotipski testi Se vedno uporabljajo za rutinsko identifikacijo mlecnokislinskih bakterij
(povezanih s hrano), saj vkljuCujejo morfoloSko in fiziolosko karakterizacijo, modele
fermentacije ogljikovih hidratov in profiliranje proteinov. Fenotipizacijske metode so
priljubljene zato, ker so cenovno bolj ugodne v primerjavi z genotipizacijskimi metodami
in ne zahtevajo posebne opreme za opravljanje vecine testov (Temmerman in sod., 2004).
Njihove slabosti pa vkljucujejo slabo ponovljivost, nezmoznost tipiziranja ve¢jega Stevila
sevov (v primerjavi z genotipizacijskimi metodami) in nizko taksonomsko resolucijo, ki
pogosto dopusca le razlikovanje na ravni rodu (McCartney, 2002; Smole MozZina, 2003).
Od fenotipizacijskih metod se komercialno najbolj uporabljata identifikacijska sistema API
(BioMérieux, Francija) in BIOLOG, za bolj zanesljivo in ponovljivo fenotipizacijsko
identifikacijsko metodo pa velja poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil
sulfatom (SDS-PAGE), pri kateri poteka locevanje proteinov na osnovi njihove
molekulske mase (Temmerman in sod., 2004).

Drugo skupino gojitvenih metod predstavljajo Stevilne, hitro razvijajoce se molekularno
tipizacijske tehnike, ki omogocajo identifikacijo in klasifikacijo bakterij na ali blizu ravni
seva (McCartney, 2002). Med temi tehnikami so najmo¢nejSe molekularne metode, znane
kot DNA »fingerprinting« tehnike, med katerimi se za identifikacijo in genotipizacijo
izolatov mlec¢nokislinskih bakterij, izoliranih iz razli¢nih fermentiranih Zivil ali ¢loveSkega
gastrointestinalnega trakta, najpogosteje uporabljajo (makro)restrikcijska analiza
kromosomske DNA z gelsko elektroforezo v utripajoCem polju (PFGE), restrikcijska
analiza pomnozenih fragmentov DNA z metodo PCR, pomnozevanje DNA z naklju¢nimi
oligonukleotidi (RAPD) in AFLP oz. pomnoZevanje predhodno razrezane mikrobne DNA
z izbranimi restrikcijskimi encimi (McCartney, 2002; Smole Mozina, 2003). Te
molekularno-genetske metode temeljijo na proufevanju genoma mikroorganizmov, ki je
najmanj odvisen od dejavnikov okolja in kot tak predstavlja najbolj neodvisno merilo za
primerjavo mikroorganizmov (Smole Mozina, 2003). Kljub temu pa imajo
»fingerprinting« tehnike tudi slabe strani, med katere sodijo predhodna kultivacija, vecji
stroSki, drazja oprema in razli¢ne omejitve metod PCR pri proucevanju meSane mikrobne
populacije, ki vkljuCujejo pomanjkljive ali preferencne celi¢ne lize, inhibicijo PCR ter
diferencialno pomnoZevanje in oblikovanje navideznih produktov PCR. Dolocene
pomanjkljivosti metod PCR so se z nadaljnjim tehnoloSkim razvojem Ze zmanjSale in/ali
omilile, saj so se pojavile nove strategije, kot so npr. vklju¢evanje moderatorjev PCR v
reakcijo, izvajanje ve€ reakcij z razli¢nimi seti ‘univerzalnih’ zacetnih oligonukleotidov ali
nadzorovanje pogojev PCR, kot sta Stevilo ciklov in ¢as podaljSevanja verige (McCartney,
2002).
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Izbira najbolj ustrezne genotipizacijske metode je najbolj odvisna od stroskov, visoke
proizvodne zmogljivosti in ponovljivosti genomskih »prstnih odtisov« (McCartney, 2002).

2.3.2 Metode, neodvisne od gojenja mikrobnih populacij

Ker se gojitvene metode zanaSajo na sposobnost izolacije in kultivacije izolatov
mikroorganizmov iz dolo¢enih Zivil oz. vzorcev iz okolja, imajo doloCene omejitve, kot je
na primer razlicna stopnja revitalizacije (poSkodovanih) celic, saj skupek pridobljenih
izolatov vedno ne odraza dejanske mikrobne sestave vzorca (Ampe in sod., 1999). Poleg
tega so tehnike, ki zahtevajo predhodno gojenje mikrobnih kultur, tudi dokaj zahtevne,
dolgotrajne in imajo slabo ponovljivost, saj nimamo dovolj ustreznih selektivnih
izolacijskih gojiS¢, na primer za izolacijo bifidobakterij, ki potrebujejo anaerobno
kultivacijo (Roy, 2001).

Do razvoja metod, ki so neodvisne od predhodne kultivacije (angl. culture-independent
methods), je prislo zato, da bi se z njimi izognili oviram klasi¢nih kultivacijskih metod pri
analizi mikrobne populacije (Vaughan in sod., 2002). Najvecja omejitev klasi¢nih metod je
namre¢ pomanjkanje znanja o dejanskih pogojih, pod katerimi raste veCina bakterij v
njihovem naravnem habitatu, in s tem povezane teZave pri razvoju gojiS¢ za kultivacijo, ki
bi natan¢no posnemala te pogoje (Ercolini, 2004). Prednost nekultivacijskih metod je v
tem, da so bolj zanesljive in Casovno manj zamudne, saj ne zahtevajo predhodne izolacije
in kultivacije mikroorganizmov (Temmerman in sod., 2004).

Med gojitveno neodvisne metode sodijo:

* poliakrilamidna gelska elektroforeza v denaturirajo¢em gradientu
(DGGE) v kombinaciji z metodo PCR ali metodo RT-PCR,

* temperaturna gradientna gelska elektroforeza (TGGE) v
kombinaciji z metodo PCR ali metodo RT-PCR,

* polimorfizem dolzin terminalnih restrikcijskih  fragmentov

(T-RFLP) v kombinaciji z enoveriznim konformacijskim

polimorfizmom (SSCP),

sekvenciranje genov za 16S rRNA,

fluorescentna in situ hibridizacija,

dot-blot hibridizacija,

pretocna citometrija (Randazzo in sod., 2009).

* ¥ ¥ ¥
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2.3.2.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v denaturirajoem gradientu

Poliakrilamidna gelska elektroforeza v denaturirajoCem gradientu (DGGE) verjetno sodi
med najbolj uporabljene nekultivacijske pristope (Ercolini, 2004) za neposredno doloCanje
genetske raznolikosti kompleksnih mikrobnih populacij (Muyzer in sod., 1993). Muyzer in
sod. (1993) so metodo uporabili v mikrobni ekologiji, kjer je postala cenjeno orodje tako
za identifikacijo mikroorganizmov kot za Studij strukture in razvoja mikrobnih zdruZzb tal,
morja, rek in jezer, prebavnega trakta, Cistilnih naprav, insektov, klini¢nih vzorcev itd.
Kasneje se je aplikacija tehnike PCR-DGGE razsirila tudi v Zivilsko mikrobiologijo, kjer je
spodbudila zivilske mikrobiologe k prou¢evanju mikrobne fermentacije v zivilih in s hrano
povezanih ekosistemih (Ercolini, 2004).

DGGE je metoda, ki je neodvisna od kultivacije in predstavlja elektroforetski nacin
odkrivanja razlik med fragmenti 16S rDNA, ki smo jih predhodno pomnoZili s PCR. S to
tehniko lo¢ujemo enako dolge pomnoZzke na podlagi razlik v zaporedju DNA, pri ¢emer
lahko teoreti¢no odkrijemo spremembe enega samega nukleotida (Muyzer in sod., 1993).
Locitev temelji na zmanjSani elektroforetski mobilnosti delno denaturirane dvoveriZne
molekule DNA (dsDNA) v poliakrilamidnem gelu z linearnim denaturacijskim
gradientom. Pri potovanju po gelu DGGE je namrec¢ molekula dsDNA izpostavljena vedno
vecji koncentraciji denaturacijskih sredstev (meSanica uree in formamida), ki vpliva na
taljenje fragmentov DNA. Le-to se pricne na mestu DNA, ki ga imenujemo domena
taljenja (angl. melting domain) in zastopa odseke baznih parov z identi¢no temperaturo
talis¢a (Tp,; angl. melting temperature). Ko domena DNA, z najniZjo temperaturo talisca,
doseZe na poliakrilamidnem gelu dolo¢eno mesto, ki ustreza njeni temperaturi talis¢a (Ty,),
se dsDNA na mestu domene razcepi v enoverizno DNA (ssDNA) in migracija molekule se
upocasni in na koncu prakti¢no ustavi. Zato se enako dolgi fragmenti DNA z razli¢nimi
zaporedji nukleotidov ustavijo na razlicnih mestih v gelu, saj imajo domene DNA z
razlicnimi zaporedji nukleotidov razlicno temperaturo taliS¢a, na katero vpliva
koncentracija denaturacijskih sredstev v gelu DGGE (Muyzer in Smalla, 1998; Muyzer,
1999; Ercolini, 2004).

Z metodo DGGE locujemo kratke fragmente DNA, ki vsebujejo do 500 bp, njihov polozZaj
v gelu DGGE pa je odvisen od zaporedja nukleotidov in od vsebnosti gvanina in citozina
(Muyzer in Smalla, 1998; Temmerman in sod., 2004). Obculjivost metode DGGE zelo
pove€amo, ¢e na 5° konec enega od zacetnih oligonukleotidov, ki jih uporabimo v PCR,
dodamo GC-cCeljust (angl. GC-clamp), ki vsebuje 30 do 50 baznih parov dolgo zaporedje
nukleotidov z visoko vsebnostjo gvanina in citozina. GC-Celjust namre¢ deluje kot domena
DNA z visoko temperaturo talis¢a (Ty,), ki med elektroforezo preprecuje popoln razpad
dvoverizne DNA na dve loCeni verigi (Muyzer in Smalla, 1998). Tako novonastala, delno
denaturirana molekula DNA, po delni denaturaciji v ustrezni koncentraciji denaturanta v
gelu DGGE, ostane na mestu in ne potuje ve¢ naprej (Ferris in sod., 1996).

Po koncani elektroforezi obarvamo proge DNA (angl. DNA bands) na gelu DGGE z
etidijevim bromidom oz. barvilom SYBR Green I, ki omogo¢a opazovanje tudi manj
dominantnih fragmentov DNA (Muyzer in Smalla, 1998), ter primerjamo poloZaj
posameznih prog DNA s polozajem prog DNA referencnih sevov, ki jih na gel DGGE
nanesemo kot marker, in tako identificiramo vrsto mikroorganizma (Ercolini, 2004). Za



23
Grohar E. Kemijske in mikrobioloske znacilnosti avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

nadaljnjo karakterizacijo opazovanih prog DNA lahko fragmente DNA tudi izrezemo iz
gela DGGE, jih znova pomnoZimo in s sekvenciranjem dolo¢imo zaporedje nukleotidov, ki
ga nato primerjamo z bazo podatkov v genski banki. Tako lahko analiziramo kompleksne
mikrobne populacije iz naravnih okolij (Muyzer in sod., 1993; Ercolini, 2004).

Vzorec analiziranega zivila
ali vzorec iz okolja

Skupna DNA, vklju¢no z
mes$anico mikrobne DNA iz
razli¢nih vrst

regij ribosomalne DNA (rDNA)

oo
o
PomnozZevanje variabilnih
s PCR

Mesanica pomnozkov
DNA iz razli¢nih
mikrobnih vrst (enako
dolgi pomnozki DNA z
razli¢nim zaporedjem
nukleotidov)

ﬂ Analiza DGGE
Vzoréno-specifi¢ni

prstni odtis w

(angl. fingerprint)

Ciscenje prog DNA in sekvenciranje
Primerjalna analiza sekvenc DNA z
znanimi sekvencami DNA iz
podatkovne baze

Identifikacija
mikrobnih vrst

Slika 7: Shema poteka metode PCR-DGGE (Ercolini, 2004: 300)
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3 MATERIAL IN METODE

Z diplomsko nalogo smo Zeleli dolociti pestrost in dinami¢nost dominantne bakterijske
populacije v Kraskem, Bov§kem in Dolenjskem ovc¢jem siru po 0, 30 in 60 dneh zorenja,

kot tudi analizirati fizikalno-kemijske lastnosti teh sirov po razli¢nih ¢asih zorenja.

3.1 POTEK DELA

Slika 8: Shematski prikaz poteka kemijskih in mikrobioloskih analiz ov¢jih sirov

Ovji siri
[
i v
Kemijska Mikrobioloska
analiza analiza
Priprav.a . Priprava reprezentativnih
reprezentativnih vzorcev in razredgitev
vzorcev
Dolo¢anj .. .. jise jisc
olocanje Gojisce Gojisce Gojisce Gojiste
vsebnosti [« ROGOSA KAA M17 M17
masdobe 30°C 42°C
Doloc¢anje | ‘ ‘ ‘
» vsebnosti
beljakovin i
Dolocanje
vsebnosti [ Stetje
suhe snovi
Doloc¢anje L
vsebnosti soli A -
Izpiranje kolonij —
Izracun priprava konzorcijev
mascobe v «— bakterij
suhi snovi
Izracun i
VS@bnOS.ti Izolacija genomske
vode v siru DNA iz konzorcijev
in vsebnosti bakterij
vode v
nemastni
snovi sira
Izvedba PCR
DGGE
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Vzorci avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov

Po 0, 30 in 60 dneh zorenja smo analizirali devet vzorcev tradicionalnih ov¢jih sirov, in
sicer tri s podrocja Krasa, tri iz Dolenjske in tri iz okolice Bovca.

Vzorci Kraskega ov¢jega sira so oznaceni z oznakami K, K5 in K.

Vzorci Dolenjskega ovéjega sira so oznaceni z oznakami Dj, D5 in Ds.

Vzorci Bovskega ov¢jega sira so oznaceni z oznakami B, B, in Bs.

3.2.2 Gojisc¢a, raztopine in kemikalije

3.2.2.1 Trdno gojis¢e ROGOSA

Po navodilih proizvajalca Merck iz Nemcije smo v ve¢ steklenick zatehtali 14,9 g gojisca
ROGOSA v prahu in dodali 200 ml deionizirane vode Mili Q. Do popolne raztopitve
agarja smo steklenicke z gojiS¢em segrevali v mikrovalovni pecici, saj gojis¢a ROGOSA
ne avtoklaviramo. Raztopljenemu gojisc¢u smo dodali 0,260 ml 96-odstotne ocetne kisline
(Merck, Darmstadt, Nemcija).

Gojisce uporabljamo za izolacijo in dolocanje Stevila laktobacilov.

3.2.2.2 Trdno gojis¢e KAA

Po navodilih proizvajalca Merck iz Nemcije smo v ve¢ steklenick zatehtali 9,5 g gojisc¢a
Kanamycin Aesculin Azid (KAA) v prahu ter dodali 200 ml deionizirane vode Mili Q.
Steklenicke z gojis¢em smo premesali ter jih 15 minut avtoklavirali pri temperaturi 121 °C.

Gojisce KAA uporabljamo za izolacijo in dolo¢anje Stevila enterokokov.
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3.2.2.3 Trdno gojisce M17

Po navodilih proizvajalca Merck iz Nemcije smo v ve¢ steklenick zatehtali 11 g gojiSca
M17 in ga dopolnili z 200 ml deionizirane vode Mili Q. Steklenicke z gojisS¢em smo
premesali ter jih 15 minut avtoklavirali pri temperaturi 121 °C.

Gojis¢e nam sluzi za izolacijo in doloCanje Stevila mezofilnih in termofilnih
mlec¢nokislinskih  kokov  (rodovi  Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc ter
Streptococcus).

3.2.2.4 Raztopina dikalijevega hidrogenfosfata (KoHPO,)

Za pripravo zacetne suspenzije vzorcev sira smo uporabili raztopino dikalijevega
hidrogenfosfata, ki smo jo pripravili tako, da smo 20 g K,HPO, (Merck, Darmstadt,
Nemcija) dodali v 1000 ml deionizirane vode Mili Q in premesali na magnetnem mesalu.
Ko se je sol raztopila, smo s pomoc¢jo 1 M HCI ali 1 M NaOH uravnali vrednost pH na
7,5 £ 0,2 pri 25 °C. Raztopino K;HPO4 smo 15 minut sterilizirali pri temperaturi 121 °C,
nato pa jo temperirali na 42 °C (ISO 8261/IDF 122: 2001).

3.2.2.5 Ringerjeva raztopina % jakosti

Ringerjevo raztopino smo pripravili tako, da smo po dve Ringerjevi tabletki (Merck,
Darmstadt, Nem¢ija) dodali v 1000 ml deionizirane vode Mili Q in toliko ¢asa raztopino
meSali na magnetnem meSalu, da sta se tabletki raztopili. Zatem smo po navodilih
proizvajalca Merck s pomoc¢jo 1 M HCI ali 1 M NaOH uravnali vrednost pH na 6,9 £ 0,1
pri temperaturi 25 °C. Tako pripravljeno raztopino smo po 9,4 ml z dispenzorjem dozirali
v epruvete, ki smo jih zatem 15 minut sterilizirali pri 121 °C. Po sterilizaciji je v epruvetah
ostalo 9,0 ml £ 2 % Ringerjeve raztopine (ISO 8261/IDF 122: 2001).

