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1 UVOD

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Uzivanje tradicionalnih sirov je v zadnjih letih mo¢no naraslo, kar gre pripisati znac¢ilnim
lastnostim tovrstnih izdelkov, ki so posledica delovanja klime, vegetacije in aktivnosti
mikrobiote surovega mleka. Avtohtoni siri, narejeni iz surovega mleka, so neiz¢rpen vir
raznolike in bogate mikrobne populacije, znotraj katere so laktobacili navadno
prevladujoca mikrobiota. Laktobacili so znani po svojih tehnoloSkih znacilnostih (zorenje
sirov), protimikrobnem delovanju (tvorba bakteriocinov), kakor tudi zdravju koristnih
ucinkih (probiotiki). Tudi literatura navaja, da so laktobacili pomemben del mikrobne
zdruzbe avtohtonih sirov, ki v procesu zorenja sodelujejo pri oblikovanju znacilnih
lastnosti sira. Vendar pa nam le natanno poznavanje mikrobne zdruzbe laktobacilov
omogoCa razumevanje njihovega doprinosa pri oblikovanju edinstvenih lastnosti
avtohtonih sirov, med katere sodi tudi kraski ov¢ji sir. Kraski ov¢ji sir je izdelan iz
surovega mleka istrske pramenke brez dodatka starterskih kultur.

V nalogi bomo s pomoc¢jo fenotipskih metod pridobili pomembne informacije o sestavi,
lastnostih in delovanju laktobacilov ter o mozZnostih izbora potencialno zanimivih izolatov
za nadaljnje raziskave. Poleg tega bodo nasi rezultati prispevali k ohranjanju naravne

mikrobiote kraskega ovc¢jega sira.

1.2 CILJINALOGE

Namen diplomske naloge je bil osamiti ¢im vecje Stevilo laktobacilov iz vzorcev kraskega
ovCjega sira ter na podlagi fenotipskih znacilnosti opisati in razvrstiti osamljene
laktobacile. Prav tako smo Zeleli ugotoviti, katera vrsta laktobacilov (ali morda ve¢ vrst) je
v kraSkem ov¢jem siru prevladujoca ter podati preliminarne rezultate o moznem izboru
potencialno zanimivih izolatov laktobacilov kot kandidatov za starterske kulture ali
dodatke krmi.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE
- ker je kraski ov¢ji sir izdelan iz surovega mleka in brez dodatka starterskih kultur
pri¢akujemo pester nabor vrst laktobacilov (Lb. casei / Lb. paracasei, Lb.

plantarum, Lb. fermentum, Lb. brevis) z morebiti eno vodilno vrsto,
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- na podlagi rezultatov fenotipizacije bomo laktobacile lahko razvrstili znotraj vrste
po sevih in pridobili pomembne informacije o njihovi sestavi, lastnostih in
delovanju

- ter s tem moznost izbora potencialno zanimivih izolatov za nadaljnje raziskave
(starterske kulture, dodatki krmi).
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2  PREGLED OBJAV

Siri so v Stevilnih drzavah juzne Evrope narejeni iz kravjega, ovc¢jega, kozjega ali
bivoli¢jega mleka. I1zdelujejo jih pastirji in kmetje po tradicionalnem postopku, obicajno v
manjSih mlekarnah ali na kmetijah. Pri izdelavi teh sirov se ne uporablja komercialnih
starterskih kultur, saj se sirar opira na mle¢nokislinske bakterije (MKB), ki so naravno
prisotne v mleku kot naklju¢ni 'onesnazevalci', ki proizvajajo mle¢no kislino. Kot
alternativo uporabljajo razli¢ne vrste naravnih kultur, ki so pod dolo¢enimi pogoji
proizvedene z inkubacijo mleka ali sirotke prejSnjega dne. Ti siri so obi¢ajno oznaceni kot
'obrtniski' (Marino in sod., 2003).

Proizvodnja ov¢jega sira ima dolgo zgodovino. Ker pa je prireja ovéjega mleka Se vedno
predvsem sezonska, se mleko ponavadi predeluje v sire v manjSih obratih ter po
tradicionalnih postopkih izdelave, zanje pa sta znalilna poseben okus in aroma.
Oblikovanje arome in okusa, ki znacilno zaznamujeta posamezno vrsto sira, pa je odvisno
od razli¢nih dejavnikov, med katerimi s svojim delovanjem pomembno prispevajo prav
MKB (Renes in sod., 2014).

MKB so tudi vodilna skupina mikroorganizmov, ki se uporabljajo kot komercialne
starterske kulture. Razlikujemo jih po morfoloskih lastnostih, po nafinu fermentacije in
optimalni temperaturi rasti ter po sposobnosti rasti v ekstremnih pogojih kot na primer ob
prisotnosti visokih koncentracij soli ali v kislem okolju. Tako najdemo MKB v obliki
kokov, palck ali kokobacilov, zanje pa je tudi znacilno, da ne sporulirajo in so po Gramu
pozitivne, fakultativno anaerobne do mikroaerofilne bakterije.

Znacilnost MKB je, da energijo pridobivajo s fermentacijo glukoze in sicer po
homofermentativni poti, kjer je kon¢ni produkt glikolize mlecna kislina, ali po
heterofermentativni poti, kjer poleg mle¢ne kisline nastajajo Se drugi produkti kot so CO»,
etanol in ocetna kislina. Nastali produkti vplivajo na oblikovanje arome in teksture
izdelkov, s protimikrobnim delovanjem pa uspe$no zavirajo rast Stevilnih kvarljivcev ali
celo patogenih bakterij, s ¢imer zagotavljajo do neke mere varnost in podaljSano obstojnost
kon¢nih izdelkov (Raspor, 2003).
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2.1 SLOVENSKI OVCII SIRI IN SHEME KAKOVOSTI

V Sloveniji segajo zacetki izdelovanja sirov vse v 12. stoletje. Poseben pomen imajo
slovenski tradicionalni siri, katerih postopki izdelave se prenasajo iz roda v rod. Obi¢ajno
so izdelani iz surovega mleka, ki s svojo kemijsko in mikrobiolosko sestavo pomembno
prispeva k oblikovanju znalilnih lastnosti sira. S surovim mlekom in sirarsko opremo
dobimo kombinacijo mikrobne populacije, ki oblikuje znacilen okus, aromo in ostale
senzori¢ne lastnosti, po katerih so tradicionalni siri razpoznavni ter se loc¢ijo od mnozice
ostalih sirov. Ohranjanje tradicije, izkuSenj, spretnosti in specifi¢nih znanj je klju¢nega

pomena za ohranitev izvirnosti tradicionalnih sirov.

Slovenska zakonodaja je proizvajalcem kmetijsko zivilskih pridelkov oz. izdelkov
omogocila, da jih lahko zas¢itijo. Tako izkoristijo posebne lastnosti, ki jih imajo nekatera
zivila zaradi tradicionalnih nacinov pridelave oz. predelave ter specifi¢nih znacilnosti
podrocja izdelave in jih s tem zaScitijo pred ponarejevalci. Obliko zas¢ite podajajo sheme
kakovosti, ki so evropske in nacionalne. Evropske sheme so predpisane z evropskimi
uredbami, od katerih je najvi§ja oblika zasCitena oznacba porekla (ZOP), sledita ji
zaSCitena geografska oznacba (ZGO) in zajamcena tradicionalna posebnost (ZTP). Pri ZOP
gre za oznacevanje kmetijskega pridelka ali zivila, ki v celoti izvira z dolo¢enega
geografskega obmocja in za izdelavo katerega so surovine pridelane na istem geografskem
obmocju. Za pridobitev oznacbe porekla mora kmetijski pridelek ali zivilo izpolnjevati dva
pogoja in sicer:

- lastnosti pridelka ali Zivila morajo biti izkljucno ali bistveno rezultat naravnih in

cloveskih dejavnikov;
- postopki pridelave, predelave in priprave pridelka oz. Zivila za trg morajo potekati

znotraj oznacenega geografskega obmocja (Geografsko poreklo, 2016).