3.2.2.6 Kemikalije

e amilni alkohol (CsH;;OH), gostota pri temperaturi 20 °C je 0,808 — 0,818 g/ml
e amonijev feri (III) sulfat [nasi¢ena raztopina NH4Fe(SO4);]
e APS, amonijev persulfat, 10 % (Sigma Chemical, St. Louis, ZDA)

® Dborova kislina (H;BO3) z masno koncentracijo 40,0 g/l



27
Grohar E. Kemijske in mikrobioloske znacilnosti avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

e deioniziran formamid, 40 % (Fluka BioChemika, §Vica)

e duSikova (V) kislina (HNO3), ki ima pri temperaturi 20 °C gostoto 1,40 —
1,42 g/ml, kar ustreza 66,9 — 71,6 (ut.) %

e EDTA, etilendiamintetraocetna kislina, 0,05 M in 0,5 M, pH = 8,0 (Sigma
Chemical, St. Louis, ZDA)

e ctanol, 70 % (Merck, Darmstadt, Nemcija)

e glicerol (Merck, Darmstadt, Nemcija)

¢ glukoza (Kemika, Hrvaska)

® izopropanol (Merck, Darmstadt, Nemcija)

e kalijev ali amonijev tiocianat (0,1 M KSCN ali 0,1 M NH4SCN)

e kalijev permanganat (KMnOQOy)

e Kjeldahl tablete, ki vsebujejo kalijev sulfat kot katalizator

¢ klorovodikova kislina (HCI) z molarno koncentracijo (0,1 £ 0,0005) mol/l
® kremencev pesek

* magnezijev klorid — MgCl, (Promega, Madison, ZDA)

® mesSanica akrilamida in bisakrilamida z razmerjem 37:1 (Sigma Chemical, St.
Louis, ZDA)

¢ natrijev hidroksid (NaOH) brez dusika (kon¢na raztopina je priblizno 40 %)
e ocetna kislina, 96 % (Merck, Darmstadt, Nemcija)

e preciScena voda Mili Q (Millipore S.A., Francija)

e raztopina vodikovega peroksida (priblizno 30 g H;O; na 100 ml)

e gsaharoza z vsebnostjo dusika najve¢ do 0,002 %

e grebrov nitrat (0,1 M AgNO3)

e standardna raztopina amonijevega sulfata [(NH4)>SO4]

e standardna raztopina triptofana (C;H;2N>0,)

e pufer TAE: pripravili smo 50-kratno zaloZno raztopino iz 242,0 g TRIS baze
(Sigma Chemical, St. Louis, ZDA), 57,1 ml ledocetne kisline (Merck,
Darmstadt, Nemcija) in 100,0 ml 0,5 M ETDA, pH = 8,0 (Sigma Chemical, St.
Louis, ZDA), ki smo jo pred uporabo razredc¢ili z vodo v razmerju 1:50
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3.2.3

TEMED oz. N,N,N",N"- tetrametiletilendiamin (Sigma Chemical, St. Louis,
ZDA)

urea, 7 M (Kemika, Hrvaska)

zveplova (VI) kislina (H,SOy), 98 %, za dolocanje dusika, ki ima pri
temperaturi 20 °C gostoto 1,84 g/ml

zveplova (VI) kislina (H,SO,), gostota pri temperaturi 20 °C znasa
1,522 + 0,005 g/ml, kar ustreza 61,72 — 62,63 (ut.) %

Reagenti in encimi za izolacijo DNA ter za metodi PCR in DGGE

barvilo DNA:
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Paisley, Velika Britanija)

dNTP — mesanica deoksiribonukleotidov za PCR, 0,1 mM, (MBI Fermentas,
Litva)

komplet za metodo PCR:
GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, ZDA)
GoTag® DNA Polymerase (Promega, Madison, ZDA)

komplet za izolacijo genomske DNA:
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, ZDA)

lizocim — izoliran iz jajénega beljaka (10 mg/ml; Sigma Chemical, St. Louis,
ZDA)

mutanolizin (2500 U/ml; Sigma Chemical, St. Louis, ZDA)

univerzalna zacetna oligonukleotida, ki smo ju uporabili pri metodi PCR, sta
bila naro€ena pri podjetju Invitrogen Life Technologies (Paisley, Velika
Britanija) in sta navedena v Preglednici 1.
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Preglednica 1: Zacetna oligonukleotida, uporabljena pri metodi PCR

Oznaka zacetnega Specificnost Zaporedje nukleotidov Vir
oligonukleotida | “P (5' = 3"
CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC .
HDA 1-GC Eubacteria | GGG GCG GGG GCA CGG GGG Gac | Yalter in sod.,
TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 2000
HDA2 Eubacteria | GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA C Walt;ggz)”d"

3.2.4 Referencni bakterijski sevi

Referencne bakterijske seve, ki so navedeni v Preglednici 2, smo v analizi DGGE uporabili

kot markerje.

Preglednica 2: Imena in izvor referenc¢nih bakterijskih sevov

Bakterija Izvor

Bacillus cereus IM 199
Bifidobacterium animalis LMG 10508
Bifidobacterium bifidum LMG 11041
Enterococcus faecalis LMG 7937"
Lactobacillus plantarum NCDO 1193
Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103

Legenda:

LMG: Laboratorium voor Mikrobiologie, Universiteit Gent, Belgium;

NCDO: National Collection of Dairy Organisms;

ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, USA;

IM: Mikrobna zbirka Katedre za mlekarstvo, Biotehniska fakulteta, Ljubljana;
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3.2.5 Laboratorijska oprema

avtoklav: A-21 CA (Kambic)
avtomatska titracijska enota: Metrohm 702 sm titrino
brezprasna komora ali laminarij: M12 (Iskra P1O)
centrifugi:

EBA 12 (Hettich Zentrifugen)

mikro 22R (Hettich Zentrifugen)
&istilna enota oz. scrubber: Biichi scrubber B-414 (Svica)
destilacijska enota: Biichi destillation unit B-324 (Svica)
digestorij: Modelle 80 (Waldner)
dispenzor

eksikator

elektroforezni sistem: D GENE™ Denaturing Gel Electrophoresis System
(Bio-Rad, Hercules, California, ZDA)

elektronski Stevec kolonijskih enot: ESKO (Labo, Slovenija)
gnetilnik: BagMixer (Interscience)

grelna plosca

hladilnik

inkubatorji oz. termostatirane zracne komore:
BT150 (Marjan Krokter)
BTE-S (Termo-medicinski aparati)
Certomat HK (Braun Biotech)
G25 New (Brunswick Scientific)
Sutjeska (Fabrika medicinskih uredaja i instrumenata, Beograd)

magnetni meSalec z grelcem
mikrovalovna pecica: 32 L (Bosch)

naprava za izvedbo PCR: cikli¢ni termostat MyCycler™ Thermal Cycler
(Bio-Rad, Hercules, California, ZDA)

pH-metra:
MP 220 (Mettler Toledo)
MP 120 (Mettler Toledo)
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3.2.6

e plinski gorilnik
e razklopna enota oz. razklopni blok: Biichi K424 (Svica)
e stresalnik: Mini-BeadBeater™ (BioSpec Products)

e suSilnik

e tehtnice:
AT 400 (Mettler Tolgdo)
EB 300M (Tehtnica Zelezniki)
P1200 (Mettler Toledo)

® titrator

e UV-transiluminator: ChemiGenius® Bio-Imaging Gel Doc System
(Syngene, Cambridge, Velika Britanija)

® vodni kopeli:
0925095 MK (Marjan Krokter)
9205 193 (Anton Kambic)

e vrtinénik: Vibromix 10 (Tehtnica)

e zamrzovalnik

Laboratorijski material

¢ aluminijasta folija

® bireta

e Dbutirometer po van Guliku z zamaskom
® epruvete

® erlenmajerice

® Kkovinske posodice za suSenje v suSilniku
* merilni valj

¢ mikrocentrifugirke Eppendorf

® noz

® petrijeve plosce
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3.2.7

® pinceta

® pipete s plasticnimi nastavki
e plasti¢ne epruvete s pokrovékom
® prozorne, sterilne vrecke

¢ razklopne epruvete

e gpatula

e steklena bucka

e steklena palcka

e steklenicka

e stojalo za epruvete

® stojalo za mikrocentrifugirke
e stojalo za vreCke

e strgalnik

e Skatle in vrecke za ustvarjanje anaerobnih pogojev:
GENbag anaer (BioMérieux, Francija)
GENbox anaer (BioMérieux, Francija)

e tesnilo za vrecke

o 7licka

Racunalniski programi
¢ racunalniSki program za obdelavo fotografij GeneSnap (Syngene, Cambridge,

Velika Britanija)

¢ racunalniSki program za statisticno obdelavo podatkov BioNumerics (Applied
Maths, Belgija)

¢ racunalniSki program Microsoft Office Excel
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3.3 METODE

3.3.1 Kemijske analize

Kemijske analize, ki zajemajo doloCanje vsebnosti mascobe, beljakovin, suhe snovi in soli
kot NaCl v vzorcih sira, smo izvedli po 0, 30 in 60 dneh zorenja ov¢jih sirov.

3.3.1.1 Dolocanje vsebnosti masc¢obe v siru

Vsebnost mascobe smo merili po referenc¢ni Van Gulik metodi (ISO 3433/IDF 222: 2008).
Vse vzorce sira smo analizirali v 2 paralelkah, Cistost reagentov pa preverili s slepim
vzorcem, ki je vseboval samo Zveplovo (VI) kislino in amilni alkohol, brez sira.

Postopek:

V starirano ¢aSo butirometra smo zatehtali 3 +0,005 g vzorca, dodali v butirometer
priblizno 10 ml zveplove (VI) kisline z gostoto 1,522 0,005 g/ml, da je bila caSica z
vzorcem prekrita s kislino, in butirometer postavili v vodno kopel na temperaturo
6512 °C, da se je sir popolnoma raztopil. Nato smo dodali 1 ml amilnega alkohola in
toliko zveplove (VI) kisline, da je nivo tekoCine segal do vrha skale butirometra. Vsebino

smo dobro premeSali, 10 minut centrifugirali pri 350 £ 50 g in odcitali rezultat v % (ISO
3433/IDF 222: 2008).

3.3.1.2 Dolocanje vsebnosti beljakovin v siru

Beljakovine smo dolocali s semi-mikro hitro metodo za doloCanje duSika v mleku in
mlecnih izdelkih, ki temelji na principu razklopa vzorca v razklopnem bloku (ISO 8968-
3/IDF 20-3: 2004). Vse vzorce sira smo analizirali v 2 paralelkah, Cistost reagentov pa
preverili s slepim vzorcem, ki je namesto sira vseboval 2 ml destilirane vode in 0,20 g
saharoze (ISO 8968-3/IDF 20-3: 2004).

Postopek:

Vzorec sira smo v vodni kopeli segreli na 38 do 40 °C in ga ohladili na sobno temperaturo
oz. na 20 °C. V razklopno epruveto smo dodali Kjeldahl tableto (7 g kalijevega sulfata),
0,2 g sira in 10 ml 98 % Zveplove (VI) kisline. Vsebino smo premeSali, dodali 5 ml
vodikovega peroksida, pocakali 15 minut in postavili razklopno epruveto v razklopni blok
za 1,5 ure. Po kon¢anem razklopu (turkizno zelena barva) smo z destilacijo z vodno paro,
ob dodatku presezne koli¢ine natrijevega hidroksida, sprostili amoniak iz amonijevega
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sulfata in ga lovili v predlozko s prebitkom borove kisline. Nato smo s potenciometricno
titracijo doloc€ili kon¢no tocko titracije amoniaka (pri pH 4,6) s standardno raztopino
klorovodikove kisline (ISO 8968-3/IDF 20-3: 2004).

Vsebnost duSika je podana kot masni delez v g/100 g vzorca (%), vsebnost beljakovin pa
izraCunamo tako, da dobljeno vrednost pomnoZzimo s faktorjem 6,38.

IzraCun:
_ 1,4007(Vs— V)M,
Wy = o ..(D)
wy  vsebnost dusika v vzorcu (g/100 g)
Vs prostornina (v mililitrih) standardne raztopine klorovodikove kisline, porabljene pri
potenciometri¢ni titraciji vzorca, izrazena na 0,05 ml natan¢no
Vi prostornina (v mililitrih) standardne raztopine klorovodikove kisline, porabljene pri
potenciometricni titraciji slepega vzorca, izraZena na 0,05 ml natancno
M, natancna molarnost standardne raztopine klorovodikove Kkisline, izrazena na 4
decimalna mesta
m masa vzorca (v gramih), izraZena na 0,1 mg natancno
w, = wy X 6,38 ..(2)
Wy vsebnost beljakovin v vzorcu (g/100 g)
Wy vsebnost duSika v vzorcu, podanega kot masni deleZ, in sicer na 4 decimalna
mesta natancno
6,38 faktor, s katerim pomnoZimo dobljeno vrednost duSika, da dobimo vsebnost

beljakovin v vzorcu
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3.3.1.3 Dolocanje vsebnosti suhe snovi v siru

Vsebnost suhe snovi v siru smo dolocali z referen¢no metodo ISO 5534/IDF 4: 2004.
Vse vzorce sira smo analizirali v 2 paralelkah.

Postopek:

Koli¢ina suhe snovi je koli¢ina ostanka, ki smo ga dobili s suSenjem vzorca pri temperaturi
102 °C do konstantne teze. Rezultat smo izrazili v uteznih odstotkih (ISO 5534/IDF 4:
2004).

Izracdun:

w, = T2mmo)=amma) 1) g .(3)

mi—my

R vsebnost suhe snovi v vzorcu (g/100 g oz. %)

mo masa kovinske posodice, izrazena v gramih

m; masa vzorca sira in kovinske posodice pred suSenjem, izrazena v gramih
my masa vzorca sira in kovinske posodice po suSenju, izraZzena v gramih

m; masa kovinske posodice (izrazena v gramih), uporabljene za slepi vzorec po
enakem Casu suSenja kot pri my

my masa kovinske posodice (izraZena v gramih), uporabljene za slepi vzorec pred
suSenjem

3.3.1.4 Izrac¢un vsebnosti vode v siru in vsebnosti vode v nemastni snovi sira

Na osnovi podatka o vsebnosti suhe snovi smo izracunali vsebnost vode:

% vode = 100 % — % suhe snovi ...(4)
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Vsebnost vode v nemastni snovi sira, na podlagi katere lahko opredelimo tip sira glede na
teksturo testa (Slanovec, 1982), smo izracunali po enacbi:

. . % vode
% vode v nemastni snovi = — x 100 ...(5)
100 %— % mascobe

Glede na vsebnost vode v nemastni snovi so po standardu CODEX STAN 283-1978
opredeljeni sledeci tipi sirov v povezavi s konsistenco:

e zelo trdi siri, ki vsebujejo do 51 % vode v nemastni snovi,
e trdi siri, ki vsebujejo od 49 do 56 % vode v nemastni snovi,
e poltrdi siri, ki vsebujejo od 54 do 69 % vode v nemastni snovi,

® mehki siri, ki vsebujejo nad 67 % vode v nemastni snovi.

3.3.1.5 Izrac¢un vsebnosti mas¢obe v suhi snovi sira

Ko smo s pomocjo metode za ugotavljanje vsebnosti mas€¢obe v siru, opisane pod tocko
3.3.1.1, in metode za dolocanje suhe snovi v siru, opisane pod tocko 3.3.1.3, dobili podatke
o deleZu mascobe in suhe snovi v siru, smo lahko izracunali vsebnost mas¢obe v suhi snovi
sira po sledeci formuli:

vy , , % mascobe
% mascobe v suhi snovi = m x 100 ...(6)
0

Glede na vsebnost maS¢obe v suhi snovi se siri delijo na (CODEX STAN 283-1978):

e prekmasten sir, ki vsebuje nad 60 % mascobe v suhi snovi,

® polnomasten sir, ki vsebuje od 45 do 60 % mascobe v suhi snovi,
® polmasten sir, ki vsebuje od 25 do 45 % mascobe v suhi snovi,

e Cetrtmasten sir, ki vsebuje od 10 do 25 % mascobe v suhi snovi,

® pust sir, ki vsebuje manj kot 10 % maScobe v suhi snovi.
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3.3.1.6 Dolocanje vsebnosti soli kot NaCl v siru

Vsebnost NaCl v siru smo dolocali z referenéno metodo ISO 2970: 1974. Vse vzorce sira
smo analizirali v 2 paralelkah, Cistost reagentov pa smo preverili s slepim vzorcem, ki je
namesto sira vseboval 2 ml destilirane vode.

Princip:

NaCl smo sprostili iz organskih snovi s pomocjo duSikove (V) kisline in kalijevega
permanganata, nato pa kloridne ione (CI) dolocali s titracijo presezka srebrovih ionov s
tiocianatom, ob pristonosti amonijevega feri sulfata kot indikatorja.

Postopek:

Zatehtali smo 2 g sira na 1 mg natanc¢no, dodali 25 ml 0,1 M raztopine srebrovega nitrata
in 25 ml koncentrirane dusikove (V) kisline ter premesali. Segrevali smo do vrenja in med
vrenjem dodali 10 ml kalijevega permanganata, premeSali in pustili, da je vsebina rahlo
vrela. Ko se je raztopina razbarvala, smo ponovno dodajali kalijev permanganat toliko
Casa, da se raztopina ni veC razbarvala. PreseZek permanganata (rjava barva) je pokazal, da
je bila razgradnja organskih snovi kon¢ana. Presezek smo odstranili z dodatkom majhne
koli¢ine glukoze. Vzorec smo razred¢ili s 100 ml hladne destilirane vode in ga pustili, da
se je ohladil na sobno temperaturo. Nato smo dodali 5 ml amonijevega feri sulfata,
temeljito premesSali, preseZek srebrovega nitrata pa takoj titrirali z raztopino 0,1 M
tiocianata. Titracija je bila kon¢ana, ko je raztopina postala rdece-rjave barve, ki je bila
obstojna vsaj 30 sekund (ISO 2970: 1974).

IzraCun:
,585 X (a—b
% NaCl = 0585 x (a—=b) (7
a volumen dodanega srebrovega nitrata, izrazen v ml
b volumen tiocianata (v ml), porabljenega pri titraciji vzorca

c masa vzorca sira v gramih
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3.3.2 Mikrobioloske analize

Z mikrobioloskimi analizami smo dolocali Stevilo in prisotnost dolocenih skupin bakterij v
izbranih ov¢jih sirih. Pri delu v laboratoriju smo uporabljali standardne asepti¢ne tehnike.
Analize smo izvajali ob gorilniku ali v laminariju, delovne povrSine pa predhodno ocistili
in razkuzili z ustreznim razkuzilom. Poleg delovnih povrSin smo pred izvedbo analiz
razkuzili tudi roke ter sterilizirali ves pribor, ki smo ga tekom dela uporabljali.
Mikrobioloske analize smo izvedli trikrat, in sicer po 0, 30 in 60 dneh zorenja ovcjih sirov.

3.3.2.1 Priprava reprezentativnih vzorcev sira

Vzorce sira smo postavili iz hladilnika na delovno povrSino, da so se ogreli na sobno
temperaturo. Ob gorilniku smo, s sterilnim noZem, odstranili skorjo sira, zunanje robove in
druge povrsine, ki so bile daljsi ¢as v stiku z zrakom. S sterilnim strgalnikom smo nato sir
po celotnem prerezu aseptic¢no naribali. Nastrgan sir smo s sterilno Zlico dobro premesali in
natehtali 10 g sira v sterilne vrecke za gnetilnik. Zatem smo dolili e 90 g sterilne, na 42 °C
temperirane raztopine dikalijevega hidrogenfosfata, vreCke zatesnili s tesnilom ter vzorce z
razred¢evalom gnetli v gnetilniku 6 minut pri 210 udarcih/min. do homogenosti. Tako smo
dobili primarno suspenzijo oz. mati¢no raztopino vzorcev z razred¢itvijo 107

3.3.2.2 Dolocanje Stevila bakterij z metodo Stetja kolonij na razli¢nih selektivnih trdnih
gojiScih

V vzorcih avtohtonih ov¢jih sirov, po 0, 30 in 60 dneh zorenja, smo dolocali Stevilo
bakterij z metodo Stetja kolonij na razlicnih selektivnih trdnih hranljivih podlogah, pri
¢emer smo uporabili metodo z vmeSavanjem v gojis¢e (angl. pour plate method).

Iz mati¢ne raztopine vzorca sira v dikalijevem hidrogenfosfatu smo pripravili ustrezne
razredc¢itve po Koch-u, da bi po inkubaciji dobili Stevne plosce z 10 do 300 kolonij.
RazredCevanje smo izvedli v 2 paralelkah. Iz mati¢ne raztopine smo, s pomocjo pipete,
prenesli 1 ml vzorca v epruveto z 9 ml Ringerjeve raztopine iz paralelke A in nato enako
ponovili e za paralelko B. Tako smo dobili dve razredgitvi 107 Vsako epruveto z
razred&itvijo 10 smo dobro homogenizirali na mehanskem stresalniku in zatem znotraj
vsagke posamezne paralelke nadaljevali s serijo decimalnega razred¢evanja do razredcCitve
10™ (Slika 9).
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Paralelka A

NN NN TN O™

9 9 9 9 9 9 9
ml ml ml ml ml ml ml
RR RR RR RR RR RR RR
10 g sira+ U U U v U U \_/
9g -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8
10 10 10 10 10 10 10
KHPO, \1 ml
\ /l ml\ /I ml\ /I ml\v /l ml\v /l ml\v /I ml\
Mati¢na raztopina z

razredéitvijo 107

9 9 9 9 9 9 9
ml ml ml ml ml ml ml
RR RR RR RR RR RR RR

N4 N4 N4 NP4 N4 N4 N4
102 103 10 10° 10 107 10°®

Paralelka B

Slika 9: Shematski prikaz razred¢evanja po Koch-u za paralelko A in paralelko B
(oznaka RR je okrajSava za Ringerjevo raztopino % jakosti)

Po pripravi ustreznih razred¢itev v obeh paralelkah smo uporabili metodo z vmeSavanjem
v gojis¢e (angl. pour plate method). Po 1 ml vzorca iz ustrezne razredCitve smo prenesli v
petrijevo plosco, dodali 10 — 15 ml ustreznega gojis¢a, temperiranega na 42 °C, in ga
enakomerno porazdelili po petrijevi plos¢i. Ker smo razred¢evanje po Koch-u delali v dveh
paralelkah, smo dobili za vsako razred¢itev po dve petrijevi plos¢i z enakim gojisSCem
(Slika 10). Ko so se gojiS¢a z vmeSanim razred¢enim vzorcem strdila, smo obrnili petrijeve
plosc¢e na krovno stran in jih pod ustreznimi pogoji inkubirali (Preglednica 3).
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@
1 ml
1m

PO

Paralelka
A

Paralelka
B

1 ml
1 ml II 1 ml l@ 1 ml

Slika 10: Shematski prikaz cepitve trdnih goji$¢ z vzorci iz posameznih razredcitev

Preglednica 3: RazredcCitve, atmosferski pogoji, ¢as in temperatura inkubacije za posamezna gojis¢a

Skupina Atmosferski Cas in
Gojisce Mlz) Razredcitve pogoji temperatura
inkubacije inkubaije
2 1n3 104 105
ROGOSA Laktobacili | 10 1’0_160 1’0_170 1’0_180 > | Anaerobno | 72 ur na 37 °C
2 1n3 14 105
KAA Enterokoki 10%, 11(()).6’ 11(()).7’ 107, Aerobno 48 ur na 37 °C
M7 Mezofilni | 107, 10%, 107, 10°, Aerob 48 30 °C
MK koki 107,10 erobno urna
Termofilni | 107, 10, 107, 10, .
M17 MK koki 1 0_7’ 10° Aerobno 48 urna 42 °C
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Po inkubaciji smo presteli vse vidne kolonije, ki so imele premer vecji od 0,5 mm.
Kolonije smo Steli na petrijevih ploScah s tisto decimalno razred¢itvijo, kjer je na gojiScu
zraslo od 10 do 300 kolonij. Rezultate smo preracunali po Enacbi (8) in jih izrazili v
Stevilu kolonijskih enot na 1 gram vzorca (ke/g). Ce je bilo §tevilo kolonij na gojis¢u
manjSe od 10, smo rezultat, pomnoZen s stopnjo decimalne razred¢itve, podali kot
ocenjeno vrednost na gram vzorca. Ce na goji$¢u ni bilo prisotnih kolonij, smo, za namene
statisti¢ne analize, kot rezultat uposStevali polovicno vrednost Stevila mikroorganizmov
najniZje analizirane koncentracije. Ce pa je bilo $tevilo zraslih kolonij na gojiséu v
posamezni petrijevi plos¢i vecje od 300, smo, za namene statisticne analize, kot rezultat
upostevali ocenjeno vrednost 5,00 x 10° ke/ g.

N=_—2¢ .8

- (ny+0,1n,)d

2 C  vsota prestetih kolonij na vseh Stevnih petrijevih ploscah

nj Stevilo petrijevih ploS¢ prve decimalne razredcitve
nz Stevilo petrijevih plos¢ druge decimalne razredcitve
d razred¢itveni faktor prve decimalne razredcitve

3.3.2.3 Priprava konzorcijev bakterij

Za pripravo konzorcijev bakterij smo uporabili le vzorce avtohtonih ov¢jih sirov, po 60
dneh zorenja, pri ¢emer smo se posluzili metode z razmazovanjem po povrSini strjenega
gojisca (angl. spread plate method).

Najprej smo v laminariju pripravili petrijeve ploS¢e z ustreznimi trdnimi goji$¢i. Nato smo
iz reprezentativnih, homogenih vzorcev sira (opis v poglavju 3.3.2.1) pripravili ustrezne
decimalne razredcitve (opis v poglavju 3.3.2.2) in po 100 pl vzorca iz ustrezne decimalne
razredcitve s stekleno palcko enakomerno razmazali po povrsini pripravljenih gojis¢. Tudi
pri tej metodi razmazovanja (angl. spread plate method) smo dobili za vsako razredcitev po
dve petrijevi plos¢i z enakim gojis¢em, in sicer eno iz paralelke A in drugo iz paralelke B
(glej Sliko 10). Ko smo nanesli vse vzorce iz ustreznih decimalnih razredCitev in jih
inkubirali pod ustreznimi pogoji (Preglednica 3). Po inkubaciji smo izbrali petrijeve plosce
s primernim Stevilom bakterijskih kolonij (priblizno 100 do 300 kolonij), ki smo jih s
povrsin gojisca izprali in suspendirali z 1-2 ml Ringerjeve raztopine % jakosti. Izprane in
suspendirane bakterijske celice v Ringerjevi raztopini smo nato, s pomocjo pipete, prenesli
v oznacene tubice oz. mikrocentrifugirke Eppendorf.
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3.3.2.4 Izolacija genomske DNA iz konzorcijev bakterijskih populacij

Za izolacijo genomske DNA iz konzorcijev bakterijskih populacij smo uporabili
komercialni komplet Wizard® Genomic DNA Purification Kit, pri ¢emer smo za izvedbo
postopka (opisanega v nadaljevanju) sledili navodilom oz. protokolu proizvajalca Promega
(Madison, ZDA).

Postopek:

V steklenicko smo zatehtali 0,200 g lizocima ter s pipeto dodali 20 ml 0,05 M EDTA in
0,200 ml mutanolizina. MeSanico smo dobro premeSali, da so se sestavine raztopile.
Mikrocentrifugirke Eppendorf s suspenzijami bakterijskih celic smo naloZzili v centrifugo
in jih 2 minuti centrifugirali pri 18.000 obratih na minuto. Po centrifugiranju smo odlili
supernatant, pelete pa resuspendirali v 600 pul meSanice lizocima, EDTA in mutanolizina,
jih inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C za 60 minut, ponovno 2 minuti centrifugirali pri
16.000 obratih na minuto ter odlili supernatant. V vsako mikrocentrifugirko smo nato
dodali 500 pl raztopine Nuclei Lysis Solution ter s pomocjo pipete suspenzijo toliko ¢asa
meSali in vbrizgavali, da se je usedlina raztopila. Za vsako mikrocentrifugirko smo
uporabili nov nastavek za pipeto. Ko so se usedline v vseh mikrocentrifugirkah
resuspendirale oz. raztopile, smo mikrocentrifugirke za 5 minut postavili v vodno kopel na
80 °C. Po inkubaciji smo jih za kratek Cas prenesli na led, da so se ohladile na sobno
temperaturo. Zatem smo v mikrocentrifugirke dodali 200 pl raztopine Protein Precipitation
Solution, jih dobro premesali na mehanskem stresalniku, ponovno postavili za 5 minut na
led ter jih za 24 ur zamrznili pri temperaturi -20 °C. Po 24 urah smo mikrocentrifugirke
odtajali na sobni temperaturi in jih 3 minute centrifugirali pri 16.000 obratih na minuto.
Med centrifugiranjem smo pripravili nove mikrocentrifugirke in jih ustrezno oznacili. V
nove in oznaCene mikrocentrifugirke smo s pipeto dodali 600 ul izopropanola in
supernatant, staro mikrocentrifugirko z usedlino pa smo zavrgli. Nove mikrocentrifugirke s
supernatantom smo dobro premesali in jih 3 minute centrifugirali pri 16.000 obratih na
minuto. Po kon¢anem centrifugiranju smo previdno odlili supernatant, tako da nam je v
mikrocentrifugirki ostala le usedlina (DNA). Zatem smo v vsako mikrocentrifugirko dodali
600 ul 70 % etanola in mikrocentrifugirke dobro premesali na mehanskem stresalniku.
Sledilo je 3 minutno centrifugiranje pri 16.000 obratih na minuto. Ko je bilo
centrifugiranje kon€ano, smo previdno odlili supernatant in odprte mikrocentrifugirke z
usedlino postavili za 40 minut v inkubator na 42 °C, da je ves preostali etanol izhlapel. Po
inkubaciji smo v vsako mikrocentrifugirko s pipeto prenesli 100 ul raztopine DNA
Rehydration Solution, zaprli pokrovcke mikrocentrifugirk in jih pustili mirovati za
10 minut. Nato smo jih dobro premesali na mehanskem stresalniku in jih za 24 ur shranili v
hladilnik na temperaturo 4 °C. Po 24 urah smo mikrocentrifugirke vzeli iz hladilnika in v
vsako dodali 2 pl raztopine Rnase Solution ter jih shranili v zmrzovalniku na temperaturi
-20 °C do analize. Pripravljena suspenzija nam je sluZzila kot tarcna DNA v verizni reakciji
s polimerazo (PCR).
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3.3.2.5 Pomnozevanje tar¢ne sekvence DNA z metodo PCR za analizo DGGE

Regijo V2 — V3 na genu 16S rDNA smo pomnoZevali z verizno reakcijo s polimerazo
(PCR), pri ¢emer smo uporabili univerzalna zacetna oligonukleotida HDA 1-GC in HDA2,
ki so ju opisali Turner in sod. leta 1998 (Walter in sod., 2000).

Preglednica 4: Zacetna oligonukleotida, ki pomnoZujeta tarc¢no regijo 16S rDNA

Zacetni Nukleotidno . ..
. . . Tarcna regija Mesto .
oligonukleotid zaporedje N .1 Vir
\ : 16S rDNA pomnoZevanja
(z.0.) &'-3"
CGC CCG GGG CGC
GCC CCG GGC GGG
GCG GGG GCA CGG
HDA 1-GC | 66 G2ac Tec TAC Walter in
GGG AGG CAG CAG V2 -V3 339 - 539
T sod., 2000
GTA TTA CCG CGG
HDA2 CTGCTGGCAC

'V Escherichia coli 16S rDNA
? Dodana GC-¢eljust na 5' koncu za¢etnega oligonukleotida — oznageno v krepkem tisku
(Walter in sod., 2000)

Koncéno reakcijsko meSanico za PCR smo pripravili v 200 ul mikrocentrifugirkah.
50 pul mesanica PCR je vsebovala:

2 ul izolirane DNA,

10 pl brezbarvnega pufra GoTaq®,

5 ul MgCl, (2,5 mM),

0,25 pul z.0o. HDA 1-GC (0,5 uM),

0,25 ul z.o. HDA2 (0,5 uM),

0,5 ul ANTP (0,1 mM),

0,25 ul GoTag® DNA-polimeraze (5 U/ul)
31,75 pul vode Mili Q.

Mikrocentrifugirke s kon¢no mesanico PCR smo prenesli v cikli¢ni termostat MyCycler™
Thermal Cycler, kjer je potekalo pomnoZevanje tarcnega dela DNA, in sicer po programu,
opisanem v Preglednici 5.
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Preglednica 5: Program PCR za pomnoZevanje regije V2 — V3 na genu 16S rDNA

Stevilo ciklov Faza Temperatura Cas
Zacetna denaturacija o .
1 DNA 95 °C 3 min.
Denaturacija DNA 95 °C 30 sek.
40 Prl!eganje zagetnlh 58 °C 30 sek.
oligonukleotidov
PodaljSevanje verige 72 °C 40 sek.
1 Zakljucno 72 °C 5 min.
podaljSevanje verige

Po zakljuceni PCR smo hranili pomnoZzke do nadaljnje analize DGGE na temperaturi 4 °C.

3.3.2.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v denaturirajocem gradientu (DGGE)

Analizo DGGE, ki smo jo izvedli s pomocjo sistema D GENE™ Denaturing Gel
Electrophoresis System, in nosilec za gel (sistem dveh steklenih ploS¢ z dvema
distancnikoma, ki je vpet v plasticno drzalo) smo pripravili po navodilih proizvajalca
Bio-Rad (Hercules, California, ZDA). Pri tem smo za elektroforetsko locitev pomnozkov
uporabili gele velikosti 16 cm x 16 cm x 1 mm.

Priprava raztopin za denaturacijo:

% 100 % raztopina z denaturantom

100 % raztopina za denaturacijo je vsebovala 7 M ureo in 40 % formamid, zato smo v
stekleno CaSo za dva 8 % poliakrilamidna gela zatehtali 13,44 g 7 M uree ter najprej dodali
12,80 ml 40 % formamida in 0,64 ml pufra TAE 50x, nato pa Se 6,40 ml meSanice
akrilamida in bisakrilamida v razmerju 37:1. Dobljeno meSanico smo meSali na
magnetnem mesalu in jo rahlo segrevali. Ko se je urea popolnoma raztopila, smo dodali
deionizirano vodo Mili Q do kon¢nega volumna 32 ml ter ponovno zmeSali na magnetnem
mesalu.
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++ Raztopina brez denaturanta

Raztopina brez denaturanta ni vsebovala 7M uree in 40 % formamida, zato smo za
pripravo dveh 8 % poliakrilamidnih gelov potrebovali le 0,78 ml pufra TAE 50x in 7,80 ml
meSanice akrilamida in bisakrilamida v razmerju 37:1. Raztopini smo nato dodali Se
deionizirano vodo Mili Q do kon¢nega volumna 39 ml ter zmes dobro premesali na
magnetnem meSalu.