Znotraj shem kakovosti imamo v Sloveniji do danes zas¢itenih pet tradicionalnih sirov, od
katerih sta dva ov¢ja. To sta kraSki ov¢ji sir in bovski sir, oba z oznako ZOP. Poleg
omenjenih dveh zasc¢itenih ov¢jih sirov imamo Se dolenjski ov¢ji sir, ki pa Se ni opredeljen
znotraj shem kakovosti, saj Se ni bil ustrezno raziskan in proucevan. V okviru projekta
SEE-ERA.NET Plus Joint Call z naslovom »Characterisation and tracking the origin of
specific features of traditional cheeses in Western Balkans« (Atlas ov¢jih sirov drzav
zahodnega Balkana) je bil razvit sistem, ki zagotavlja poenotenje opisa postopkov

proizvodnje, fizikalno kemijskih in senzori¢nih lastnosti ter prevladujocih bakterijskih
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populacij, vkljucenih v procese zorenja sirov (Havranek in sod., 2012), kar je v prihodnje

lahko osnova tudi za zas¢ito dolenjskega ovc¢jega sira.

2.1.1 Dolenjski ov¢ji sir

Dolenjski ov¢ji sir je trd, polnomasten sir, izdelan iz ov¢jega mleka jutranje in vecerne
molze. Pri izdelavi se naravni mikrobioti mleka kot podporno startersko kulturo dodaja
termofilna starterska kultura mle¢nokislinskih bakterij. Zorenje poteka najmanj 60 dni.
Hlebec je okrogel, tezek 1-3 kilograme, visok 8-10 centimetrov s premerom 15-25
centimetrov. Zgornja in boc¢na stran sira sta rahlo izboceni, skorja je gladka, svetlo sive do
slamnate barve. Prav tak$ne barve je tudi testo sira, ki je trdo, ¢vrsto in kompaktno z
redkimi ocesi v velikosti lece. Sir je po okusu aromaticen, €ist in poln do rahlo pikanten
(Havranek in sod., 2012).

Slika 1: Dolenjski ov¢ji sir (foto: Andreja Canzek Majheni¢)

2.1.2 BovsKki sir

Bovski sir je trd, polnomasten sir, ki ga izdelujejo iz surovega ovcjega mleka ali iz
mesSanice s kozjim mlekom, vendar le tega ne sme biti ve¢ kot 20%. Pripravljajo ga iz
zorenega mleka vecCerne molze in svezega jutranjega, ki mu lahko dodajo startersko

kulturo. Zorenje poteka najmanj 60 dni, da dobimo hlebec okrogle oblike s premerom 20-



Zitnik T. Opis in razvrstitev laktobacilov, osamljenih iz kragkega ovéjega sira. 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2016

26 centimetrov, viSine 8-12 centimetrov in teze 2,5-4,5 kilograma. Zgornja ploskev sira je
ravna, po obodu je izbocen. Skorja je gladka, ¢vrsta, sivo rjave do nezno slamnate barve.
Testo je svetlo sive do nezno slamnate barve z enakomerno porazdeljenimi ocesi v
velikosti lece. Konsistenca testa je kompaktna, povezana, s Skoljkastim lomom, vendar ne
drobljiva. Okus in vonj sta intenzivna, aromati¢na in rahlo pikantna (Havranek in sod.,
2012).

Slika 2: Bovski sir (foto: Davorin Koren)

Po predhodni pridobitvi oznake ZOP na nacionalni ravni leta 2004, je Drustvo rejcev
drobnice Bovske leta 2011 pristopilo Se k postopku zascite bovskega sira tudi na evropski
ravni s posredovanjem vloge Evropski komisiji. Tako je bovski sir pridobil ZOP tudi na
nivoju EU leta 2012 (Bovski sir..., 2012).

2.1.3 Kraski ov¢ji sir

Prepoznavnost kraskega ov¢jega sira se odraza v senzori¢nih in teksturnih lastnostih, ki so
rezultat specifi¢nih klimatskih in floristicnih posebnosti ter tradicionalne izdelave po
ustaljenem postopku. Rejci ove in izdelovalci ovEjega sira so se odloc€ili za zasc¢ito oznacbe
'Kraski ov¢ji sir', saj so s tem ohranili izvirnost, dvignili kakovost in promocijo ter
prispevali k stabilnosti in $iritvi reje drobnice (Rencelj in Perko, 2007). Kraski ov¢ji sir je

ZOP na nacionalnem nivoju pridobil leta 2008.
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KRASKI
OVl SIR

Slika 3: Logotip KRASKI OVCII SIR (Renéelj in Perko, 2007: 37)

Slika 3 prikazuje logotip za kraSki ov¢ji sir, katerega pravico rabe imajo vsi proizvajalci, ki
ga proizvajajo skladno s specifikacijo in so pridobili certifikat za skladnost proizvodnje s
specifikacijo za to vrsto sira ter izpolnjujejo higiensko sanitarne pogoje. Ob izpolnitvi
zahtevanih pogojev je za vse proizvajalce raba logotipa obvezna in enaka. Njegov skrbnik
je Drustvo rejcev drobnice Krasa in Istre. Sestavljen je iz stilizirane risbe glave ovna in
ovce ter napisa »Kraski ov¢ji sir«, ki sta postavljena v rahlo deformiran okvir (Rencelj in
Perko, 2007).

2.2 KRASKIOVCIJI SIR

2.2.1 Zgodovina sira

V prazgodovinski in rimski dobi so ljudje verjetno kmetovali na kraskih kamnitih tleh,
veCinoma na obmocjih, kjer sta prevladovala gozd in grmovna rast. Za njimi je prislo
ljudstvo, ki so bili poljedelci in so zaceli za kmetovanje izkoris¢ati tudi nekatere doline. 1z
starih zapisov lahko razberemo, da je bilo obmocje Slovenije oz. natancneje Krasa zelo
redko poseljeno; pokrajino so bolj intenzivno =zaceli poseljevati Sele v casu
pokristjanjevanja, v drugi polovici 18. stoletja pa so priceli uvajati hlevsko Zivinorejo.
Krmo za vhlevljene Zivali so pridobivali s travnikov ter jih na tak nacin pocasi iztrosili.
Tak nacin kmetovanja je trajal priblizno 200 let.

Skozi stoletja je prebivalce Krasa spremljala kraska ovca in tradicija predelave mleka v sir,

ki je predstavljal pomemben vir prehrane za tamkajSnje prebivalce.
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Iz leta 1912 obstajajo zapiski o siru, ki se je izdeloval v naSih alpskih in kraskih dolinah.
Ceprav so zapiski o tehnoloskem postopku zelo skromni in temeljijo na ustnem izroéilu, se
je sam opis postopka izdelave sira in njegovih lastnosti prakticno nespremenjen ohranil do
danasnjih dni. To kaZe na tradicijo izdelave sira, ki se je prenasala iz roda v rod, predvsem

na podlagi izkuSenj in ustnega izrocila (Rencelj in Perko, 2007).

2.2.2 Geografsko obmocje proizvodnje sira

Obmocje proizvodnje kraskega ovc¢jega sira obsega aridno obmocje Krasa, kjer so ovcarji
tradicionalno pasli ovce ter trgovali s sirom in jagnjetino. Meja omenjenega podrocja je
razvidna s slike 4 in poteka od Opatjega sela po meji s sosednjo Italijo vse do Ospa, kjer
gre preko Kubeda, Gracisca in Socerge do drzavne meje s sosednjo Hrvasko. Meja se
nadaljuje po slovensko-hrvaski meji vse do Rupe. Tam obide Novokradine in Zabice ter
zajame koto Velika Ojstrica. Nadaljuje se od vasi Juri§¢e do Prestranka in Razdrtega, se
povzpne na Nanos in zajame kot Debeli vrh, se spusti v Podnanos ter nadaljuje vse do
Stanjela. Od tu gre ez Skrbino, Temnico in Kostanjevico na Krasu ponovno do Opatjega
sela, kjer se meja obmocja ponovno sklene (Rencelj in Perko, 2007; Perko, 2003).