Priprava 8 % poliakrilamidnih gelov za DGGE:

Pomnozke smo loc¢evali z analizo DGGE na dveh 8 % poliakrilamidnih gelih (razmerje
akrilamid/bisakrilamid 37:1) s 30 do 60 % denaturacijskim gradientom v pufru TAE. Za
gel s 30 % denaturacijskim gradientom smo v plasti¢ni epruveti zmeSali 5,1 ml raztopine z
denaturantom in 11,9 ml raztopine brez denaturanta. Za gel s 60 % denaturacijskim
gradientom pa smo v drugi plasti¢ni epruveti zdruzili 10,2 ml raztopine z denaturantom s
6,8 ml raztopine brez denaturanta. Tik pred vlivanjem gelov smo v vsako plasti¢no
epruveto dodali 130 ul amonijevega persulfata (APS), ki smo ga pripravili tako, da smo v
mikrocentrifugirko zatehtali 0,1 g trdnega amonijevega persulfata in nato dopolnili z
deionizirano vodo Mili Q do volumna 1 ml. Poleg amonijevega persulfata, ki je bil vir
prostih radikalov, v prisotnosti katerih je potekla polimerizacija akrilamida, smo v
plasticne epruvete dodali Se 5,8 ul TEMED-a, katalizatorja, ki je vplival na pocasno
sproscanje radikalov iz APS-a in s tem omogocil enakomerno zamrezitev gela. Obe
plasti¢ni epruveti smo dobro premesali in z njuno vsebino napolnili napravo za pripravo
gradientnega gela. To napravo z dvema kolonama smo postavili na magnetno mesalo in v
prvo kolono vlili raztopino s 30 % denaturacijskim gradientom, v drugo kolono pa
raztopino s 60 % denaturacijskim gradientom ter priceli polniti nosilec za gel. Ko je bil
nosilec zapolnjen z gelom, smo cevko za polnjenje odstranili in na vrh gela vstavili glavnik
ter pocakali 3 ure, da je gel polimeriziral. Po poteku polimerizacije gela smo glavnik
odstranili in Zepke sprali s pufrom TAE, s katerim smo prav tako napolnili elektroforezno
posodo za DGGE.

Potek DGGE in obdelava gelov po DGGE:

Pred nanosom vzorcev smo oba gela za DGGE, velikosti 16 cm x 16 cm x 1 mm, segreli na
64 °C, nato pa nanju s pipeto prenesli pomnozke. Vzorci za analizo DGGE so bili
sestavljeni iz 25 ul produkta PCR in nalagalnega pufra, ki je vseboval glicerol in barvila.
Poleg vzorcev smo na zacetek, sredino in konec gela nanesli tudi marker, ki je sluzil za
primerjavo posameznih bakterijskih sevov. Marker smo sestavili iz pomnoZkov
bakterijskih sevov Lactobacillus plantarum NCDO 1193, Enterococcus faecalis LMG
7937T, Bacillus cereus IM 199, Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium bifidum
LMG 11041 in Bifidobacterium animalis LMG 10508. Analiza DGGE je potekala 16,5 ur,
pri konstantni napetosti 75 V in temperaturi 60 °C. Ko je bila elektroforeza koncana, smo
gela previdno odstranili iz sistema steklenih ploS¢, ju sprali v pufru TAE, nato pa obarvali
v raztopini barvila SYBR® Safe DNA Gel Stain. Barvanje je trajalo 30 minut, zatem pa je
sledilo spiranje v deionizirani vodi Mili Q. Po spiranju smo fragmente DNA v gelu
opazovali s pomoc¢jo UV-transiluminatorja ChemiGenius® Bio-Imaging Gel Doc System.
Fotografiji gelov smo posneli s programom GeneSnap, nato pa podatke obdelali z



46
Grohar E. Kemijske in mikrobioloske znacilnosti avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

racunalniskim programom BioNumerics ter jih na osnovi Pearson-ovega koeficienta
korelacije in neuteZzne metode parnih skupin z aritmeti¢no sredino (angl. Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean, UPGMA) ponazorili v dendrogramu kot relativno
podobnost sevov.

3.3.3 Statisti¢na obdelava podatkov

Podatke, ki smo jih dobili pri opravljenih kemijskih in mikrobioloskih analizah, smo
statisticno analizirali in obdelali s pomoc¢jo racunalniskega programa Microsoft Office
Excel. Izra¢unali smo aritmeti¢no sredino, standardni odklon, prvi in tretji kvartil, mediano
ter dolocili najmanjSo (minimun) in najvec¢jo vrednost (maksimum).

3.3.3.1 Aritmeti¢na sredina (povprecje) in standardni odklon

Ce sedtejemo vse podatke in jih delimo s Stevilom teh podatkov, dobimo aritmetiéno
sredino ali povpre¢no vrednost (Seljak, 1998), s katero smo, poleg standardnega odklona,
analizirali podatke, dobljene iz kemijskih analiz.

X1+ X2+ .+ XN Z{-lei

X = ~ === ...(9)
X aritmeti¢na sredina
X Stevilska spremenljivka
N ox vsota vrednosti za Stevilsko spremenljivko x
N Stevilo enot v populaciji

Ce varianco, ki predstavlja povpre¢ni kvadratni odklon individualnih vrednosti od
aritmeti¢ne sredine, korenimo s kvadratnim korenom, dobimo standardni odklon ali
standardno deviacijo (Seljak, 1998).
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s= [Pt N ..(10)

N
s standardni odklon ali standardna deviacija
x Stevilska spremenljivka

N x; vsota vrednosti za Stevilsko spremenljivko x

N . x?  vsotakvadratov vrednosti za Stevilsko spremenljivko x
N Stevilo enot v populaciji

3.3.3.2 Minimum, maksimum, kvartili in mediana

Za dolocCanje polozaja posamezne enote med ostalimi enotami v populaciji se v statistiki
uporabljata parametra, imenovana rang (R) in kvantilni rang (P). Prvi doloCa mesto
posamezne statisticne enote v urejeni vrsti in pove, koliko enot ima manjse ali vecje
vrednosti od izbrane enote. Drugi pa doloca relativno mesto posamezne statisticne enote v
populaciji in pove, kolikSen odstotek populacije ima manjSo ali vecjo vrednost od izbrane
enote (Seljak, 1998).

Kvantil je vrednost spremenljivke, ki ustreza doloCenemu kvantilnemu rangu. Med najbolj
pogoste oblike kvantilov Stejemo kvartile, ki populacijo razdelijo na S$tiri enake dele. Prvi
kvartil (Q,), ki pripada kvantilnemu rangu P = 0,25, je vrednost, od katere ima 25 % enot
manjSe ali enake vrednosti, 75 % enot pa vecje vrednosti. Drugi kvartil (Q;), imenovan
tudi mediana (s kvantilnim rangom P = 0,50), je vrednost, od katere ima 50 % enot manjse
ali enake vrednosti, 50 % enot pa vecje vrednosti. Tretji kvartil (Qs), ki ustreza
kvantilnemu rangu P =0,75, je vrednost, od katere ima 75 % enot manjSe ali enake
vrednosti, 25 % pa vecje vrednosti (Seljak, 1998).

Mediana (M,) ali srednja vrednost je kvantil, ki ustreza kvantilnemu rangu P = 0,50 in tista
vrednost spremenljivke, ki razdeli populacijo, glede na Stevilo enot, na dva enaka dela
(Seljak, 1998).

Minimum predstavlja najmanjSo, maksimum pa najvecjo vrednost med zajetimi vzorci
sirov.

Kvantil s kvantilnim rangom P:

R=NXP+05 .11
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R rang

kvantilni rang

N Stevilo enot v populaciji
0,5 popravek za zveznost
Mediana:
Me=y 1+ (yo— y-1) X (Ro,so - R—1) (12)
M, mediana
V_1 vrednost, ki ustreza rangu R_4
Yo vrednost, ki ustreza rangu R,

Rys0  rang, izraCunan na osnovi kvantilnega ranga P = 0,50

R_4 rang pred izraCunanim rangom

Omenjene statisticne funkcije smo ponazorili s kvantilnim diagramom (box-plot
diagramom), v katerem mediano predstavlja osrednja, odebeljena Crta pravokotnika, prvi
kvartil spodnja Crta pravokotnika, tretji kvartil zgornja ¢rta pravokotnika, minimalno
vrednost oznaCuje Crta pod pravokotnikom, maksimalno vrednost pa ¢rta nad
pravokotnikom.
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4 REZULTATI

4.1 KEMIJSKA SESTAVA OVCIIH SIROV

Kemijske analize vzorcev KrasSkega, Dolenjskega in Bovskega ov¢jega sira smo izvedli po
0, 30 in 60 dneh zorenja. Osnovni rezultati kemijskih analiz so predstavljeni v Prilogi A.

Na zacetku zorenja se je povprec¢na vsebnost masc¢obe v sirih gibala med 28,33 in 31,92 %,
povprecna vsebnost beljakovin med 22,41 in 23,24 %, povpre€na vsebnost suhe snovi med
55,32 in 59,24 %, povprecna vsebnost vode v nemastni snovi med 59,80 in 63,09 % ter
povprecna vsebnost masc¢obe v suhi snovi med 51,03 in 53,82 %. Najvecjo povprecno
vsebnost mascobe, beljakovin in masc¢obe v suhi snovi je imel Bovski ov¢ji sir.

70

A 60 I é B

50
B Kraski ovgji sir

40

| = Dolenjski ov&ji sir

g/100 g

Boviki ovéi sir £l ‘—1—‘

20

Magcoba  Beljakovine  Suha snov Vodav . MaE‘_Eoba v 10

nemastni suhi snovi

snovi Mascoba Beljakovine Suhasnov Vodav Mascobav

nemastni  suhisnovi
Snovi

Analizirane kemijske komponente
Analizirane kemijske komponente

Slika 11: Kemijska sestava ov¢jih sirov, po 0 dneh zorenja
A: Povprec¢ne vrednosti kemijskih komponent v ov¢jih sirih glede na geografsko regijo,
s standardnimi odkloni (n=3)
B: Variabilnost med ov¢jimi siri glede na kemijsko sestavo (n=9)

Glede na povprecne vrednosti posameznih analiziranih kemijskih komponent so si bili
Kraski (K), Dolenjski (D) in Bovski (B) ov¢ji siri med seboj podobni (Slika 11A). 1z Slike
11B, na kateri je prikazan box-plot diagram, je razvidno, da je bila najmanjSa variabilnost
med ov¢jimi siri v vsebnosti beljakovin, najve¢ja pa v vsebnosti maS¢obe in maS€obe v
suhi snovi.

Po 30 dneh zorenja je povprecna vsebnost maS€obe znaSala od 30,50 do 33,00 %,
povprecna vsebnost beljakovin od 23,92 do 24,75 %, povprecna vsebnost suhe snovi od
59,60 do 61,71 %, povpre€na vsebnost vode v nemastni snovi od 57,07 do 58,06 % in
povprecna vsebnost mascobe v suhi snovi od 51,06 do 53,45 %. Najvecjo vsebnost
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mascobe, suhe snovi in mascobe v suhi snovi je imel Bovski ov¢ji sir, najvecjo vsebnost
vode v nemastni snovi pa Dolenjski ov¢ji sir.

70 70

A 1L B
T

60
50
40

B Dolenjski ovgjisir
30
Bovskiovgjisir E

20

= Kraski ovéjisir

g/100 g

Mascoba Beljakovine Suhasnov Vodav Mascobav
nemastni  suhisnovi
snovi

Mascoba Beljakovine Suhasnov ~ Vodav ~ Mascobav
nemastni  suhisnovi
snovi

Analizirane kemijske komponente Analizirane kemijske komponente

Slika 12: Kemijska sestava ov¢jih sirov, po 30 dneh zorenja
A: Povprecne vrednosti kemijskih komponent v ov¢jih sirih glede na geografsko regijo,
s standardnimi odkloni (n=3)
B: Variabilnost med ov¢jimi siri glede na kemijsko sestavo (n=9)

Variabilnost v kemijski sestavi se je po 30 dneh zorenja med ov¢jimi siri dokaj zmanjSala
(Slika 12). Se vedno so si bili siri med seboj najbolj podobni v vsebnosti beljakovin,
najbolj pa so se razlikovali v vsebnosti mascobe. Razlike v vsebnosti mascobe v suhi snovi
med siri so bile po 30 dneh zorenja mnogo manjse kot pa na zacetku zorenja.
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Slika 13: Kemijska sestava ov¢jih sirov, po 60 dneh zorenja
A: Povpreéne vrednosti kemijskih komponent v ov¢jih sirih glede na geografsko regijo,
s standardnimi odkloni (n=3)
B: Variabilnost med ov¢jimi siri glede na kemijsko sestavo (n=9)
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Na koncu zorenja je povprecna vsebnost mascobe v ov¢jih sirih znaSala od 30,75 do
32,92 %, povpre¢na vsebnost beljakovin od 23,95 do 25,52 %, povprecna vsebnost suhe
snovi od 62,06 do 62,49 %, povprecna vsebnost vode v nemastni snovi od 54,11 do
56,57 % in povprecna vsebnost mascobe v suhi snovi od 49,17 do 52,92 % (Slika 13,
Priloga A).

Po 60 dneh zorenja se je variabilnost med ov¢jimi siri zopet povecala in je bila ve¢ja kot
po 30 dneh zorenja (Slika 13, Priloga A). Ov¢ji siri so bili najbolj izenaceni v vsebnosti
beljakovin, najbolj pa so variirali v vsebnosti mascob. Vecje razlike med njimi so se
pokazale tudi pri vsebnosti vode v nemastni snovi in vsebnosti mas¢obe v suhi snovi, torej
pri vrednostih, ki dolocajo tip sira.

Ob koncu zorenja so vsi siri vsebovali primerno vsebnost mascobe v suhi snovi za
polnomastne sire (od 45 do 60 %), medtem ko so vzorci K, K3, D3 in B3 vsebovali prevec
vode v nemastni snovi (od 56,43 do 59,61 %) za trdi tip sira, ki se mora gibati med 49 in
56 %.

Povprecna vsebnost soli se je po 0 dneh zorenja gibala med 1,08 in 1,24 %, po 30 dneh
zorenja med 1,79 in 1,85 % ter po 60 dneh zorenja med 1,84 in 2,12 %. Bovski ov¢ji sir je
povprecno najvec soli vseboval po 0 in 60 dneh zorenja, po 30 dneh zorenja pa je imel
najvecjo povprecno vsebnost soli Kraski ov¢ji sir.

3,0 3,00

A [ B

2,50

2,00

g/100 g

—| ™ Kraskiovjisir

1,50

g/100 g

= Dolenjski ov&ji sir

Bovski ov¢jisir

0,00
PoOdnehzorenja  Po30dneh zorenja  Po 60 dneh zorenja Po 0 dneh zorenja Po 30 dneh zorenja Po 60 dneh zorenja

Cas zorenja v dneh Cas zorenja v dneh

Slika 14: Vsebnost soli kot NaCl v ov¢jih sirih, med zorenjem
A: Povprecna vsebnost soli v ov¢jih sirih glede na geografsko regijo, s standardnimi odkloni (n=3)
B: Variabilnost med ov¢jimi siri glede na vsebnost soli (n=9)

Iz grafa na Sliki 14A lahko vidimo, da so si ov¢ji siri med seboj zelo podobni v povprecni
vsebnosti soli, po drugi strani pa se vzorci sirov znotraj iste vrste sira lahko v vsebnosti soli
med seboj razlikujejo celo za ve¢ kot 1 % (Slika 14B, Priloga A). Ocitno je namrec
odstopanje pri Kraskem ov¢jem siru, kjer je vzorec K; tekom zorenja vseboval ob¢utno
vecji deleZ soli od preostalih dveh vzorcev, z oznakama K in K.
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Preglednica 6: Izracunani statisti¢ni parametri za posamezne vrste sira in za vse analizirane ov¢je sire

skupaj, po 0, 30 in 60 dneh zorenja

Statistini Voda v Mascoba v suhi
Cas zorenja Vrsta sira latlstlcim Mascoba Beljakovine Suha snov nemastni snovi snovi NaCl
arameter
P (@/100 ) (2/100 ) (2/100 ) (#/100 9) /100 ) (2/100 )
Aritmetiéna 2025 2,41 55,32 63,09 52,56 1,08
e sredina
Kraski ovcji sir e
andaréni 4,55 0,42 3,66 1,41 4,96 0,40
odklon
| Artmeticna 28,33 23,12 55,50 62,14 51,03 1,22
Dolenjski ovc¢ji sredina
st Standardni 225 0,79 0.83 1,55 365 0,43
odklon
Aritmetiéna 31,92 2324 59,24 59,80 53.82 124
e aee sredina
Bovski ov¢ji sir e
andaréni 2,28 0,98 2,84 2,27 1,55 0,38
odklon
Po 0 dneh Aritmeticna 29,83 22,93 56,69 61,67 5247 1,18
zorenja sredina
Standardni 3.55 0,85 3,26 2,26 3,84 0,41
odklon
Max 34,25 24,43 61,58 64,87 58,45 1,82
Vsi ov&ji siri 3. kvartil 33,00 2332 58,60 62,97 55,75 1,61
Mediana 30,25 22,93 56,45 61,42 52,92 1,03
1. kvartil 28,50 22,07 55,24 60,91 50,49 0,80
Min 2325 21,90 50,21 57,34 46,31 0,71
Aritmetiéna 31,58 2425 60,69 57,49 51,99 1.85
e e sredina
Kraski ovcji sir e
andaréni 2,70 1,42 1,05 1,17 3,69 0,51
odklon
| Artmetitna 30,50 24,75 59,60 58,06 51,06 1,80
Dolenjski ovc¢ji sredina
s Standardni 2,83 1,03 2,04 1,83 231 0,20
odklon
Aritmetiéna 33,00 23,92 6171 57,07 53,45 1,79
e aee sredina
Bovski ov¢ji sir e
andaréni 2,16 0,98 321 3,08 1,20 0,36
odklon
Po 30 dneh Aritmeticna 31,69 24,30 60,67 57,54 52,17 1,82
zorenja sredina
Standardni 277 121 2,73 221 2,79 0,38
odklon
Max 35,00 26,06 65,55 60,63 55,51 2,37
Vsi ov&ii siri 3. kvartil 34,00 25,30 61,88 58,75 53,57 2,06
Mediana 32,50 24,09 61,55 57,76 52,80 1,93
1. kvartil 30,00 2327 59,72 56,58 52,00 1,58
Min 26,50 22,59 55,44 53,00 46,89 1,15