Na tem obmocju se prepletata celinsko in mediteransko podnebje. Ko je v poletnem cCasu
zaradi suSe in vro€ine primanjkovalo pase, so ovc€arji Zivali gnali na Nanos, Slavnik,
Javornik in planoto Vremscica. Na zimsko paso so jih poti vodile v Istro in v smeri TrZzica.
Preko paSe in skupnih poti na paso ter prodajnih poti sira in skute, so bile poti ovcarjev

povezane ter so s tem zaokrozile skupno tradicijo (Rencelj in Perko, 2007; Perko, 2003).
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Slika 4: Zemljevid obmo¢ja proizvodnje kraskega ovéjega sira (Renéelj in Perko, 2007: 35)

2.2.3 Izdelava in znadilnosti kraskega ov¢jega sira

Slika 5: Kragki ov¢ji sir (foto: Andreja Canzek Majhenic)
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Kraski ov¢ji sir (slika 5) izdelujejo iz zorenega ov¢jega mleka vecerne molze in jutranjega
sveze namolZenega. Tradicionalno se sir izdeluje iz surovega mleka, lahko se pa tudi
termizira pri 64 °C / 30 minut. Mleko nato temperiramo na temperaturo usirjanja, ki je 31-
33 °C, in dodamo kisavo (fermentirana sekundarna sirotka) ter toliko naravnega sirisc¢a, da
mleko koagulira v 30 do 40 minutah. Primerno ¢vrstost koaguluma ugotovimo z roko. Ko
se koagulum z gladkim Skoljkastim lomom prelomi preko prsta, ga pricnemo obdelovati. V
fazi predsirjenja koagulum najprej razrezemo s sirarsko sabljo, sledi drobljenje s harfo ali
trnaem, da izdelamo sirno zrno velikosti pSeni¢nega zrna, kar traja priblizno 5 do 10
minut. Nadaljujemo s fazo dosirjenja, v kateri ob stalnem meSanju zrno dogrevamo na
38 °C do 42 °C in ga nato pri temperaturi dogrevanja susimo toliko ¢asa, da postane sirno
zrmo kleno. Sledi 10-minutno pocivanje, ko se v kotlu pod sirotko iz sirnine oblikuje
hlebec, ki ga v sirotki razreZzemo na kose. Kose sirnine prenesemo v oblikovala na sirarski
mizi. Druga moznost loCevanja sirnega zrna od sirotke pa je vlivanje oz. preCrpavanje
sirnine skupaj s sirotko neposredno v oblikovala. Sledi postopek stiskanja, ki traja 12 do 18
ur. S tem se odstrani prosta voda, zrna se spajajo in nastaja skorja. V tem ¢asu je potrebno
sir veCkrat obrniti. Sledi postopek suhega ali mokrega soljenja v slanici. V primeru
mokrega soljenja se sir potopi v slanico, ki ima temperaturo 15 °C do 18 °C in
koncentracijo 20% NaCl. Po 24-ih urah se sir odcedi in prenese v zorilnico, kjer se mora
zagotoviti konstantna temperatura 15 °C do 18 °C in relativna vlaga v obmoc¢ju med 75% in
85%. Sir zori najmanj 60 dni, lahko tudi 90 (Gerzelj in sod., 2000). Dobimo 2,5 do 4,5
kilograma tezek hlebec, s premerom 20 do 26 centimetrov, ki v viSino meri 9 do 11
centimetrov. Posamezne korake tehnoloSkega postopka izdelave kraskega ovcjega sira
prikazuje slika 6.

Glavne znacilnosti kraskega ov¢jega sira pa so opisane v preglednici 1.
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J

Slika 6: Diagram izdelave kraskega ovéjega sira (prirejeno po Rencelj in Perko, 2007: 23)
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Preglednica 1: Znacilnosti kraskega ovc¢jega sira (Rencelj in Perko, 2007: 25)

Tip Trdi sir
Oblika Okrogel hlebec
Dimenzije Teza: 2,5 do 5 kg

Premer: 20 do 26 cm
Visina: 9 do 10 cm

Zunanji videz Skorja sira je gladka, ravna, obodna stran lahko rahlo
izbocena, rumenkasto - rjave barve.

Prerez Testo je kompaktno, povezano, lomljivo, a ne drobljivo,
enakomerne svetlo rumenkasto-rjave barve, v ve€ini brez oces
ali z drobnimi redkimi ocesi v velikosti majhne lece. Prisotna
je lahko drobna luknji¢avost ali drobne razpoke, ki pa ne
prevladujejo. Testo starejsih sirov je bolj kompaktno do
skoljkasto lomljivo.

OKus in vonj Aromaticen, intenziven, poln do rahlo pikanten, znacilen za
ov¢ji sir.

Normalna konzumna zrelost Najmanj 60 do 90 dni, lahko tudi do enega leta.

Kemijska sestava % suhe snovi najmanj 60 %

% mascobe v suhi snovi najmanj 45 %
% soli od 2 do 4 % v konzumni zrelosti

2.2.4 Ovcereja v Sloveniji

Reja drobnice je ena od okolju prijaznejSih oblik Zivinoreje in predstavlja tradicionalno
kmetijsko dejavnost. Vecina reje je v obmoc¢jih z omejenimi moznostmi za kmetijsko
dejavnost (Reja drobnice, 2016). Tako je reja drobnice razvita v hribovitem, gorskem in
kraskem svetu, kjer z Zivino izkori§¢amo zemljo, ki bi bila sicer kaj malo vredna za
kmetijstvo. Drobnico lahko uspe$no uporabljamo kot pridno negovalko prostora, ki
pomaga prepreCiti zaraScanje kmetijskih zemljiS¢ in s tem ohranja kulturno krajino
(Kompan in sod., 1996).

Ovce je Clovek udomacil pred sedem do devet tiso€ leti. Redijo jih po vsem svetu, obi¢ajno
v velikih tropih, ponekod pa tudi le po dve ali tri. Konec 19. stoletja je bilo na obmocju
Slovenije desetkrat ve¢ ovc kot jih redimo danes. Sredi 20. stoletja je razvoj industrije
upocasnil razvoj ovcereje, vendar je bil ta trend kratkotrajen, saj se je po letu 1980 Stevilo
ovc v Sloveniji ponovno povecevalo (Kompan in sod., 1996). Izboljsala se je pasemska
raznolikost zivali in oskrba s plemenskim materialom. V tem c¢asu se je zgradilo precej
novih hlevov za ovce s sodobno urejenimi sirarnami. Kronoloski pregled nihanja Stevila

ovc v Sloveniji med leti 1869 in 2014 je razviden iz preglednice 2.
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Preglednica 2: Stevilo ovc v Sloveniji od leta 1869 (Kompan in sod., 1996: 12; Statistiéni urad Republike
Slovenije, 2016)

Leto Stevilo ovc
1869 299.000
1910 160.000
1939 70.000
1955 103.000
1961 53.000
1975 23.000
1980 14.000
1990 24.000
1995 39.118
2000 96.227
2005 129.352
2010 129.788
2014 113.648

2.2.4.1 Istrska pramenka

V Sloveniji imamo S§tiri avtohtone pasme ovc: jezersko-sol¢avska ovca, bovska ovca,
istrska pramenka in belokranjska pramenka. Prva je namenjena predvsem mesni prireji,
bovska ovca in istrska pramenka mle¢no-mesni reji, belokranjska pramenka pa predvsem
za prirejo jagnjet. Avtohtone pasme so tiste pasme, za katere je na osnovi zgodovinskih
zapisov dokazano, da so pasme po izvoru iz Republike Slovenije (RS), da je bila RS
prvotno okolje za razvoj pasem in da zanje obstaja slovenska rejska dokumentacija, iz
katere je razvidno, da se za pasme vodi poreklo Ze najmanj pet generacij. Hkrati se za

pasme izvajajo rejska in selekcijska opravila (Program razvoja podezelja..., 2014).

Zaradi posedovanja vseh zapisanih lastnosti je tudi istrska pramenka ali istrijanka

slovenska avtohtona pasma. (Program razvoja podezelja..., 2014).

Istrska pramenka izvira iz evropskega muflona, njen prednik pa je domaca primitivna bela
ovca, ki je bila razSirjena po celotni Evropi. Ime je dobila po polotoku Istra ter dolgi,
pramenasti in grobi volni. Domacini so ji rekli tudi istrijanka, kraSka ovca, primorska ovca
in tudi ovca surove volne (Kompan in sod., 1996, Rencelj in Perko, 2007).

Istrska pramenka je med slovenskimi ovcarji zelo cenjena zaradi svojih izrednih lastnosti.
Zaradi moc¢nih in ¢vrstih nog jo odlikuje dolga hoja ter paSa med kamenjem in suhem

kraskem terenu, kjer popase tudi suho staro travo. Je ovca velikega okvira, predvsem
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zaradi dolgega in visoko nasajenega trupa ter dolgih nog. Telesna masa ovac znasa od 65
do 80 kilogramov, ovnov pa od 80 do 100. Vime je pravilne oblike, obsezno in visoko
pripeto z velikimi seski, ki so primerni tudi za strojno molZo. Istrsko pramenko uporabljajo
kot mle¢no pasmo, zadnja leta tudi v kombinaciji s prirejo jagnjet. V obicajnih rejskih
razmerah dajo ovce v laktaciji med 100 in 150 kg mleka, mle¢nost pa izboljSujejo z ovni
mlecnih pasem. Ima mocno, ozko glavo z izboCenim nosnim grebenom, vendar oSiljen
sprednji del, da lahko iS¢e skromno paSo med kamenjem. Barva vecine ovac je bela s
temnimi pikami po glavi in trupu. Po nogah in trebuhu je slabSe porascena, drugod jo
pokriva redka, groba in resasta krovna dlaka. Pramenke pozno dozorijo, saj rast konc¢ajo
Sele pri treh do Stirih letih. Spolno zrelost dosezejo med 16 do 18 meseci, takrat jagnjico
tudi prvi¢ pripuscajo, medtem ko ovni lahko plodijo ze prvo leto (Kompan in sod., 1996).

Rencelj in Perko (2007) navajata, da je povprecna velikost gnezda 1,28 zivorojenih jagnjet.

Slika 7: Istrska pramenka (foto: Drago Kompan)

Stevilo ovc istrske pramenke se razlikuje glede na obstojeée vire. Po podatkih Registra
pasem z zootehnisko oceno (2015) Stevilo ovc istrske pramenke v Sloveniji, kljub manjSim
nihanjem, ostaja priblizno enako (preglednica 3). Istrsko pramenko pa najdemo tudi izven
Slovenije, na Hrvaskem in v Italiji.

Grcar (2011) navaja, da rejcev istrske pramenke v Sloveniji ni veliko. Vecina se jih nahaja
na podroc¢ju Kmetijsko gozdarskega zavoda Ptuj in pri teh populacija ne presega 10 zivali

na rejca, medtem ko se Steviléno najvec ovc istrske pramenke vzreja na ICSR Vremscica.
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Preglednica 3: Stevilo ovc istrske pramenke v Sloveniji (Register pasem..., 2015)

Leto Ocena $tevila zivali
2003 1.200
2004 1.200
2005 1.100
2006 1.100
2007 1.200
2008 1.150
2009 1.150
2010 1.150
2011 1.150
2012 1.150
2013 1.150
2014 1.150
2015 1.020

2.2.5 Znadilnosti Krasa

V starejSih zapisih zasledimo, da je bila ovcereja na SirSem obmocju Krasa zelo dobro
razvita. Poleg posameznih kmetij, ki so redile manjse Stevilo ove (5 - 15), so pecat pustili
tudi rejci z 200 in ve¢ glavami zivine. PaSa je poleti potekala na SneZzniku in v njegovi
okolici, jeseni v okolici planote Vremscica, v zimskem obdobju pa v Istri in Furlaniji
(Rencelj in Perko, 2007).

Obsezne pasne povrSine dajejo Krasu znacilno enolicnost. Delez travnatega sveta
(koSenice in pasniki) je na kraSkih tleh velik zaradi aridnega podnebja, razgibane
konfiguracije terena in kakovosti tal. Znacilna je heterogenost biocenoz, kar se odraza v
bogati flori kraskih travnikov, na katerih najdemo predvsem zelisca, detelje in trave.
Bogato aromatic¢nost kraskega ov¢jega sira pripisujemo tudi aromati¢nim substancam pase,

ki jih Zivali zauZijejo na tem obmocju (Rencelj in Perko, 2007).

Za to obmocje je znaCilno prepletanje mediteranskega in celinskega podnebja, kar
omogoca velike mikroklimatske razmere na najmanjSih razdaljah in s tem posledi¢no
pestrost rastlinskih zdruzb na travnikih. Snezna odeja je kratkotrajna, zime so suhe. Prav
tako je suho pozno poletje, medtem ko je zaradi bliZine morja pozno jeseni in na prehodu

med pomladjo in poletjem sorazmerno veliko padavin (Rencelj in Perko, 2007).
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2.3 MLECNOKISLINSKE BAKTERIJE

Mlec¢nokislinske bakterije (MKB) naseljujejo razlicne ekoloske niSe kot so fermentirana
zivila, prebavni trakt zivali in ljudi, ustna votlina, urogenitalni trakt. So pomembni
tehnoloSki mikroorganizmi, saj sodelujejo pri fermentaciji mleka, salam, kislega testa in
vina, kjer oblikujejo Zelene senzori¢ne lastnosti, podaljSujejo obstojnost fermentiranih Zivil
in povecujejo njihovo varnost. Predvsem bakterije iz rodov Lactobacillus in Lactococcus
igrajo pomembno vlogo pri fermentaciji tradicionalnih zivil, naras¢a pa tudi njihova
uporaba pri izdelovanju Zzivil nove generacije, ki imajo doloCene prehranske in druge
zdravju ugodne u¢inke. MKB so znane kot varne bakterije in imajo status GRAS, najdemo
pa med njimi tudi nekaj patogenih sevov, predvsem med enterokoki in streptokoki (Khalid,
2011).

Izraz mlec¢nokislinske bakterije se je dodobra uveljavil v zacetku 20. stoletja (Carol in
Leon, 2010), ko so bili hkrati opusceni tudi drugi, trivialni opisi za to skupino bakterij kot
so »bakterije, ki kisajo mleko« ali pa »bakterije, ki proizvajajo mlecno kislino«. Temelje
taksonomskih opisov MKB je leta 1919 postavil Orla-Jensen, kjer je klasifikacija oz.
razvrstitev rodov MKB temeljila na morfologiji, nac¢inu fermentacije glukoze, rasti pri
doloc¢enih temperaturah in obsegu izkoriS¢anja razli¢nih substratov. Kljub nekajkratnemu
pregledu in dopolnitvam taksonomije MKB, pa so osnovne karakteristike, ki jih je dolo¢il
Orla-Jensen, Se vedno temelj v klasifikaciji MKB (Khalid, 2011).

MKB so po Gramu pozitivne, katalaza negativne, nesporogene, negibljive, striktno
fermentativne, po obliki pa okrogle ali pali¢aste bakterije. Dobro rastejo v anaerobnih
pogojih, lahko pa tudi v prisotnosti manjsih koli¢in kisika, njihov glavni kon¢ni produkt pa
je mlecna kislina (Bjorkroth in Koort, 2011; Dellaglio in sod., 1994; Ottaviani, 1991).

Trenutno MKB zdruzujejo okoli 20 rodov, med katerimi so najpomembnejsi Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus in Weissella. Rodova
Lactococcus in Lactobacillus pogosto povezujemo z mlekom in mlecnimi izdelki. Prav
tako so posamezne vrste iz rodov Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus in

Streptococcus pogosto prisotne v mleku in mle¢nih izdelkih (Bjorkroth in Koort, 2011).
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Dellaglio in sod. (1994) MKB po obliki v grobem razdelijo v tri skupine:

- Koki, ki so sferi¢ne oblike, premera 0,5 — 2 um. Pojavljajo se posamicno, v parih,
tatradah ali verizicah, v€asih pa tudi v skupkih nedolo¢jivih oblik. V to skupino
spadajo predstavniki iz rodov Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Vagococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus.

- Pravilne palicaste bakterije premera 0,5 — 2 um, ki so lahko dolge tudi ve¢ kot 10
um. Pojavljajo se posamicno, v parih ali daljsih verizicah. V to skupino spadajo
predstavniki rodu Lactobacillus.

- Nepravilne palicaste bakterije, ki so pogosto razvejane. V to skupino spadajo
predstavniki rodu Bifidobacterium, za katerega je znacilna precejSnja variabilnost

med vrstami.