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Preglednice 6: IzraCunani statisticni parametri za posamezne vrste sira in za vse analizirane
ovcje sire skupaj, po 0, 30 in 60 dneh zorenja

Statistini Voda v Mascoba v suhi
Cas zorenja Vrsta sira latlstlcim Mascoba Beljakovine Suha snov nemastni snovi snovi NaCl
arameter
. (&/100 9) (¢/100 9) (€100 9) (@100 9) (2/100 9) (¢/100 9)
Aritmetiéna 32,92 24,53 62,06 56,57 52,92 1,93
e sredina
Kraski ovc¢ji sir e
andaréni 3,55 1,59 1,94 1,19 4,33 0,58
odklon
| Artmeticna 30.75 25,52 62,49 54,11 49,17 1,84
Dolenjski ovc¢ji sredina
S Standardni 1,95 0,14 2,47 2,03 125 0,15
odklon
Aritmeticna 32,92 23,95 62,46 55,84 52,61 2,12
e aer sredina
Bovski ov¢ji sir Standardni
andaréni 2,79 0,83 3,46 2,80 1,65 0,40
odklon
Po 60 dneh Aritmetitna 32,19 24,67 62,34 55,51 51,57 1,96
zorenja sredina
Standardni 3,02 1,22 2,70 2,35 3,25 0,43
odklon
Max 36,25 25,74 65,74 59,61 57,58 2,69
Vsi ov&ji siri 3. kvartil 34,50 25,58 63,99 56,94 53,93 2,38
Mediana 32,25 2533 63,85 55,19 50,40 1,82
1. kvartil 29,00 23,88 59,37 53,15 49,64 1,70
Min 28,00 22,29 57,68 52,25 47,16 1,28

Na podlagi Preglednice 6 in Priloge A opazimo, da so standardni odkloni za nekatere
kemijske sestavine vecji za vzorce razli€nih proizvajalcev istega tradicionalnega sira kot za
vse avtohtone ovcje sire, vkljuCene v raziskavo. Tako je standardni odklon za mascobo v
suhi snovi za vse sire znasal 3,25 %, za KraSki ov¢ji sir pa 4,33 % (Preglednica 6). Poleg
tega smo tako najvisjo (57,58 %) kot najnizjo vrednost masc¢obe v suhi snovi (47,16 %)
dolocili pri Kraskem ov¢jem siru (Priloga A). To kaZe na veliko variabilnost v kemijski
sestavi vzorcev sirov posameznih proizvajalcev istega ovCjega sira, med katerimi, poleg
vzorcev Kraskega ov¢jega sira, po nekaterih parametrih izstopajo tudi vzorci Dolenjskega
ov(jega sira.
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4.2  MIKROBIOLOSKE ZNACILNOSTI OVCIJIH SIROV

4.2.1 Osnovna mikrobioloska slika dominantne bakterijske populacije v avtohtonih
slovenskih ov¢jih sirih

Po 0, 30 in 60 dneh zorenja smo dolocali velikost prevladujocih bakterijskih populacij v
vzorcih avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov. S kvantitativno metodo Stetja kolonij smo na
g0jis¢u KAA dolocali Stevilo enterokokov, na gojisS¢u ROGOSA Stevilo laktobacilov ter na
gojis¢u M17 Stevilo mezofilnih in termofilnih MKB. Osnovni rezultati, z izraCunanimi
medianami in kvartili, so predstavljeni v Prilogah Bl do B3, konc¢ni rezultati
mikrobioloskih analiz, po 0, 30 in 60 dneh zorenja, pa so prikazani na Slikah 15, 16, 17 in
18.
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7,00
6,00

5,00
4,00
3,00
2,00

log (ke/g)

1,00 " . ‘ ‘
Enterokoki Laktobacili MezofilneMKB Termofilne MKB

Glavne skupine predstavnikov bakterijske populacije

Slika 15: Zastopanost in variabilnost glavnih bakterijskih populacij v avtohtonih ov¢jih sirih, po 0 dneh
zorenja (n=9)

Po O dneh zorenja je bilo v vseh ov¢jih sirih najvecje Stevilo mezofilnih MKB
(M, = 1,86x10” ke/g), sledile so jim temofilne MKB (M, =1,12x10"ke/g), tem pa
populaciji laktobacilov (M, =1,71x10°ke/g) in enterokokov (M. =4,09x10° ke/g). Iz
Slike 19 je razvidno, da so bile razlike v velikosti mikrobnih populacij najmanjSe pri
mezofilnih MKB, najvecje pa pri enterokokih. Pri laktobacilih in termofilnth MKB je bila
vecina vzorcev ov¢jih sirov zbrana v bliZzini mediane, saj sta pri vsaki mikrobni skupini
ekstremno odstopala le dva vzorca, oba pa sta pripadala Dolenjskemu ov¢jemu siru.
Vzorec D, je vseboval najnizje Stevilo laktobacilov in najvisje Stevilo termofilnih MKB,
vzorec D; pa najvi§je Stevilo laktobacilov in najniZje Stevilo termofilnth MKB
(Priloga B1).

Po 0 dneh zorenja je bilo v vzorcih K3 in D, Stevilo enterokokov pod mejo analitske
detekcije, v vzorcu D, pa Stevilo laktobacilov (glej Prilogo B1).
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Slika 16: Zastopanost in variabilnost glavnih bakterijskih populacij v avtohtonih ov¢jih sirih, po 30 dneh
zorenja (n=9)

Po 30 dneh zorenja se je prigelo $tevilo enterokokov (M. = 1,73x10° ke/g) in laktobacilov
(M. = 1,51x10" ke/g) povedevati, Stevilo mezofilnih MKB (M, =5,76x10® ke/g) in
termofilnih MKB (M. = 1,77x10® ke/g) pa upadati. Siri so se najmanj razlikovali v §tevilu
mezofilnih MKB, najbolj pa v Stevilu enterokokov (Slika 16). Pri laktobacilih in
termofilnih MKB je bila zopet vefina vzorcev zbrana okoli mediane, z izjemo dveh oz.
treh vzorcev.

Po 30 dneh zorenja je bilo v vzorcih Kj3 in D; Stevilo enterokokov pod mejo analitske
detekcije, v vzorcih D in D, pa Stevilo termofilnih MKB (glej Prilogo B2).
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Slika 17: Zastopanost in variabilnost glavnih bakterijskih populacij v avtohtonih ov¢jih sirih, po 60 dneh
zorenja (n=9)

Do 60 dni zorenja je Stevilo enterokokov (M. =35,73x10°ke/g) in laktobacilov
(M, = 2,86x10" ke/g) $e vedno nara$¢alo, Stevilo mezofilnih MKB (M. = 2,23x10® ke/g) in
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termofilnih MKB (M. = 5,55)(107 ke/g) pa upadalo. Na Sliki 17 lahko vidimo, da so se
vzorci sirov zopet najmanj razlikovali v Stevilu mezofilnth MKB, najbolj pa v Stevilu
enterokokov. Pri laktobacilih in termofilnih MKB je bila Se vedno vecina vzorcev ov¢jih
sirov zbrana v blizini mediane, saj sta pri vsaki mikrobni skupini ekstremno odstopala le
dva vzorca.

Po 60 dneh zorenja je bilo v vzorcih K3 in D; Stevilo enterokokov pod mejo analitske
detekcije, v vzorcu D, pa Stevilo termofilnih MKB (glej Prilogo B3).

10,00 10,00 B
9.00 A 9.00
8,00 8,00
7,00 7,00 1|
& 600 ] | G 600 D
2 e £ 500 "K
%J 5.00 K3 = -
DI B
e S 400 .
aD2 200
3,00 i - 3 D2
2,00 D3
2,00 =Bl
=B2 1,00 "Bl
1,00 B3
0.00 =2
0,00 Enterokoki Laktobacili MezofilneMKB ~ Termofilne MKB B3
Enterokoki Laktobacili  MezofilneMKB  Termofilne MKB
Glavne skupine predstavnikov bakterijske populacije Glavne skupine predstavnikov bakterijske populacije
10,00 C

log (ke/g)

Enterokoki Laktobacili MezofilneMKB  Termofilne MKB

Glavne skupine predstavnikov bakterijske populacije

Slika 18: Stevilo predstavnikov glavnih skupin bakterijske populacije v posameznih vzorcih ovéjih sirov,

tekom zorenja
A: Stevilo predstavnikov glavnih skupin bakterijske populacije v posameznih vzorcih ovéjih sirov, po 0 dneh
zorenja

B: Stevilo predstavnikov glavnih skupin bakterijske populacije v posameznih vzorcih ovéjih sirov, po 30
dneh zorenja

C: Stevilo predstavnikov glavnih skupin bakterijske populacije v posameznih vzorcih ovéjih sirov, po 60
dneh zorenja

Iz Slike 18 je razvidno, da je tekom zorenja poleg variabilnosti v Stevilu prevladujoce
bakterijske mikroflore med Kraskim, Dolenjskim in Bovskim ov¢jim sirom obstajala tudi
variabilnost v Stevilu mikroorganizmov med vzorci iste vrste sira. V Stevilu enterokokov in
laktobacilov so med zorenjem najbolj variirali vzorci KraSkega in Dolenjskega ovcjega
sira, v Stevilu termofilnih MKB pa vzorci Dolenjskega ov¢jega sira. Med vzorci Bovskega
ovéjega sira je bila tekom zorenja variabilnost v Stevilu prevladujoce bakterijske
mikroflore najmanjsa.
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4.2.2 Analiza produktov PCR z metodo DGGE

Analizirali smo bakterijsko DNA devetih vzorcev ov¢jih sirov (po 60 dneh zorenja), ki
smo jo izolirali iz 33 konzorcijev bakterijskih populacij, dobljenih po nacepitvi sirov na
trdna gojis€a KAA, ROGOSA, M17 30 °C in M17 42 °C. Treh konzorcijev nismo uspeli
M17 42 °C ter pri vzorcu K3 na gojis¢u KAA. Iz slednjih treh konzorcijev ov¢jih sirov za
to tudi nismo mogli izolirati DNA in jo analizirati z metodo DGGE. Izolirano DNA
preostalih 33 konzorcijev smo pomnozili z univerzalnima zacetnima oligonukleotidoma
HDA 1-GC in HDAZ2 ter nato pomnoZke locevali s kvalitativno metodo DGGE. Gelu
DGGE smo na zacetku, na sredini in na koncu dodali oznacevalec (marker), sestavljen iz
pomnozkov bakterijskih sevov Lactobacillus plantarum NCDO 1193, Enterococcus
faecalis LMG 7937T, Bacillus cereus IM 199, Lactobacillus rhamnosus GG,
Bifidobacterium bifidum LMG 11041 in Bifidobacterium animalis LMG 10508. Sliki gelov
s profili DGGE sta prikazani v Prilogah C1 in C2.

Z raCunalniSkim programom BioNumerics smo na osnovi Pearson-ovega koeficienta
korelacije in neuteZzne metode parnih skupin z aritmeti¢no sredino (angl. Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean, UPGMA) izdelali dendrogramom (Slika 19), s
katerim smo primerjali mikrobno zdruzbo avtohtonih ov¢jih sirov, po 60 dneh zorenja.
Profile DGGE smo na osnovi 40 % relativne podobnosti sevov razvrstili v 5 skupin.

V Skupini I so se nahajali vzorci Bovskega ov¢jega sira z oznakami By, B, in Bj ter vzorec
Dolenjskega ov¢jega sira z oznako D,, ki jim je bil skupen poloZaj proge, znacilen za
referenéno bakterijsko vrsto Enterococcus faecalis LMG 7937". Vse omenjene vzorce smo
nacepili tako na trdno gojiS¢ée KAA, selektivno za enterokoke, kot na trdno gojisce
M17 42 °C, tipicno za termofilne MK koke. Vzorca B in B, pa smo, poleg gojis¢ KAA in
M17 42 °C, nacepili tudi na trdno gojis¢e M17 30 °C, tipi¢no za mezofilne MK koke. V

.....

.....

zasledili progo produkta PCR, ki se je ujemala s poloZajem proge vzorca D, (nacepljen na
gojis¢e M17 30 °C) iz Skupine II in vzorca K; (nacepljen na gojis¢e M17 42 °C) iz
Skupine III. Omenjena proga v markerju ni bila prisotna.

V Skupini II so se nahajali vzorci KraSkega ov¢jega sira z oznakami K, K, in K3 ter vzorci
Dolenjskega ov¢jega sira z oznakami Dj, D, in D3, ki jim je bila vsem skupna dolocena
proga produkta PCR, ki v markerju ni bila prisotna. To progo smo zasledili tudi pri profilih
DGGE iz Skupine I, ki so pripadali vzorcu Dolenjskega ov¢jega sira z oznako D,
B, By (nacepljena na gojis¢e M17 30 °C) in Bs (nacepljen na gojis¢e M17 42 °C). Vse
vzorce ovcjih sirov iz Skupine II smo nacepili na trdno gojisée M17 30 °C, tipi¢no za
mezofilne MK koke, le vzorca K, in D, smo, poleg gojis¢a M17 30 °C, nacepili tudi na
druga gojisc¢a, in sicer vzorec K, na trdno gojiS¢e KAA ter vzorec D; na trdno gojisce
ROGOSA.
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Skupino III so sestavljali vzorci Kraskega ov¢jega sira z oznakami K;, K5 in K3 ter vzorec
Dolenjskega ov¢jega sira z oznako D3, ki smo jih nacepili na trdno gojisée M17 42 °C,
tipicno za termofilne MK koke. Omenjeni vzorci so imeli, poleg vzorcev Kraskega in
Dolenjskega ov¢jega sira z oznakami K;, K;, K3, D,, D3 (nacepljeni na gojis¢e M17 30 °C)
in K, (nacepljen na gojis¢e KAA), ki so se nahajali v Skupini II, ter vzorca Bovskega
ovCjega sira z oznako B; (nacepljen na gojis¢e M17 42 °C) iz Skupine I, prisotno progo
produkta PCR, ki se je nahajala na viSini referen¢nega seva Bacillus cereus IM 199.

V Skupini IV so se nahajali vzorca Kraskega ov¢jega sira z oznakama K; in K3, vzorec
Dolenjskega ov¢jega sira z oznako D, ter vzorec Bovskega ov¢jega sira z oznako B, ki
smo jih nacepili na trdno gojis¢e ROGOSA, selektivno za laktobacile. Nasteti vzorci so,
poleg vzorcev Kraskega ovcjega sira z oznakami K, K3 (nacepljena na gojis¢e M17 30 °C)
iz Skupine II in K; (nacepljen na gojis¢e M17 42 °C) iz Skupine III ter vzorcev Bovskega
in Dolenjskega ovcjega sira z oznakami B,, B3 (nacepljena na gojis¢e ROGOSA) in D;

.....

se je nahajala na viSini, znacilni za referen¢ni sev Lactobacillus rhamnosus GG.

Skupino V so sestavljali vzorec Kraskega ov¢jega sira z oznako K,, vzorec Dolenjskega
ov¢jega sira z oznako D3 in vzorca BovSkega ov¢jega sira z oznakama B, in B3, ki smo jih
nacepili na trdno gojisS¢e ROGOSA, selektivno za laktobacile. Vzorec D3 smo, poleg
gojis¢a ROGOSA, nacepili tudi na gojiS¢e KAA, selektivno za enterokoke. Vsem
omenjenim vzorcem in vzorcu Kraskega ov¢jega sira z oznako K; (nacepljen na gojisce
ROGOSA) iz Skupine 1V je bila skupna proga produkta PCR, znacilna za referencni sev
Lactobacillus plantarum NCDO 1193.
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Slika 19: Dendrogramski prikaz profilov DGGE konzorcijev bakterijskih populacij.
Dendrogram je izrisan na osnovi Pearson-ovega koeficienta korelacije in neuteZne metode parnih skupin z
aritmeti¢no sredino (UPGMA).

Legenda:

K, Ks, K3 — vzorci Kraskega ovéjega sira;

Dy, D,, D5 — vzorci Dolenjskega ov¢jega sira;

B,, B,, B; — vzorci Bovskega ov¢jega sira;

1 — trdno gojisc¢e KAA;

2 — trdno goji§¢e ROGOSA;

3 — trdno goji§¢e M17, inkubirano pri 30 °C;

4 —trdno gojis¢e M17, inkubirano pri 42 °C.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomskem delu smo raziskali kemijske in mikrobioloske lastnosti KraSkega,
Dolenjskega in Bovskega ovcjega sira. Na izbranih vzorcih smo po 0, 30 in 60 dneh
zorenja opravili kemijske in mikrobioloske analize. Kemijske analize so vkljucevale
dolocanje vsebnosti maS€obe, beljakovin, suhe snovi in soli, s ¢imer smo lahko opredelili
tip sira. MikrobioloSke analize pa so vkljucevale dolo¢anje koncentracije glavnih skupin
mlecnokislinskih bakterij in opis prevladujo¢ih mikrobnih zdruzb ov¢jih sirov s pomocjo
molekularne metode PCR-DGGE. Na osnovi rezultatov danih analiz smo iskali
podobnosti/razlike v mikrobioloski sestavi ovc¢jih sirov, ki bi bile lahko povezane z
razli¢nimi geografskimi podrocji znotraj Slovenije.