2.3.1 MKB v tradicionalnih sirih

Populacija MKB, ki naseljuje fermentirane mle¢ne izdelke, je zelo heterogena. Med MKB
prevladujejo rodovi Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus in
Leuconostoc. Za tradicionalne sire je znacilno, da so izdelani iz surovega mleka po
tradicionalnem postopku ter so neiz¢rpen vir raznolike in bogate mikrobne populacije. Ta
raznolikost je poglavitni dejavnik pri ohranjanju znacilnih lastnosti tradicionalnih sirov
(Serhan in sod., 2009).

PaveljSek (2012) je na podlagi fenotipske identifikacije ugotovila, da v slovenskih
tradicionalnih ov¢jih sirih prevladujejo enterokoki, sledijo jim laktobacili in laktokoki,
nekaj pa je tudi predstavnikov iz rodu Weissella. Med laktobacili sta bili prevladujoci vrsti
Lb. casei/paracasei in Lb. plantarum, podobne ugotovitve o prevladujoci vrsti

Lactobacillus casei v kraskem ov¢jem siru poroc¢ata tudi Katana (2001) in Rogelj (2005).

Pri hrvaskih tradicionalnih ov¢jih sirih pa je slika sestave mikrobne populacije malo
drugacna, saj prevladujejo laktobacili, sledijo jim enterokoki in laktokoki. Podobno sestavo
mikrobne populacije, s prevladujo¢imi laktobacili, ki jim sledijo enterokoki in laktokoki,
so dolocili tudi v tradicionalnih ov¢jih sirih s podroc¢ja Bosne in Hercegovine ter v
tradicionalnih ov¢jih sirih Srbije. Pri analizi na nivoju vrste so ugotovili, da med
laktobacili pri tradicionalnih ov¢jih sirih s podro¢ja zahodnega Balkana ve¢ino populacije

predstavljata vrsti Lb. casei/paracasei in Lb. plantarum (Paveljsek, 2012).
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Tudi Studije tradicionalnih ov¢jih sirov v evropskem prostoru navajajo podobne sestave
mikrobne populacije, s prevladujo¢ima rodovoma MKB Lactobacillus in Enterococcus, od
vrst pa je med laktobacili najbolj pogosta Lb. casei/paracasei (Mohar Lorbeg in sod.,
2009; Rogelj, 2005; Gerasi in sod., 2003; Mannu in sod., 2002), med enterokoki pa
Enterococcus faecium in Enterococcus faecalis (Mohar Lorbeg in sod., 2009; Rogelj,
2005).

2.3.2 Pomen nestarterskih MKB v sirih

Mikroorganizme v sirih lahko razdelimo v dve skupini in sicer v starterske MKB in
nestarterske MKB oz. sekundarne mikroorganizme. Starterske MKB so praviloma
vkljucene v proces izdelave sira in zorenja, medtem ko sekundarna mikrobiota ni toliko
pomembna med samim procesom izdelave sira kot ima klju¢no vlogo med zorenjem.
Sekundarna mikrobiota obsega nestarterske MKB in druge bakterije, ki so ponavadi
unikatne za posamezne vrste sirov. Delovanje nestarterskih MKB v mnogih vrstah sirov
pomembno prispeva h karakteristikam, ki so specifi¢ne za doloceno vrsto sira. Nestarterske
MKB so v vecini sestavljene iz naklju¢nih mikroorganizmov, ki vstopajo v sir bodisi iz
sestavin ali iz okolja (De Angelis in Gobbetti, 2011, Beresford in sod., 2001).

Med nestarterske MKB pristevamo mezofilne laktobacile in pediokoke, ki predstavljajo
pomemben del mikrobne populacije ve€ine vrst sirov med zorenjem in obicajno niso del
zacetne mikrobiote pri izdelavi sira, saj v mleku ne rastejo dobro (Cogan in sod., 1997).

Razli¢ne Studije navajajo, da je bilo iz razli¢nih vrst sirov izoliranih precej vrst mezofilnih
laktobacilov, med katerimi se najpogosteje srecujemo z vrstami Lb. casei/paracasei, Lb.
plantarum, Lb. rhamnosus in Lb. curvatus, med pediokoki pa z vrstama Pediococcus

acidilactici in Pediococcus pentosaceus (Beresford in sod., 2001).

2.3.3 Rod Lactobacillus

Laktobacili so najStevilénejsi rod med MKB, saj zdruzuje 218 vrst in 29 podvrst (List of
prokaryotic..., 2016). Vec¢inoma se uporabljajo v proizvodnji fermentiranih izdelkov,
kruha, mesnih in vegetarijanskih Zivil ter kot probiotiki, ponaSajo pa se tudi s statusom
GRAS (Generally Recognized as Safe). Zaradi svojih tehnoloskih in probioti¢nih lastnosti
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pa imajo posebno mesto v mlekarski industriji. V mleko obic¢ajno vstopijo med molZo in
pri nadaljnjih postopkih rokovanja z mlekom, kjer so glavni vir laktobacilov tla, silaza,
oprema za molzo ter krma. Ceprav so laktobacili eni izmed glavnih mikroorganizmov, ki
sodelujejo v procesih fermentacije, pa lahko pod dolocenimi pogoji povzrocijo tudi napake

v teksturi in aromi konénega proizvoda (De Angelis in Gobbeti, 2011).

Laktobacili so po Gramu pozitivne, palicaste ali kokoidne, negibljive in nesporogene
bakterije. So katalaza negativni, fakultativno anaerobni ali mikroaerofilni mikroorganizmi,
katerih kon¢ni produkt razgradnje glukoze je mle¢na kislina v primeru
homofermentativnih laktobacilov, medtem ko heterofermentativni laktobacili poleg mle¢ne
kisline tvorijo Se druge snovi kot so ocetna kislina, ogljikov dioksid, vodikov peroksid,
diaceil, acetoin in acetaldehid (Adami¢, 2003). Glede na tip fermentacije razdelimo
laktobacile v tri skupine:

- L. skupina: obligatno homofermentativni laktobacili, ki glukozo fermentirajo
izkljuéno do mlec¢ne kisline: Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus farciminis in Lactobacillus kefiranofaciens.

- IL skupina: fakultativno heterofermentativni laktobacili: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  curvatus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus casei in drugi.

- IIL. skupina: obligatno heterofermentativni laktobacili: Lactobacillus sanfrancisco,
Lactobacillus  fermentum, Lactobacillus  brevis, Lactobacillus  buchneri,

Lactobacillus reuteri in drugi.

2.3.4 Laktobacili kot nestarterske MKB

Poleg starterskih poznamo tudi nestarterske ali sekundarne MKB, s ¢imer opisujemo
naklju¢no prisotno mikrobno populacijo, ki je sposobna rasti tudi v specifi¢nih pogojih v
obdobju zorenja sira. Nestarterski laktobacili lahko pridejo v sir iz mleka, iz proizvodnega
okolja vkljucujo¢ sirarsko opremo in osebje, lahko pa so posledica rekontaminacije
toplotno ze obdelanega mleka. Prisotnost nestarterskih laktobacilov je znacilna predvsem
za tradicionalne sire, ki so pogosto izdelani iz surovega mleka in po tradicionalnih
tehnoloskih postopkih. Prav nestarterski mikroorganizmi naj bi bili tisti, ki z oblikovanjem
znacilnih senzori¢nih lastnosti tradicionalnih sirov dolocajo njihovo geografsko
prepoznavnost (De Angelis in Gobbetti, 2011; Beresford in sod, 2001).
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Med nestarterskimi MKB prevladujejo laktobacili, vsebujejo pa lahko tudi nekatere vrste
drugih MKB kot so pediokoki in enterokoki, Streptococcus thermophilus in Leuconostoc
spp. (Briggiler-Marco in sod., 2007). Normalno je, da so MKB rodu Lactobacillus prisotne
v sirih, ki so narejeni tako iz surovega kot toplotno obdelanega mleka, saj njihovo dokaj
nizko zacetno Stevilo zaradi primerne temperature in ¢asa zorenja kasneje mo¢no naraste.
Med nestarterskimi laktobacili so najpogosteje zastopane vrste Lb. casei, Lb. paracasei,
Lb. plantarum in Lb. rhamnosus. Ravno tako pa so dokaj pogoste tudi vrste
Lb. coryneformis, Lb. curvatus, Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. fermentum in Lb.
bifermentans (De Angelis in Gobbetti, 2011; Beresford in sod, 2001; Bernardeau in sod.,
2008).

2.4 METODE IDENTIFIKACIJE LAKTOBACILOV

Pravilen opis in razvrstitev bakterij, torej tudi laktobacilov, je izjemnega pomena. Zaradi
njihove vsestranske uporabe v proizvodnji fermentiranih Zivil in prehranskih dopolnil ter
znacilnih razlik znotraj skupine in hkrati velike sorodnosti, znanstveniki uporabljajo vrsto
identifikacijskih tehnik, ki se med seboj razlikujejo v uspesnosti, ponovljivosti in hitrosti.
Zahteve, ki jih morajo izpolnjevati razlicne tehnike identifikacije so to¢nost, obcutljivost,
specificnost, natan¢nost, hitrost, enostavnost in neobcutljivost za zunanje dejavnike. MKB
so vklju¢ene v nemalo raziskav, kjer ugotavljajo njihove metabolne lastnosti, uspesnost
rasti pod dolo¢enimi pogoji, stabilnost med tehnoloskimi procesi, obstojnost v izdelku ter
druge lastnosti. V sploSnem se tehnike delijo na gojitvene in od gojenja neodvisne, kjer
imajo tako ene kot druge prednosti in slabosti. Prednost od gojenja neodvisnih metod je v
krajSem cCasu, potrebnem za analizo, medtem ko so gojitvene metode zanesljivejSe pri
identifikaciji. Gojitvene metode se delijo Se na genotipske in fenotipske (Smole Mozina,
2003; Temmerman in sod., 2004).

2.4.1 Uporaba selektivnih gojis¢

.....

vec€jega Stevila prisotnih mikroorganizmov, ne motijo pa rasti tarénega organizma (Smole

Mozina, 2003). Priporoceno selektivno gojisce za laktobacile je Rogosa.
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2.4.2 Dolocanje fenotipskih lastnosti

Pri identifikaciji MKB se uporabljajo tako fenotipske kot genotipske metode. S pomocjo
fenotipskih metod lahko dolo¢imo morfologijo in fiziolosko karakterizacijo ter
fermentativne sposobnosti MKB. Ceprav so te metode slabo ponovljive, obi¢ajno
dolgotrajne in precej nezanesljive ter navadno omogocajo razlikovanje le na osnovi rodu,
so zaradi preproste izvedbe in nezahtevne opreme Se vedno razmeroma pogoste pri
identifikaciji MKB (Temmerman in sod., 2004).

2.4.2.1 Test na prisotnost katalaze

Za MKB, torej tudi za laktobacile, velja, da so katalaza negativne bakterije. Katalaza je
encim, ki cepi vodikov peroksid na kisik in vodo, kar zaznamo s pojavom mehurckov
(Ottaviani, 1991, Dellaglio in sod., 1994).

2.4.2.2 Ugotavljanje tvorbe plina

Pri tem testu doloCanja fenotipskih lastnosti preverjamo sposobnost tvorbe plina, na
podlagi ¢esar lahko ugotovimo ali so laktobacili homo- ali heterofermentativni. Sposobnost
tvorbe plina imajo naceloma le laktobacili III. skupine laktobacilov, ki so obligatno
heterofermentativni. Laktobacili I. in II. skupine plina praviloma ne tvorijo (Ottaviani,
1991).

2.4.2.3 Rast pri razli¢nih temperaturah

Literatura navaja kar nekaj podatkov o rasti laktobacilov pri razlicnih temperaturah. Za
MKB, ki sodelujejo v procesu izdelave in zorenja sirov naj bi veljalo, da so vefinoma
mezofilni ali termofilni mikroorganizmi, z optimalno temperaturo rasti med 30 °C in 42 °C
(Beresford in sod., 2001). Optimalna temperatura rasti za rod Lactobacillus je za
posamezne skupine razli¢na. Ottaviani (1991) navaja da vrste, ki spadajo v I. skupino ne
rastejo pri 15 °C. Zanje je optimalna rast pri 45 °C, s ¢imer se v glavnem strinjajo Dellaglio
in sod. (1994), katerih podatki kazejo, da vecina vrst L. skupine ne raste pri 15 °C, z izjemo
Lb. amylophilus, Lb. farciminis, Lb. gallinarum, Lb. kefiranofaciens in Lb. sharpeae. Vsi
nasteti laktobacili v ve¢ kot 90 % dobro rastejo pri 15 °C, vendar ne pri 45 °C.
Temperaturno obmocje rasti laktobacilov 1. skupine je med 30 °C do 45 °C, z redkimi

izjemami, ki rastejo tudi pri 52 °C.



Zitnik T. Opis in razvrstitev laktobacilov, osamljenih iz kraskega ovéjega sira. 22
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2016

Za laktobacile II. skupine, ki so fakultativno heterofermentativni, velja, da jih vecina raste
pri 15 °C, precej manj pa tudi pri 45 °C. Imamo pa tudi izjeme, ki jim ustreza tako 15 °C
kot tudi 45 °C. Ena takih izjem je Lb. paracasei, ki v ve¢ kot 90% raste pri 15 °C, med
10 % in 90 % pa jih raste tudi pri 45 °C. Podobno velja tudi za Lb. casei, Ceprav je za
laktobacile II. skupine naceloma najbolj ugodna temperatura rasti med 30 °C in 37 °C,
maksimalna pa vse do 45 °C (Dellaglio in sod., 1994; Ottaviani, 1991).

Laktobacili III. skupine so po rasti pri razlicnih temperaturah zelo podobni laktobacilom II.
skupine. Vrste, ki pripadajo tej skupini, ve¢inoma rastejo pri 15 °C, ne pa tudi pri 45 °C.
Ponovno obstajajo izjeme, za katere velja ravno obratno. Taka izjema je denimo
Lb. fermentum, katerega optimalna temperatura rasti je 45 °C, za ostale laktobacile te

skupine pa se temperatura ve¢inoma giblje med 30 °C in 37 °C (Dellaglio in sod., 1994).

2.4.2.4 Fermentacija ogljikovih hidratov

Eden pomembnejSih fenotipskih kriterijev je tudi sposobnost fermentacije ogljikovih
hidratov. Za preverjanje te sposobnosti so na voljo komercialni testi API, ki temeljijo na
prepoznavanju fermentativnih sposobnosti in encimske aktivnosti mikroorganizmov. Za
laktobacile uporabljamo test API 50 CHL, ki vsebuje trakove z razli¢nimi dehidriranimi
sladkorji, ki nam omogocajo proucevanje metabolizma ogljikovih hidratov. Fermentacijo
zaznamo kot spremembo barve, reakcije tega testa pa interpretiramo s pomocjo tabel in

programske opreme za identifikacijo.

2.4.2.5 Sistem PhP mikrotitrskih plos¢

Sistem PhP plos¢ je predvsem hitra in enostavna metoda fenotipizacije bakterij, kjer lahko
hkrati testiramo vec¢ sto bakterijskih izolatov. Princip metode temelji na barvni reakciji, ki
nastane zaradi bakterijske fermentacije razlicnih substratov, ki vsebujejo ogljik. Dobljeni
rezultati so visoko specifi¢ni in ponovljivi. PloS¢e so prirejene za tipizacijo razli¢nih

bakterij (enterokoki, mle¢nokislinske bakterije, stafilokoki,...).
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3 MATERIAL IN METODE

Namen naloge je bil ugotoviti koliko in kateri laktobacili so prisotni v kraskem ovc¢jem
siru, izdelanem po tradicionalnem postopku ter brez dodatka starterske kulture. Zato smo
iz vzorcev mleka in sira osamili laktobacile, jih identificirati in proucevali njihove

fenotipske lastnosti.

3.1 NACRT DELA

OVCJIE MLEKO

KRASKI OVCIT SIR \
ODVZEM IN
PRIPRAVA VZORCA
KULTIVACIJA NA /
GOJISCU ROGOSA
\ MORFOLOGIJA
PRIMERJAVA /

IZOLATOV NA
OSNOVI
FENOTIPSKIH
LASTNOSTI

(sistem PhP WIN) \ IZBOR

REPREZENTATIVNIH
FENOTIPSKE

Barvanje po Gramu

/ SEvov
LASTNOSTI

IDENTIFIKACIJA
S SISTEMOM API

TEST NA TVORBA RAST PRI

KATALAZO PLINA 15°C/45°C

OVREDNOTENIJE REZULTATOV

Slika 8: Diagram izvedbe laboratorijskega dela
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Vzorci sira in mleka

Kraski ov¢ji sir je trdi tip sira, izdelan iz surovega in/ali termiziranega ov¢jega mleka. Vsi
vzorci so bili odvzeti pri istem proizvajalcu. Analizirali smo mleko in sire v razli¢nih fazah

zorenja.