5.1.1 Kemijska sestava avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov

Kraski, Dolenjski in Bovski ov¢ji sir so trdi polnomastni avtohtoni slovenski ov¢ji siri
(Rencelj in Perko, 2008; Rogelj, 2012; Objava vloge na podlagi ¢lena 6(2) Uredbe Sveta
(ES) st. 510/2006 o zasciti geografskih oznacb in oznacb porekla za kmetijske proizvode in
Zivila »Bovski sir«, 2011).

Tip sira doloCa vsebnost vode v nemastni snovi sira, kar pomeni, da lahko trdi siri
vsebujejo od 49 do 56 % vode v nemastni snovi (CODEX STAN 283-1978). Od teh zahtev
so odstopali 4 vzorci z oznakami K;, K3, D3 in B3, ki so vsebovali ve¢ vode v nemastni
snovi (od 56,43 do 59,61 %) od predpisanih vrednosti za trdi tip sira, kar bi lahko pripisali
slabi kontroli tehnoloSkega postopka. Na preveliko vsebnost vode v nemastni snovi sira
lahko vplivajo (Slanovec, 1982) bodisi vi§ja vsebnost mascobe (kar velja za vzorec K3),
vi§ja temperatura termizacije mleka, homogenizacija mleka, preveliko sirno zrno, prenizka
temperatura suSenja sirnega zrna ali v manjSi meri prekratek Cas stiskanja, premajhna
obtezitev sira in nepravilen potek fermentacije.

Polnomastni siri vsebujejo 45 do 60 % mascobe v suhi snovi sira (CODEX STAN 283-
1978). Predpisanim vrednostim so ustrezali vsi ov¢ji siri.

Po specifikacijah mora Kraski ov¢ji sir vsebovati od 28 do 36 % mascobe, Dolenjski ov¢ji
sir od 25 do 35 % mascobe in Bovski ov¢ji sir od 35 do 45 % mascobe (Rogelj, 2012). V
nasi raziskavi je Kraski ov¢ji sir ob konzumni zrelosti vseboval od 28,00 do 36,25 %
mascobe, Dolenjski ov¢ji sir od 28,00 do 32,25 % mascobe in Bovski ov¢ji sir od 29,00 do
35,25 % mascobe. Pri Kraskem ov¢jem siru je izstopal vzorec Ks, ki je vseboval malenkost
ve¢ mascobe (36,25 %) od predpisane vrednosti, pri BovSkem ov¢jem siru pa sta izstopala
vzorca B; in Bj, ki sta vsebovala manj mascobe (34,50 %; 29,00 %) od predpisane
vrednosti. Kljub temu da sta vzorca BovSkega ov¢jega sira vsebovala manj mascobe od
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predpisane, pa je Bovski ov¢ji sir v povprecju vseboval ve¢ mascobe od Kraskega in
Dolenjskega ovc¢jega sira. Vsebnost mascobe v siru je delno pogojena s tehnoloSkim
postopkom (tipizacija mleka oz. uravnavanje koli¢ine masc¢obe mleka s posnemanjem), kar
pa za obravnavane sire ne velja, saj so izdelani iz surovega mleka, brez predhodne
obdelave. Pri teh sirih je vsebnost mascobe v siru bolj povezana z vsebnostjo masc¢obe v
mleku, na katero najbolj vplivata pasma ovc (Sakul in Boylan, 1992) in/ali obdobje
laktacije (Tsiplakou in sod., 2006), manj pa prehrana. Slednja bolj vpliva na
mascobnokislinsko sestavo mascobe kot pa na samo koli¢ino masS¢obe v mleku in s tem
posledi¢no v siru (Tsiplakou in sod., 2008; Cabiddu in sod., 2006).

Predpisana vsebnost suhe snovi se v KraSkem in Dolenjskem ov¢jem siru giblje med 60 in
65 %, v BovSkem pa med 60 in 70 % (Rogelj, 2012). Od predpisanih vrednosti so
odstopali vzorec KraSkega ovcjega sira Kj, ki je vseboval 59,37 % suhe snovi, vzorec
Dolenjskega ov¢jega sira D3, ki je vseboval 59,00 % suhe snovi in vzorec Bovskega
ov¢jega sira Bs, ki je vseboval 57,68 % suhe snovi. Kljub relativno majhnim odstopanjem
od predpisanih vrednosti pa so rezultati pokazali, da so tehnoloski postopki pri posameznih
proizvajalcih Se vedno premalo kontrolirani in ustaljeni.

Ob konzumni zrelosti morata po pravilniku Dolenjski in Bovski ov¢ji sir vsebovati od 1,5
do 2,5 % soli (Rogelj, 2012; Bovski sir, 2005), Kraski ov¢ji sir pa od 1,5 do 3 % soli
(Rogelj, 2012; Kraski ovcji sir, 2005). Od predpisanih zahtev za Kraski ov¢ji sir je
odstopal vzorec K,, ki je vseboval le 1,28 % soli. To zopet kaze na slabo kontrolo
tehnoloskega postopka. Glede na sodobne trende v prehrani bi bila nekoliko niZja vsebnost
soli celo zaZelena, vendar bi bilo le-to potrebno tudi zapisati v specifikacijo.

Vzorcem Bovskega ov¢jega sira, ki so povprecno vsebovali najvec soli (2,12 %), se je
vsebnost vode v nemastni snovi tekom zorenja najpoCasneje zmanjSevala, vzorcem
Dolenjskega ovcjega sira, ki so povprecno vsebovali najmanj soli (1,84 %), pa se je
vsebnost vode v nemastni snovi tekom zorenja najhitreje zniZevala. Zato predvidevamo, da
sta na pocasnejSo izgubo vode med zorenjem in s tem posledi¢no poCasnejSe zmanjSevanje
vsebnosti vode v nemastni snovi lahko vplivali tako vecja stopnja vlage v zorilnici kot
vecja koli¢ina soli v siru.

Vecja vsebnost soli v BovSkem ov¢jem siru, glede na ostala dva sira, je posledica daljSega
Casa soljenja. Le-to pri omenjenem siru traja po suhem postopku soljenja z grobo morsko
soljo 5-6 dni, po mokrem postopku v 20 % slanici pri temperaturi 14-16 °C pa 34-47 ur.
Tako pri Dolenjskem kot pri KraSkem ovc¢jem siru sta suhi in mokri postopek soljenja
krajSa. Pri Dolenjskem ovc¢jem siru poteka suho soljenje 2 dni, mokro soljenje v 22 %
slanici pri temperaturi 15 °C pa 24 ur. Pri Kraskem ovc¢jem siru pa solijo sir 3-6 dni po
suhem postopku soljenja ali 24 ur v 20 % slanici pri temperaturi 15-18 °C (Rogelj, 2012).

Poleg Casa soljenja vplivajo na absorpcijo soli iz slanice v sir tudi koncentracija slanice,
gradient koncentracije soli, temperatura soljenja, geometrija sira, zaCetna vsebnost vode v
sirnini ter pH vrednost sirnine in slanice (Guinee, 2004). Od nastetih dejavnikov bi lahko
nekoliko niZja temperatura soljenja (15 °C) in nekoliko niZja povprecna vsebnost vode v
nemastni snovi vplivali na to, da smo pri Dolenjskem ov¢jem siru v povprecju izmerili
najnizjo vsebnost soli med vsemi tremi avtohtonimi ov¢jimi siri.
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Iz Slik 11A, 12A, 13A in 14A, ki prikazujejo grafe s povprecnimi vrednostmi in
standardnimi odkloni, je razvidno, da so bili avtohtoni ov¢ji siri po osnovni kemijski
sestavi dokaj podobni. Po drugi strani pa lahko iz Slik 11B, 12B, 13B in 14B, ki
prikazujejo box-plot diagrame, vidimo, da je bila sestava posameznih sirov precej
variabilna. Razlike v sestavi so bile med zorenjem najmanjse v vsebnosti beljakovin, vecje
pa pri ostalih merjenih parametrih. Po 30 dneh zorenja je bila razprSenost od mediane
najmanjsa, nato pa se je po 60 dneh zorenja ponovno povecala. Predvidevamo, da je bila
variabilnost v kemijski sestavi na zaCetku zorenja posledica razlik v sestavi mleka
(predvsem vsebnost mascobe) in tehnoloskih postopkih (velikost sirnega zrna, temperatura
dogrevanja), po 60 dneh zorenja pa so prisli do izraza specifi¢ni pogoji zorenja v zorilnicah
(temperatura in vlaga v zorilnici).

Na osnovi Preglednice 6, ki prikazuje povprene vrednosti kemijskih komponent s
standardnimi odkloni tako za posamezne ov¢je sire kot za vse avtohtone ovcje sire skupaj,
opazimo veliko variabilnost med vzorci razli¢nih proizvajalcev znotraj Kraskega in znotraj
Dolenjskega ov¢jega sira, kar bi lahko pripisali razlikam v sestavi mleka ali premalo
usklajenim tehnoloskim postopkom s postopki v specifikaciji. V nasprotju z omenjenima
dvema siroma izstopa Bovski ov¢ji sir, ki je imel najmanjSo variabilnost med vzorci
razli¢nih proizvajalcev, prav tako pa se mu je tekom zorenja najbolje ohranil ponavljajoci
se trend koncentracije mascobe, suhe snovi in mascobe v suhi snovi, kar je razvidno iz
Preglednice 6 in Priloge A. Vse to nakazuje, da so bili pogoji zorenja vzorcev Bovskega
ov¢jega sira podobni, kar lahko pripiSemo dobri usklajenosti tehnoloSkih postopkov med
proizvajalci, ustrezni kontroli proizvodne prakse in navsezadnje tudi dolgi tradiciji
proizvodnje Bovskega ovc¢jega sira.

5.1.2 Mikrobioloska sestava avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov

Geografska regija s svojim podnebjem in rastjem vpliva na mikrobno populacijo
posameznega avtohtonega ov¢jega sira. To sta potrdila raziskovalca Tavaria in Malcata
(2000), ki sta pri proucevanju mikrobiologije ov¢jega sira Serra da Estrela prisla do
ugotovitev, da na Stevilo enterokokov, laktobacilov in laktokokov ne vpliva leto
proizvodnje, temve¢ geografska lokacija. Stevilo enterokokov, laktobacilov in laktokokov
v sirth posamezne sirarne je bilo namrec v razli¢nih letih proizvodnje podobno, razlikovalo
pa se je med siri sirarn iz razli¢nih geografskih podrocij. Do podobnih izsledkov smo prisli
tudi v naSi diplomski nalogi, le da nismo delali primerjav med posameznimi leti
proizvodnje. Mikrobioloske analize so pokazale razlike v Stevilu predstavnikov
prevladujocih bakterijskih populacij med ov¢jimi siri iz razli¢nih geografskih regij (Slike
15, 16 in 17). Te so bile najmanjse v Stevilu mezofilnih mle¢nokislinskih bakterij, najvecje
pa v Stevilu enterokokov, medtem ko smo pri laktobacilih in termofilnih mle¢nokislinskih
bakterijah (MKB) pri ov¢jih sirih zasledili le dva do tri vzorce, ki so ekstremno odstopali,
ostali vzorci pa so bili zbrani v bliZini mediane.

Razlike v Stevilu predstavnikov prevladujocih bakterijskih skupin se niso pokazale le med
avtohtonimi ov¢jimi siri, ampak tudi med vzorci iste vrste sira (Slika 18). V Stevilu
enterokokov in laktobacilov so se namre¢ med seboj najbolj razlikovali vzorci Kraskega in
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Dolenjskega ovcjega sira, v Stevilu termofilnih MKB pa vzorci Dolenjskega ov¢jega sira.
Izjema je bil le Bovski ov¢ji sir, pri katerem nismo zasledili velikih odstopanj med vzorci v
Stevilu glavnih skupin mle¢nokislinskih bakterij. Za to je bila verjetno odgovorna enaka
proizvodna praksa, podobna (bodisi boljSa bodisi slabSa) higienska praksa in/ali podobna
mikrobioloska sestava ov¢jega mleka.

V vseh avtohtonih slovenskih ov¢jih sirth smo dolo¢ili najvecje Stevilo mezofilnih MKB,
sledile pa so populacije termofilnih MKB, laktobacilov in enterokokov. Ker spadajo vsi
trije proucevani siri med trdi tip sira, bi pricakovali, da bodo prevladovale termofilne
MKB, vendar je kar nekaj dejavnikov, ki prispevajo k dobljenim rezultatom.

Temperature dogrevanja sirnega zrna za trde sire se gibljejo od 50 do 55 °C (Slanovec,
1982). To so temperature, ki so selektivne za rast tipicnih termofilnih MKB, katerih
optimalno obmocje rasti se nahaja med 40 in 50 °C, nekoliko slabSe pa lahko rastejo tudi
pri temperaturah od 35 do 40 °C in pri temperaturah med 60 in 70 °C (Smole Mozina in
Bem, 2003; Mavrin in OStir, 2002). Pri avtohtonih slovenskih ov¢jih sirih so temperature
dogrevanja sirnega zrna nekoliko nizje. Sirno zrno za Bovski ov¢ji sir se dogreva na 44 do
49 °C, sirno zrno za Dolenjski ov¢ji sir na 42 do 45 °C in sirno zrno za Kraski ov¢ji sir le
na 38 do 42 °C (Rogelj, 2012). Te temperature Se ustrezajo tudi nekaterim mezofilnim
MKB, ki imajo sicer optimalno obmocje rasti od 37 do 40 °C, vendar lahko rastejo tudi pri
temperaturah od 45 do 49 °C (Smole Mozina in Bem, 2003). 1z tega sklepamo, da so na
prevladujoce Stevilo mezofilnth MKB v analiziranih ov¢jih sirih verjetno vplivale nizje
temperature dogrevanja sirnega zrna, ki so omogocile boljSo rast mezofilnim kot
termofilnim MKB.

Poleg temperature dogrevanja in suSenja sirnega zrna je lahko na rezultat dolocanja Stevila
mezofilnih in termofilnih MKB vplivala sama mikrobiloSka metoda, ki smo jo uporabili.
Skupno Stevilo mezofilnih in termofilnih MKB smo dolocali na plos¢ah s trdnim gojis¢em
M17, ki smo jih inkubirali pri temperaturah 30 °C in 42 °C. GojiS¢e M17 je sicer tipicno
gojisce za izolacijo in kvantifikacijo MK kokov, kamor spadajo rodovi Lactococcus,
Pediococcus, Leuconostoc ter Streptococcus, vendar pa omogoca rast tudi predstavnikom
drugih rodov MKB, kot sta Enterococcus (Caridi in sod., 2003) in Lactobacillus (Mannu in
sod., 2000). Enterokoki in nekateri laktobacili lahko rastejo tako pri temperaturah 30 °C
kot 42 °C. Zato domnevamo, da so lahko k ve¢jemu Stevilu mezofilnih MKB v ov¢jih sirih
prispevali tako enterokoki kot nekateri predstavniki laktobacilov, ki so izrasli tudi na
plos¢ah, inkubiranih pri 30 °C. Vsekakor bi morali za potrditev te domneve opraviti
dodatne potrditvene analize, na primer identifikacijo vrst v izraslih kolonijah s PCR s
specificnimi zacetnimi oligonukleotidi (Walter in sod., 2001).

Manjse Stevilo termofilnih MKB v vzorcih avtohtonih ov¢jih sirov je lahko tudi posledica
odstotnosti selekcionirane termofilne starterske kulture. V vzorcu D; se je namre¢ Stevilo
termofilnih MKB nahajalo pod mejo detekcije tako po 30 kot po 60 dneh zorenja, prav
tako pa je bilo, po 0 dneh zorenja, pod mejo detekcije tudi tevilo laktobacilov. Stevilo
slednjih je sicer po 30 dneh zorenja naraslo in doseglo vrednost 2,68 x 10° ke/g, nato pa po
60 dneh zorenja padlo na vrednost 6,82 x 10” ke/g. Ker lahko $tevilo laktobacilov, ki so
vkljuceni v startersko kulturo, med proizvodnjo sira doseZe koncentracijo 10° ke/g sira in
med zorenjem lahko tudi hitro upade na vrednosti pod 10’ ke/g sira (Wouters in sod.,
2002), predvidevamo, da je fermentacija v vzorcu D, potekala le pod vplivom naravne
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mikroflore zorjenega ovcjega mleka, saj nestarterski laktobacili, ki izvirajo iz mleka in
okolja, kasneje narastejo, vendar lahko doseZejo vecje vrednosti v zrelem siru kot
laktobacili iz starterske kulture (Wouters in sod., 2002). Prav tako pa je tudi mozno, da
proizvajalec kot dodatek uporablja selekcionirano mezofilno startersko kulturo, saj so v
vzorcu D, v vseh fazah zorenja, od prvega do 60 dne, prevladovale izkljucno mezofilne
MKB (glej Priloge od B1 do B3).

Iz rezultatov osnovnih mikrobioloskih analiz lahko zaklju¢imo, da so v celotni mikrobni
populaciji avtohtonih ovcjih sirov najve¢jo vlogo pri zorenju odigrali enterokoki in
laktobacili, saj se je tekom zorenja njihovo Stevilo povecevalo, do¢im je skupno Stevilo
mezofilnih in termofilnih MKB padalo. Izjemi sta vzorca Dolenjskega ov¢jega sira z
oznakama D; in D,, v katerih je ves ¢as zorenja prevladovala populacija mezofilnih MKB,
kar zopet potrjuje prejSnjo hipotezo o mozni uporabi selekcionirane mezofilne starterske
kulture pri izdelavi Dolenjskega ovc¢jega sira.