V analize smo vkljucili Sest vzorcev sira iz mleka ovc nizinske pasSe (K1-K6), ki so bili
zoreni 60 (4) oz. 45 dni (2). Siri iz mleka ovc viSinske paSe so bili vzorCeni v Stirih serijah
ob razli¢nih Casih zorenja (siri vzorceni takoj po soljenju ob ¢asu 0 ter siri zoreni 14, 30, 45
in 60 dni), odvzeli pa smo tudi vzorce mleka, iz katerih je bil sir izdelan. Vzorci mleka so
bili odvzeti pred toplotno obdelavo; odvzeli smo bodisi skupno mleko ali lo¢eno zoreno
vecerno mleko in sveze namolZeno jutranje mleko. Siri so bili izdelani bodisi iz surovega

ali iz termiziranega mleka. Podatki o vzorcih so zbrani v preglednici 4.

Preglednica 4: Vzorci uporabljeni v raziskavi

Toplotna Sir (Cas zorenja)
Pasa Mileko obdelava 0 dni 14 dni 30 dni 45 dni 60 dni
N1 - K1
N2 - K2
N3 + K3
N4 + K4
N5 + K5
N6 + K6
V1 M1 - K9 K18 K24 K29 K35
V2 M2, M3, M4 + K12 K19 K25 K30 K36
V3 M7 + K14 K20 K26 K31 K37
V4 M9 - K15 K21 K27 K32 K38
V5 M10, M11
V6 M13, M15

N — nizinska paSa, V — viSinska pasa, K — sir, M — mleko
M2, M10, M15 - ve€erno mleko

M3, M11, M13 - jutranje mleko

M1, M4, M7, M9 - skupno mleko
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3.2.2 SploSne kemikalije

- 3% vodikov peroksid,

- 96% ocetna kislina,

- aceton,

- destilirana voda,

- etanol,

- Ringerjeva raztopina "4 jakosti,

- glicerol.

3.2.3 Komercialni kompleti

- API 50 CHL Medium (bioMérieux, Francija),
- Komplet za barvanje po Gramu: Color Gram 2 (bioMérieux),
- PhPlate mikrotitrske ploi¢e in substrat, PhP-LB (PhPlate AB, Svedska).

3.2.4 Trda in tekoca gojisca
3.2.4.1 Trdo gojis¢e Rogosa (ROGOSA Agar; Merck, Nemcija)

Trdo gojis¢e Rogosa smo pripravili po navodilih proizvajalca. V litru destilirane vode smo
ob segrevanju raztopili 74,5 g gojis€a v prahu. Dodali smo 96% ocetno kislino (cca 1,3

ml), da smo dosegli pH 5,5.

Gojisce Rogosa je selektivno gojisce, ki ga uporabljamo za izolacijo in dolocanje Stevila

laktobacilov, saj po sestavi nudi optimalne pogoje za rast laktobacilov.
3.2.4.2 Trdo gojis¢e MRS (MRS Agar; Merck, Nemcija)

Trdo gojis¢e MRS smo pripravili po navodilih prozvajalca. V liter destilirane vode smo
raztopili 68,2 g gojis€a v prahu in ga avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.
Trdo gojis¢e MRS vsebuje posebne rastne faktorje, ki omogocajo rast laktobacilov in ga

lahko uporabljamo za izolacijo ali kultivacijo. Ker ima zelo nizko stopnjo selektivnosti,



Zitnik T. Opis in razvrstitev laktobacilov, osamljenih iz kraskega ovéjega sira. 26
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2016

lahko na njem rastejo tudi druge vrste MKB, kot so bakterije iz rodov Pediococcus in

Leuconostoc.
3.2.4.3 Tekoce gojis¢e MRS (MRS broth; Merck, Nemcija)

Tekoce gojis¢e MRS smo prav tako pripravili po navodilih proizvajalca. V liter destilirane
vode smo dodali 52,2 g gojis€a v prahu in ga raztopili. Ker smo ga potrebovali za
precepljanje in namnoZevanje Ze izoliranih laktobacilov, smo ga prelili v epruvete (po 10
ml) in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

Potrebovali smo ga tudi za ugotavljanje tvorbe plina. Za ta namen smo v epruvete vlozili

Durchamove cevke in Sele nato avtoklavirali na 121 °C za 15 minut.

3.2.5 Laboratorijska oprema

Pri laboratorijskem delu so bili uporabljeni naslednji aparati in laboratorijska oprema:
- avtoklav A-21CA (Kambic),
- vrticnik Vibromix 10 (Tehtnica),
- gnetilnik BagMixer (Interscience),
- gorilnik,
- hladilnik,
- inkubatorji:  BT150 (Marijan Krokter),
- mikrovalovna pecica, 32 L (Bosch),
- svetlobni mikroskop (Reichert),
- tehtnice: AT 400 (Mettler Toledo),
P1200 (Mettler Toledo),
EB 300M (Tehtnica Zelezniki),
- anaerobne posode (GENbox) in generatorji anaerobnih razmer (BioMérieux)

- zamrzovalnik.

3.2.6 Programska oprema

- Identifikacijska programska oprema za API 50 CHL apiweb™ (bioMérieux),
- PhPWIN software (PhPlate AB).
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3.3 METODE

3.3.1 Mikrobiolo$ka analiza vzorcev

MikrobioloSko analizo vzorcev smo opravili na klasi¢en nacin z dolocanjem Stevila
kultivabilnih mikroorganizmov s Stetjem kolonij na ploscah.

Vse postopke mikrobioloskih analiz smo opravljali v aseptiénem okolju. Pred zacetkom
dela smo razkuzili vse delovne povrSine in uporabljali sterilen laboratorijski pribor. Prav

tako smo razkuzili roke, delo pa je vedno potekalo ob prizganem gorilniku.
3.3.1.1 Priprava osnovne raztopine

Vzorce za analizo smo zbrali na terenu in jih hranili na hladnem (4 °C — 8 °C) ter jih Se isti
dan analizirali v laboratoriju.

Siru smo odrezali zunanje dele, ki so bili v stiku z zrakom ali embalazo, v katero je bil
zavit, ter asepti¢no odvzeli notranji del sira za analizo. V sterilno vrecko smo zatehtali 10 g
sira in mu dodali 90 g Ringerjeve raztopine % jakosti. Vzorec z raztopino smo tri minute
gnetli v gnetilniku do homogenosti. Tako smo dobili vzorec z razredéitvijo 107",

Pri pripravi vzorca mleka, smo vzoréeno mleko previdno premesali in odpipetirali 1 ml ter
mu dodali 9 ml Ringerjeve raztopine ' jakosti. Raztopino smo premesali na vrti¢niku.

Tako smo dobili vzorec mleka z razredgitvijo 107,
3.3.1.2 Metoda Stetja na plosc¢ah

V petrijevko smo s pipeto odmerili 1 ml osnovne raztopine vzorca in jo prelili s trdim
gojis¢em Rogosa ter z meSanjem enakomerno porazdelili po celotni povrsini petrijevke.
Isto¢asno smo pripravili ustrezne razredcitve, kjer smo 1 ml osnovne raztopine prenesli v
9 ml Ringerjeve raztopine Y jakosti in premesali ter tako dobili vzorec z razredgitvijo 107
Tako smo nadaljevali do visjih razred¢itev z namenom, da bi na plo§¢ah dobili posamezne
kolonije. Petrijeva plos¢a velja za Stevno, ¢e na njej zraste do 300 kolonij. Petrijevke smo
zlozili v vrecko, da smo jih zavarovali pred izsuSitvijo in jih prenesli v inkubator na 37 °C
za 72 ur.