Enterokoki so gram-pozitivni koki, ki imajo v mlekarski industriji dokaj pomembno vlogo.
Kot nestarterske bakterije se namre¢ pojavljajo v razli¢nih sirih, zato ni presenetljivo, da
predstavljajo pomemben del mikrobne populacije v tradicionalnih trdih ov¢jih sirih juZne
Evrope (Giraffa, 2003), kot so Pecorino Romano (Di Cagno in sod., 2003), Pecorino
Siciliano (Randazzo in sod., 2006, 2008), Manchego (Ballesteros in sod., 2006), Roncal
(Arizcun in sod., 1997), Graviera (Samelis in sod., 2010), Kefalotyri (Litopoulou-
Tzanetaki in Tzanetakis, 2011) in drugi. Njihovo prisotnost v avtohtonih slovenskih ov¢jih
sirih so s svojimi raziskavami potrdili tudi Stevilni slovenski raziskovalci (Katana Burja in
sod., 2003; Mohar Lorbeg, 2008; Paveljsek, 2012; Katana, 2001). Razlog za razSirjenost
enterokokov v mlecnih izdelkih so dolgo Casa povezovali s slabo higiensko prakso med
proizvodnjo in predelavo mleka, vendar se je njihova navzocnost v Zivilih velikokrat
izkazala za nepovezano z neposredno fekalno kontaminacijo. Enterkoki lahko v mleko
zaidejo tudi posredno iz onesanZenih vodnih virov, s stikom z zunanjostjo Zivali, iz opreme
za molzo in/ali iz hladilnega bazena. Velikost mikrobne populacije enterokokov v sirih je
odvisna od kontaminacije mleka, tipa sira, uporabljene starterske kulture in tehnoloSkega
postopka. Prav rast v Sirokem temperaturnem obmocju (od 10 do 45 °C; optimalna
temperatura je 35 °C) ter visoka odpornost proti temperaturi (vecina enterokokov prezivi
pri temperaturi 62,8 °C 30 minut), kislini (med pH 4,0 in 9,6) in relativnho visokim
koncentracijam soli (prenesejo 6,5 % NaCl) pa enterokokom omogoca preZivetje in
razmnoZevanje tako v sirih, proizvedenih iz surovega mleka, kot v sirih, proizvedenih iz
termiziranega mleka (Giraffa, 2003; Foulquié Moreno in sod., 2006).

V raziskavah, ki so jih opravili Mohar Lorbeg (2008) ter Katana Burja in sod. (2003), naj
bi enterokoki zavzemali vecji del mikrobne populacije v tradicionalnih slovenskih ov¢jih
sirih, zlasti v Kraskem ov¢jem siru (Katana, 2001). Tudi Diana Paveljsek (2012) je v svoji
diplomski nalogi potrdila, da Kraski, Dolenjski in Bovski ov¢ji sir vsebujejo med 17 in
39 % bakterij rodu Enterococcus. V ov¢jih sirih, ki smo jih analizirali v doti¢ni diplomski
nalogi, je bila velikost mikrobne populacije enterokokov tekom zorenja pod mejo detekcije
le v dveh vzorcih, in sicer v vzorcu K3 in v vzorcu Dy, po drugi strani pa so v vzorcu D3, po
60 dneh zorenja, enterokoki predstavljali prevladujoco mikrobno populacijo. Za vzorca K3
in D; lahko sklepamo, da sta bila izdelana v boljSih higienskih razmerah ali pa je bilo
mleko termizirano (Garabal in sod., 2008).



65

Grohar E. Kemijske in mikrobioloske znacilnosti avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2013

Laktobacili, ki spadajo med najpomembnejSe mlecnokislinske bakterije in igrajo
pomembno vlogo pri zorenju sirov, naj bi poleg enterokokov predstavljali dominantno
mikrobno populacijo v avtohtonih ov¢jih sirih, kot so Feta (Rantsiou in sod., 2008), Fiore
Sardo (Mannu in sod., 2000), Canestrato Pugliese (Aquilanti in sod., 2006), La Serena
(Arques in sod., 2006), Zamorano (Ferrazza in sod., 2004) itd. SreCamo jih tudi v
slovenskih ov¢jih sirih, kjer z vrstami Lb. plantarum, Lb. paracasei, Lb. rhamnosus,
Lb. curvatus, Lb. brevis in Lb. coryniformis subsp. torquens zavzemajo 23 do 28 % celotne
bakterijske populacije (Paveljsek, 2012; Canzek Majheni¢ in sod., 2007; Katana, 2001). V
analiziranih ov¢jih sirih smo nizko Stevilo laktobacilov, ki se je nahajalo pod mejo
detekcije, tekom zorenja opazili le v vzorcu D,.

5.1.2.1 Podobnosti in razlike v mikrobni zdruzbi avtohtonih slovenskih ovcjih sirov
(analiza DGGE)

Za analizo sestave mikrobne zdruzbe zrelih avtohtonih slovenskih ovcjih sirov smo se
posluZili poliakrilamidne gelske elektroforeze v denaturirajo¢em gradientu (DGGE), ki jo
v zadnjem Casu vedno bolj uporabljajo za mikrobioloSko karakterizacijo sirov (Bonetta in
sod., 2008; Giannino in sod., 2009). Iz dobljenih profilov DGGE smo s pomocjo
racunalniskega programa BioNumerics na osnovi Pearson-ovega koeficienta korelacije in
neutezne metode parnih skupin z aritmeti¢no sredino (UPGMA) izdelali dendrogram.

Pri pregledu dendrograma profilov DGGE smo na podlagi 40 % relativne podobnosti
sevov dolocili 5 glavnih skupin (Slika 19). V Skupini I so se nahajali profili DGGE
vzorcev Bovskega ov¢jega sira z oznakami Bj, B, in Bj ter vzorca Dolenjskega ovc¢jega
sira z oznako D,, dobljeni s trdnih gojiS¢ KAA in M17. Ker je bila tem profilom skupna
proga produkta PCR, ki se je nahajala na viSini, znacilni za referen¢ni sev Enterococcus
faecalis LMG 7937T, domnevamo, da se je v BovSkem ov¢jem siru in v vzorcu
Dolenjskega ov¢jega sira z oznako D, nahajala vrsta Ent. faecalis. Njena prisotnost bi
lahko sovpadala tako z naravo gojiS¢a KAA, ki velja za selektivno gojiS¢e za enterokoke
(Reuter, 1995), kot s slabo selektivnostjo gojis¢a M17, ki omogoca rast tudi enterokokom
(Caridi in sod., 2003). Poleg tega pa je bakterijska vrsta Ent. faecalis, ki je sposobna rasti v
Sirokem temperaturnem obmocju, najbolj tipi¢na predstavnica enterokokov v slovenskih
ov¢jih sirith, kar sta v svojih raziskavah potrdili raziskovalki Mohar Lorbeg (2008) in

.....

tudi prisotnost proge produkta PCR na isti viSini kot pri vzorcu D,, nacepljenem na gojisce
M17 30 °C, iz Skupine II in pri vzorcu K;, nacepljenem na gojiS¢e M17 42 °C, iz Skupine
III. Proga sicer ni sovpadala z nobeno progo referencnih sevov. Ker pa je vecina izolatov
omenjenih vzorcev izvirala iz konzorcija, pridobljenega z gojis€a M17, inkubiranega pri
42 °C, ki se smatra kot semiselektivno gojis€e za vrsto Streptococcus thermophilus, je
mozno, da gre za to vrsto, ki je velikokrat prisotna v trdih sirth kot predstavnica
termofilnih MKB (Beresford in sod., 2001).

Skupino II so predstavljali profili DGGE vzorcev Kraskega in Dolenjskega ov¢jega sira,
dobljeni s trdnega gojis¢a M17, inkubiranega pri temperaturi 30 °C. Poleg omenjenega
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gojisca sta bila v tej skupini prisotna tudi trdno gojis¢e ROGOSA, na katerega smo
nacepili vzorec Dolenjskega ov¢jega sira z oznako D», in trdno gojiS¢e KAA, na katerega
smo nacepili vzorec Kraskega ov¢jega sira z oznako K,. Glede na to, da je gojis¢e M17,
inkubirano pri 30 °C, tipi¢no gojisce za mezofilne MK koke, predvidevamo, da se je tako v
Kraskem kot v Dolenjskem ov¢jem siru nahajala vrsta iz rodu Lactococcus spp., katerega
2006). Med izolati slovenskih ov¢jih sirov naj bi, po podatkih, ki jih navaja Paveljsek
(2012), rod Lactococcus predstavljal 15-18 % mikrobne populacije, njegova dominantna
vrsta pa je Lac. lactis subsp. lactis. Slednja bi prav lahko predstavljala progo produkta
PCR, ki je bila skupna vsem profilom DGGE iz Skupine II ter nekaterim profilom DGGE
vzorcev Dolenjskega in Bovskega ov¢jega sira z oznakami D,, By, B, in B3 iz Skupine L.
PoloZaja omenjene proge zal nismo mogli primerjati s progo v markerju, saj vrsta Lac.
lactis subsp. lactis v njem ni bila prisotna.

Profili DGGE vzorcev Kraskega ovcjega sira z oznakami K;, K, in Kj3 ter vzorca
Dolenjskega ov¢jega sira z oznako D3, dobljeni s trdnega gojis¢a M17, inkubiranega pri
temperaturi 42 °C, so sestavljali Skupino III. Skupna znadilnost profilov DGGE v tej
skupini je bila proga produkta PCR, ki se je nahajala na viSini referen¢nega seva
Bacillus cereus IM 199 in smo jo zasledili tudi v Skupini I pri profilih DGGE vzorcev
Bovskega ovcjega sira z oznako B ter v Skupini II pri profilih DGGE vzorcev Kraskega
ov¢jega sira (K;, K, in K3) in vzorcev Dolenjskega ov¢jega sira z oznakama D; in Ds. Ker
bakterija Bacillus cereus ni tipi¢en predstavnik prevladujoe mikroflore ov¢jih sirov,
predvidevamo, da gre za drugo vrsto, morda vrsto Weissella viridescens. Rod Weissella
namre¢ lahko raste na gojis¢u M17, tako pri temperaturi 30 kot 42 °C (Papagianni in
Papamichael, 2011; Huys in sod., 2012), prisotnost vrste Weissella viridescens pa je bila
tudi identificirana v avtohtonih slovenskih ov¢jih sirih (Paveljsek, 2012). Seveda je to
samo predvidevanje, ki bi ga morali z nadaljnjimi analizami potrditi.

V Skupini IV so se nahajali profili DGGE vzorcev vseh treh avtohtonih slovenskih ov¢jih
sirov z oznakami K, K3, D; in By, dobljeni s trdnega gojis¢a ROGOSA, ki je selektivno
gojisce za laktobacile. Proga na gelu DGGE, ki je bila skupna vsem vzorcem iz omenjene
skupine ter vzorcem ov¢jih sirov, porazdeljenih po Skupinah II (K; in K3), III (K;) in V
(D3, B, in Bj), se je nahajala na viSini, znaCilni za referencni bakterijski sev
Lactobacillus rhamnosus GG. Iz tega sklepamo, da je bila v omenjenih vzorcih prisotna
vrsta Lb. rhamnosus, ki je ze bila identificirana v nekaterih slovenskih ov¢jih sirih, kot sta
Dolenjski in Kragki ov¢ji sir (Paveljsek, 2012; CanZek Majheni¢ in sod., 2007).

V Skupini V so se nahajali profili DGGE vzorca Kraskega ov¢jega sira (K;), vzorca
Dolenjskega ovcjega sira (Ds3) in vzorcev BovSkega ov€jega sira (B, in B3), dobljeni s
trdnega gojis¢a ROGOSA. V tej skupini se je nahajal tudi profil DGGE vzorca
Dolenjskega ovcjega sira z oznako D3, dobljen s trdnega gojis€a KAA, selektivnega za
enterokoke. Profili DGGE (vzorci K;, D3, B, in B3) iz Skupine V ter profil DGGE vzorca
K iz Skupine 1V, ki so izvirali z gojis¢a ROGOSA, so po vsej verjetnosti vkljucevali
bakterijo Lb. plantarum, ki sodi med dominantne vrste laktobacilov v slovenskih ovcjih
sirth (Paveljsek, 2012; Canzek Majheni¢ in sod., 2007; Mohar Lorbeg, 2008). To je
potrjevala tudi proga produkta PCR, ki je bila prisotna na viSini, znacilni za referencni
bakterijski sev Lb. plantarum NCDO 1193. Za profil DGGE vzorca Dolenjskega ov¢jega
sira z oznako Ds, ki je izviral s trdnega gojis¢a KAA, pa sklepamo, da ne vsebuje
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predstavnikov laktobacilov, saj trdno gojis¢e KAA zaradi svoje sestave in aerobne
inkubacije ne omogoca rasti laktobacilov (Reuter, 1995), zato bi bilo zanimivo ugotoviti,
kateri bakterijski vrsti pripada doti¢na proga produkta PCR.

Analiza skupin (angl. cluster analysis) profilov DGGE je, kljub nekaterim skupnim progam
produktov PCR, pokazala, da ima vsak avtohtoni ov¢ji sir specificen »bakterijski profil«,
kar lahko pripiSemo vplivu razli¢nih geografskih regij, o ¢emer so razpravljali Ze drugi
avtorji (Giannino in sod., 2009; Poznanski in sod., 2004).

Do odstopanj v mikrobiolo$ki sestavi oz. prisotnosti/odsotnostni dolo¢enih prog produktov
PCR na gelu DGGE (ki naj bi ponazarjale doloCene bakterijske vrste) je prihajalo tudi med
vzorci znotraj posameznih ov¢jih sirov. Pri tem sta bila najbolj edinstvena profila DGGE
vzorca KraSkega ov¢jega sira z oznako K; (nacepljen na trdno gojis¢e KAA) in vzorca
Bovskega ov¢jega sira z oznako B3 (nacepljen na trdno gojis¢e M17 30 °C), ki sta se
popolnoma razlikovala od ostalih profilov DGGE. Na ta odstopanja bi lahko vplivala
razli¢na higienska praksa proizvajalcev, razlicna mikrobioloska slika ov¢jega mleka in/ali
specificne razlike v tehnoloskem postopku izdelave sira (temperatura, obdelava
koaguluma, soljenje ipd.).
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5.2 SKLEPI

® Osnovne kemijske analize so pri veCini vzorcev Kraskega, Dolenjskega in
Bovskega ov¢jega sira potrdile ustrezno sestavo za uvrstitev v tip trdi
polnomastni sir, kakor so ti siri predstavljeni v registraciji.

e Ob koncu zorenja so vsi siri vsebovali primerno vsebnost mascobe v suhi snovi
za polnomastne sire (od 45 do 60 %), medtem ko so vzorci K; (56,43 %), K3
(58,10 %), D3 (56,94 %) in B3 (59,61 %) vsebovali prevec¢ vode v nemastni
snovi za trdi tip sira, ki se mora gibati med 49 in 56 %.

® Variabilnost v vsebnosti kemijskih komponent med vzorci proizvajalcev
KraSkega in Dolenjskega ov¢jega sira je bila ve¢ja od variabilnosti kemijske
sestave vseh proucevanih sirov.

eV vseh proucevanih slovenskih ov¢jih sirih so prevladujo¢o mikrobno
populacijo predstavljale mezofilne MKB.

e Stevilo enterokokov in laktobacilov v gramu zrelega sira se je mo&no
razlikovalo ne le med Kraskim, Dolenjskim in BovSkim ov¢jim sirom, temvec
tudi med vzorci proizvajalcev istega sira. Stevilo enterokokov se je v zrelih
ov¢jih sirih gibalo med 5,00 x 10" in 5,00 x 10° ke/g, Stevilo laktobacilov pa
med 6,82 x 10? in 1,82 x 10® ke/g sira.

e Kiljub relativno nizkemu delezu enterokokov in laktobacilov sta imeli
najverjetneje prav ti dve skupini najvecjo vlogo pri zorenju sirov, saj se je
Stevilo enterokokov in laktobacilov med zorenjem v vseh ov¢jih sirih
povecevalo, skupno Stevilo mezofilnih in termofilnih MKB pa zmanjSevalo.

e »Bakterijski profili« Kraskega, Dolenjskega in Bovskega ov¢jega sira so
razli¢ni in specificni za vsak sir.
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6 POVZETEK

Pricujoce diplomsko delo je bilo del evropskega projekta RegTrac (SEE-ERA.NET).
Glavni cilj projekta je bil opis tehnoloSkih, kemijskih in mikrobioloSkih znacilnosti
tradicionalnih ovcjih sirov s podro¢ja Zahodnega Balkana. V projekt so bili uvrSceni tudi
trije avtohtoni slovenski ov¢ji siri, in sicer Kraski, Dolenjski in Bovski ov¢ji sir.

Namen diplomske naloge je bil raziskati kemijske in mikrobioloSke znacilnosti avtohtonih
slovenskih ov¢jih sirov, ki izvirajo iz treh razlicnih geografskih regij. Po 0, 30 in 60 dneh
zorenja smo na izbranih vzorcih sirov, devetih razli¢nih proizvajalcev, opravili kemijske in
mikrobioloske analize. S kemijskimi analizami smo dolo¢ali vsebnost mascobe,
beljakovin, suhe snovi in soli, s ¢imer smo lahko opredelili tip sira. MikrobioloSke analize
pa so vkljucevale klasicno metodo gojenja na plos¢ah, s katero smo dolocali velikost
prevladujocih mikrobnih populacij, ter molekularno metodo PCR-DGGE, ki nam je sluzila
za ugotavljanje pestrosti mikrobne zdruzbe analiziranih ov¢jih sirov.

Izsledki kemijskih analiz so pokazali, da so si bili avtohtoni slovenski ov¢ji siri, kot
polnomastni trdi siri, med seboj najbolj podobni v vsebnosti beljakovin, medtem ko so se v
vseh ostalih analiziranih kemijskih parametrih bolj ali manj razlikovali. Variabilnost v
kemijski sestavi se je po 30 dneh zorenja zmanjSala, nato pa ob koncu zorenja ponovno
povecala, zato predvidevamo, da je bila zacCetna variabilnost odvisna od surovine, se pravi
ov(jega mleka, na variabilnost po koncu zorenja pa so verjetno vplivali specificnimi pogoji
zorenja v zorilnicah. Vendar pa se Kraski, Dolenjski in Bovski ov¢ji sir po kemijski sestavi
niso razlikovali le med seboj, ampak so se Se bolj razlikovali vzorci posameznih
proizvajalcev, predvsem znotraj Kraskega in Dolenjskega ov¢jega sira. TakSne razlike so
najverjetneje posledica razli¢nih dejavnikov, od kakovosti mleka do neustaljenih
tehnoloskih postopkov in neizenacenih pogojev v zorilnih prostorih.

S pomocjo mikrobioloskih analiz smo ugotovili, da se ov¢ji siri iz razlicnih geografskih
regij razlikujejo tudi v sestavi in velikosti prevladujoCe bakterijske populacije. V vseh
proucevanih slovenskih ovcjih sirih so prevladujoc¢o mikrobno populacijo predstavljale
mezofilne MKB, vendar pa so se siri razlikovali v Stevilu enterokokov, laktobacilov in
termofilnih MKB. OCcitno je, da na mikrobno populacijo ov¢jih sirov, poleg proizvodnih
pogojev, vplivajo tudi specificna klima in vegetacija dolo¢ene geografske regije.

Vsem avtohtonim ov¢jim sirom je bilo skupno prevladujoCe Stevilo mezofilnih MKB,
¢eprav smo pric¢akovali, da bodo prevladovale termofilne MKB, ki so bolj znacilne za trdi
tip sirov. Predvidevamo, da na dominantnost mezofilnih MKB vplivajo niZje temperature
dogrevanja sirnega zrna v ovcjih sirih, sposobnost rasti nekaterih laktobacilov in
enterokokov na gojiS¢u M17 pri temperaturi 30 °C ter neuporaba termofilne starterske
kulture v izdelavi teh sirov.

Kljub S$tevilénosti mezofilnih in termofilnih MKB pa so v celotni mikrobni populaciji
najvecjo vlogo pri zorenju sirov najverjetneje odigrali enterokoki in laktobacili, saj se je
Stevilo tako enih kot drugih tekom zorenja povecCevalo, medtem ko se je skupno Stevilo
mezofilnih in termofilnih MKB zmanjSevalo.
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Za primerjavo mikrobnih zdruzb avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov smo uporabili verizno
reakcijo s polimerazo v kombinaciji s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v
denaturirajo¢em gradientu. Analiza skupin (angl. cluster analysis) dobljenih profilov
DGGE ni pokazala velike podobnosti med analiziranimi tradicionalnimi slovenskimi
ov¢jimi siri, saj je vsak ov¢€ji sir imel specificni »bakterijski profil«, kar smo pripisali
vplivom geografske regije.

Po pregledu dendrograma, ki smo ga z racunalniSkim programom BioNumerics izdelali iz
dobljenih profilov DGGE na podlagi Pearsonovega koeficienta korelacije in neuteZne
metode parnih skupin z aritmeticno sredino (UPGMA), smo na osnovi 40 % relativne
podobnosti sevov dolocili 5 glavnih skupin. Na osnovi prog produktov PCR, ki so se
nahajale na viSinah, znacilnih za dolocen referen¢ni sev, smo doloc€ili mozne predstavnike
mle¢nokislinskih bakterij, ki so bile prisotne v konzorcijih prevladujoe mikrobne
populacije. To so bile vrste Ent. faecalis, Lb. rhamnosus in Lb. plantarum. Glede na
hranljivo podlogo, s katere smo pridobili konzorcije, in glede na pogoje inkubacije
predvidevamo, da bi nekatere izrazite proge lahko predstavljale vrste Lac. lactis subsp.
lactis, W. viridescens in Str. thermophilus. Seveda je to zgolj Spekulacija, saj pri analizi
DGGE za te vrste nismo imeli referencnih sevov. Za potrditev prisotnosti omenjenih vrst v
analiziranih sirih bi se morali posluZziti dodatnih metod identifikacije, kot je npr.
sekvenciranje.
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PRILOGE

Priloga A:

Vsebnost mascobe, beljakovin, suhe snovi, vode v nemastni snovi, masc¢obe v suhi snovi in
soli v 100 gramih vzorcev avtohtonih slovenskih ov¢jih sirov, tekom zorenja

Analizirane kemijske Vrsta sira Oznaka Po 0 dneh zorenja Po 30 dneh zorenja Po 60 dneh zorenja
komponente vzorca
K, 23,25 28,00 28,00
Kraski ov¢ji sir K, 30,25 32,25 34,50
K; 34,25 34,50 36,25
D, 31,00 32,50 32,00
Mascoba Dolenjski ov¢ji sir D, 28,50 32,50 32,25
g/100 g D; 25,50 26,50 28,00
B, 34,00 34,00 34,50
Bovski ov¢ji sir B, 33,00 35,00 35,25
B; 28,75 30,00 29,00
K, 22,41 26,06 25,74
Kraski ov¢ji sir K, 22,93 24,09 25,56
K; 21,90 22,59 22,29
D, 22,07 26,03 25,66
Beljakovine Dolenjski ovéji sir D, 23,97 24,70 25,58
g/100 g D, 23,32 23,52 2533
B, 23,26 23,27 23,88
Bovski ov¢ji sir B, 24,43 25,30 25,01
B; 22,04 23,18 22,97
K, 50,21 59,72 59,37
Kraski ov¢ji sir K, 57,16 60,20 63,85
K; 58,60 62,15 62,96
D, 55,61 61,55 64,47
Suha snov Dolenjski ov¢ji sir D, 56,45 61,81 63,99
g/100 g D, 54,43 55,44 59,00
B, 60,90 61,88 63,97
Bovski ovéji sir B, 61,58 65,55 65,74
B; 55,24 57,69 57,68
K, 64,87 55,94 56,43
Kraski ov¢iji sir K, 61,42 58,75 55,19
K; 62,97 57,79 58,10
D, 64,33 56,96 52,25
Voda v nemastni snovi Dolenjski ovéji sir D, 60,91 56,58 53,15
2/100 g D, 61,17 60,63 56,94
B, 59,24 57,76 55,01
Bovski ovéji sir B, 57,34 53,00 5291
B; 62,82 60,44 59,61
K, 46,31 46,89 47,16
Kraski ov¢iji sir K, 52,92 53,57 54,03
K; 58,45 55,51 57,58
D, 55,75 52,80 49,64
Maséoba v suhi snovi Dolenjski ov¢ji sir D, 50,49 52,58 50,40
g/100 g D; 46,85 47,80 47,46
B, 55,83 54,95 53,93
Bovski ovéji sir B, 53,59 53,39 53,62
B; 52,05 52,00 50,28
K, 1,64 2,37 2,69
Kraski ov¢iji sir K, 0,80 115 1,28
K; 0,80 2,03 1,82
D, 0,81 1,58 1,77
NaCl Dolenjski ov¢ji sir D, 1,03 1,77 1,70
g/100 g D, 1,82 2,06 2,05
B, 0,71 1,30 1,55
Bovski ovéji sir B, 1,61 2,15 243
B; 1,40 1,93 2,38
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Priloga B1:
Stevilo enterokokov, laktobacilov, mezofilnih in termofilnih MKB v vzorcih KraSkega,
Dolenjskega in BovSkega ovc¢jega sira, z izracunano mediano in kvartili, po 0 dneh zorenja

Enterokoki Laktobacili Mezofilne MKB Termofilne MKB
Vrsta sira [Oznaka sira
ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g)
K, 4,09x10° 5,61 1,09x10° 6,04 1,28x10° 9,11 1,19x10° 9,08
Kraski
. K 9,00x10° 3,95 1,13x10° 5,05 2,40x10° | 938 2,18x10° | 9,34
oVv¢ji sir
K; 500x10> A 270 2,56x10° 6,41 1,58x10° | 9,20 1,12x10° | 9,05
D, 5.00x10> | 2,70 5,55x107 7,74 2,62x10° 8,42 1,25x10° 6,10
Dolenjski 5 ) 9 9
ovGji sir D, 4,60x10 566 |5.00x10 2,70 3,57x10 9,55 3,38x10 9,53
Ds 1,52x10° 5,18 8,09x10° 591 2,64x10° | 942 2,26x10° 9,35
B; 4,82x10’ 7,68 1,75x10’ 7.24 2,55x10° 9,41 6,50x10° 8,81
Bovski
B 8 6 9 8
oG sir 2 1,37x10 8,14 1,71x10 6,23 1,86x10 9,27 4,42x10 8,65
B3 7,36x10° 6.87 2,01x10° 6,30 1,67x10° 9,22 8,80x10° 8,94
Max 1,37x10° 8,14 5,55x107 7,74 3,57x10° | 9,55 3,38x10° 9,53
3.kvartil | 736x10° 6.87 2,56x10° 6,41 2,55x10° 9,41 2,18x10° 9,34
Vsi ovéji .
o 7| Mediana | 4,00x10° 5,61 1,71x10° 6,23 1.86x10° | 9,27 1,12x10° | 9,05
L.kvartil | 9,00x10’ 3,95 8,09x10° 591 1,58x10° | 9,20 6,50x10° 8.81
Min 5,00x10” 2,70 5,00x10” 2,70 2,62x10° 8,42 1,25x10° 6,10
OPOMBA:
A

za namene statisti¢ne analize smo vzorcem, v katerih je bilo Stevilo mikroorganizmov pod mejo

detekcije, pripisali polovi¢no vrednost Stevila mikroorganizmov najniZje analizirane koncentracije
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Priloga B2:

Stevilo enterokokov, laktobacilov, mezofilnih in termofilnih MKB v vzorcih KraSkega,
Dolenjskega in Bovskega ovcjega sira, z izraCunano mediano in kvartili,
po 30 dneh zorenja

Enterokoki Laktobacili Mezofilne MKB Termofilne MKB
Vrsta sira |Oznaka sira
ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g)
K 1,73x10° 6,24 2,92x10° 847 | 4,65x10° | 9,67 1,20x10° | 9,08
Olj;jf:r K 2,93x10° 6.47 1,11x10’ 7.05 1,68x10° | 9.23 1,65x10° | 9.22
Ks |s500x10" | 170 575x107 | 776 | 576x10° | 876 | 177x10° | 825
D, 500x10' A| 170 1,05x10° | 602 | 959x10" | 7.98 |500x10° “| 5.70
Til;?:f D, 3.82x10° 3,58 2,68x10° 343 | 286x10° | 846 |500x10° *| 5.70
D; 1,33x10° 5,12 1,21x10’ 708 | 755x10° | 888 | 300x10° | 848
By 2,63x10’ 742 1,51x10’ 7.18 2,50x10° | 840 6,86x10° | 7.84
O]izjvlszlr B, 121x10° | 808 | 625x107 | 780 | 600x10° | 878 | 235x10° | 837
B; 1,05x10° 8,02 1,44x10° 8,16 1,66x10° | 822 | 390x10" | 7.59
Max 1,21x10° 8,08 2,92x10° 847 | 4,65x10° | 9,67 1,65x10° | 9.22
3.kvartil | 2,63x10 742 6,25x10’ 780 | 7,55x10° | 888 | 3,00x10° | 848
VSiSﬁiVéji Mediana | 1,73x10° 6.24 1,51x10’ 718 | 576x10° | 8.6 1,77x10° | 825
I kvartil | 3.82x10’ 3,58 1,11x10’ 705 | 250x10° | 840 | 390x10" | 7,59
Min 5,00x10' 1,70 2,68x10° 343 9,59x10’ 7,98 5,00x10° 5,70
OPOMBA:
A

za namene statisti¢ne analize smo vzorcem, v katerih je bilo Stevilo mikroorganizmov pod mejo

detekcije, pripisali polovicno vrednost Stevila mikroorganizmov najnizje analizirane koncentracije
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Priloga B3:
Stevilo enterokokov, laktobacilov, mezofilnih in termofilnih MKB v vzorcih KraSkega,
Dolenjskega in Bovskega ovcjega sira, z izraCunano mediano in kvartili,
po 60 dneh zorenja

Enterokoki Laktobacili Mezofilne MKB Termofilne MKB
Vrsta sira |Oznaka sira
ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g) ke/g log (ke/g)
K, 3,40x10° 6,53 1,82x10° 8,26 3,13x10° 8,50 5,55x10’ 7,74
Kraski
. K, 8,33x10° 6,92 1,05x10’ 7,02 6,86x10° 8,84 5,36x10° 8,73
OV(j1 SIr
K3 s00x100 A 1,70 141x10° 8,15 5,18x10° 8,71 2,67x10° 8.43
D, 5,00x10" 1,70 2,43x10° 5,39 3,10x10’ 7,49 1,50x10" 4,18
Dolenjski
e D, 2,00x10° 3,30 6,82x10° 2,83 2,89x10’ 7,46 |5,00x10° 2,70
OV(j1 SIr
Ds 5,00x10° 9.70 2,45x10’ 7,39 2,23x10° 8,35 7,86x10’ 7.90
B, 2,44x10’ 7.39 3,32x107 7,52 8,32x107 7,92 2,91x10’ 7,46
Boviki
o B: 1,04x10° | 802 | 286x107 | 746 | 177x10° | 825 | 131x10° | 8,12
OVC]I S1r
B; 5,73x10° 6,76 2,95x107 7,47 1,23x10° 9,09 8,32x10° 6,92
Max 5,00x10° 9,70 1,82x10° 8,26 1,23x10° 9,09 5,36x10° 8,73
3. kvartil | 2,44x10’ 7,39 3,32x10’ 7,52 5,18x10° 8,71 1,31x10° 8,12
Vsi ovéji .
siri | Mediana | 5,73x10° 6,76 2,86x107 7,46 2,23x10° 8,35 5,55x107 7,74
1. kvartil | 2,00x10° 3,30 1,05x10’ 7,02 8,32x10’ 7,92 8,32x10° 6,92
Min 5,00x10" 1,70 6,82x10> 2,83 2,89x10’ 7,46 5,00x10? 2,70
OPOMBI:
A

za namene statisti¢ne analize smo vzorcem, v katerih je bilo Stevilo mikroorganizmov pod mejo

detekcije, pripisali polovicno vrednost Stevila mikroorganizmov najnizje analizirane koncentracije

za namene statisti¢ne analize smo vzorcu sira, pri katerem je Stevilo kolonij na goji§€u v petrijevi
plos¢i preseglo vrednost 300, pripisali ocenjeno vrednost 5,00x10° ke/g
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Priloga C1:
Prvi gel DGGE, na katerem je prikazana elektroforetska locitev pomnozkov z metodo
DGGE

Ma [1B |[#D: ][ 28, | [30: |35 |[2D: |[45: | [3B: | Ml Ma [2p, |[30s |15 2B |4 1% [ 1K ][ 2K: | Ma

— p— g
— = R P pe— p— p— — p— p— f—

Smer elektroforeze

Legenda:

K, Ks, K3 — vzorci Kraskega ovéjega sira;

Dy, D,, D; — vzorci Dolenjskega ov¢jega sira;

B,, B,, B; — vzorci Bovskega ov¢jega sira;

1 — selektivno trdno gojis¢e KAA;

2 —selektivno trdno gojiS¢e ROGOSA;

3 —selektivno trdno gojiS¢e M17, inkubirano pri temperaturi 30 °C;

4 — selektivno trdno gojis¢e M17, inkubirano pri temperaturi 42 °C;

Ma in MII — oznacevalca, nanesena na gelu DGGE, ki sta sestavljena iz pomnoZkov bakterijskih sevov
Lb. plantarum NCDO 1193, Ent. faecalis LMG 79377 Bacillus cereus IM 199, Lb. rhamnosus GG,
Bifidobacterium bifidum LMG 11041, B. animalis LMG 10508.
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Priloga C2:

Drugi gel DGGE, na katerem je prikazana elektroforetska lo¢itev pomnozkov z metodo

DGGE
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Legenda:

K, Ks, K;5 — vzorci Kraskega ovéjega sira;

D,, D,, D; — vzorci Dolenjskega ov¢jega sira;

B,, B,, B; — vzorci Bovskega ov¢jega sira;

1 — selektivno trdno gojisce KAA;

2 — selektivno trdno gojis¢e ROGOSA;

3 —selektivno trdno gojis¢e M17, inkubirano pri temperaturi 30 °C;

4 — selektivno trdno gojiSc¢e M17, inkubirano pri temperaturi 42 °C;

Ma — oznacevalec, naneSen na zacetku, na sredini in na koncu gela DGGE, ki je sestavljen iz pomnoZkov

bakterijskih sevov Lb. plantarum NCDO 1193, Ent. faecalis LMG 7937", Bacillus cereus IM 199,

Lb. rhamnosus GG, Bifidobacterium bifidum LMG 11041, B. animalis LMG 10508.