Po inkubiranju v aerobnih pogojih smo na petrijevih plos¢ah presteli zrasle kolonije, ki so
imele premer ve¢ kot 0,5 mm. Stevilo kolonijskih enot v gramu (KE/g) oz. mililitru

(KE/ml) vzorca smo izracunali s pomoc¢jo naslednje enacbe:
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KE=Yn/((a+0,1*b)*d) ..(1)

Y'n = vsota prestetih kolonij
a = §tevilo Stevnih ploS¢ prve razredCitve
b = Stevilo Stevnih plo$¢ druge razredcitve

d = faktor najnizje razredcitve

Wew W

3.3.2 PreciS¢evanje zraslih kolonij

Gojisc¢e Rogosa je selektivno gojisce za laktobacile, zato smo predvidevali, da so kolonije,
ki so po inkubiranju zrasle na omenjenem gojiS€u, laktobacili. Seve laktobacilov je
potrebno osamiti iz selektivnega gojisca in jih precistiti. Iz vsakega vzorca smo osamili po

5 kolonij.

Za precis€evanje smo uporabili trdo gojis¢e MRS. S cepilno zanko smo s selektivnega
gojisca Rogosa prenesli posamezno kolonijo in jo prenesli v 9 ml Ringerjeve razopine Y4
jakosti. Epruveto z vsebino smo premesSali na vrti¢niku in s sterilno cepilno zanko
razmazali po trdem gojis¢u MRS. Na sliki 9 je grafi¢no prikazan nanos razred¢ene kulture
na petrijevo plosco.

Plosce z razmazi smo inkubirali anaerobno 48 ur pri 37 °C.

/ g e — .
1. nanos

2. nanos

]
]
—

Slika 9: Nanos kulture s cepilno zanko



Zitnik T. Opis in razvrstitev laktobacilov, osamljenih iz kraskega ovéjega sira. 29
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2016

3.3.3 Mikroskopski pregled kolonij

Za karakterizacijo in ugotavljanje morfoloSkih lastnosti MKB smo uporabili metodo
diferencialnega barvanja po Gramu in mikroskopiranja. S to metodo razdelimo bakterije v
dve veliki skupini, po Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakterije. Vzorec se

razli¢no obarva, kar je posledica razlik v zgradbi bakterijske celi¢ne stene.

3.3.3.1 Postopek barvanja po Gramu

Na objektno stekelce smo nanesli kapljico Ringerjeve raztopine 4 jakosti in vanjo s
cepilno zanko vmesali kolonijo, ki smo jo postrgali s trdega gojis¢a MRS. Kapljica se je
morala posusiti na zraku, nato pa smo razmaze fiksirali s hitrim potegom nad ognjem.
Sledilo je barvanje.

Fiksirane razmaze smo najprej pobarvali s kristal vijolicnim barvilom in jih sprali z
destilirano vodo. Sledila je fiksacija z lugolom (1 minuta) in ponovno spiranje z destilirano
vodo. Odvecno barvilo kristal vijolicno smo dodatno sprali z raztopino acetona in etanola,
ki povzro¢i razbarvanje po Gramu negativnih bakterij. Vzorce smo ponovno sprali z
destilirano vodo in pobarvali Se s safraninom. Po minuti smo objektna stekelca sprali in

posusili na zraku.

3.3.3.2 Mikroskopiranje

Mikroskopski pregled smo izvedli s svetlobnim mikroskopom, uporabili smo 1000—kratno
povecavo. Opazovali smo velikost, obliko, obarvanost in organiziranost bakterij. Bakterije,
ki so se pobarvale modro-vijoli¢no, smo oznacili za po Gramu pozitivne, rdece obarvane

pa po Gramu negativne.

3.3.4 Zamrzovanje vzorcev

Preciscene seve, ki smo jih osamili iz mleka in iz kraskega ov¢jega sira, je bilo potrebno
zamrzniti za nadaljnje preiskave. V epico smo odpipetirali 1 ml tekocega gojis¢a MRS ter
vanj prenesli eno kolonijo s trdega gojis¢a MRS. Epico smo premesali ter inkubirali 24-48
ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo izraslim kulturam dodali 250 pl glicerola, premesali in

zamrznili. Glicerol smo dodali zato, da celice pri zamrzovanju ne popokajo.
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3.3.5 Revitalizacija zamrznjenih vzorcev

Zamrznjene seve smo za nadaljnje analize revitalizirali v tekocem gojis¢u MRS. Epice s
sevi smo iz zamrzovalnika na delovno povrsino prenesli v prenosnem zamrzovalniku, da se
zamrznjeni vzorci med delom ne odtajajo. Zamrznjene izolate smo s cepilno zanko nacepili

v tekoce gojis¢e MRS, premesali in inkubirali 24 ur pri 37 °C.

3.3.6 Fenotipizacija s sistemom PhP mikrotitrskih plos¢

Po mikroskopiranju smo za fenotipizacijo po Gramu pozitivnih, palicastih bakterij,
uporabili sistem PhPlate mikrotitrskih ploS¢ za tipizacijo laktobacilov (PhP-LB).

Seve iz mleka in sirov smo nacepili na trdo gojis¢e MRS in jih inkubirali 48 ur pri 37 °C. Z
gojisca smo s cepilno zanko prenesli nekaj izraslih kolonij v 5 ml PhP substrata, ki poleg
hranil vsebuje tudi indikator bromkrezol vijolicno. Suspenzijo smo premesali in inkubirali
30 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo po 150 pl suspenzije prenesli v luknjice
mikrotitrskih plos¢. PloS¢e smo inkubirali v anaerobnih pogojih tri dni pri 37 °C. Kinetiko
fermentacije smo spremljali z opazovanjem spremembe barve indikatorja v substratu (iz
vijoli¢ne v rumeno) po 24, 48 in 72 urah inkubacije. Rezultate smo obdelali s programom
PhPWIN, ki seve na osnovi podobnosti razdeli v skupine in izbere tudi reprezentativen sev

oz. tipi¢nega predstavnika iz posamezne skupine.

3.3.7 Dolocanje fenotipskih lastnosti

S spodnjimi testi smo ugotavljali ali imajo reprezentativni sevi lastnosti, ki so znacilne za

tipicne predstavnike laktobacilov.

3.3.7.1 Aktivnost katalaze

Pri tem testu ugotavljamo ali MKB vsebujejo encim katalaza, ki vodikov peroksid (je
stranski produkt metabolnih procesov) v celici razgradi na neskodljive produkte - na vodo
in kisik. To opazimo kot prisotnost zracnih mehurc¢kov ob dodatku 3% vodikovega
peroksida h kulturi (Simon, 2014).
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Reprezentativne seve smo nacepili v tekoce gojis¢e MRS in jih ¢ez no¢ inkubirali pri
37 °C. 500 pl kulture smo dodali 100 pl 3 % vodikovega peroksida, pretresli in opazovali

ali nastajajo mehurcki, ki kazejo na prisotnost katalaze.

3.3.7.2 Tvorba plina

Za ugotavljanje tvorbe plina smo po 100 pl prekono¢ne kulture sevov prenesli v tekoce
gojis¢e MRS z vstavljenimi Durchamovimi cevkami. Po 48 urni inkubaciji pri 37 °C smo
opazovali ali je v Durchamovi cevki prisoten zracni mehuréek. Prisotnost mehurcka kaze

na to, da so laktobacili heterofermentativni, saj tvorijo plin.

3.3.7.3 Rastpri 15°Cin 45 °C

Za doloc¢anje fenotipskih lastnosti je pomemben dejavnik tudi sposobnost rasti pri razliénih
temperaturah. Za laktobacile opazujemo rast na gojis¢éu MRS pri 15 °C in 45 °C v
anaerobnih razmerah.

1z tekoCega gojis¢a MRS smo s cepilno zanko v dveh serijah naredili razmaz kulture na
trdno gojis¢e MRS. Plos¢e smo inkubirali bodisi 7 dni pri 15 °C ali 2 dni pri 45 °C . Obe

inkubaciji sta potekali anaerobno. Po inkubaciji smo opazovali prisotnost kolonij.

3.3.7.4 Identifikacija sevov s pomocjo sistema API 50 CH

Za identifikacijo razlicnih bakterij so zelo uporabni kompleti API, ki temeljijo na
biokemijskih testih. Tako je na voljo tudi komplet API 50 CH, ki je prirejen za
identifikacijo laktobacilov. API 50 CH sestavlja 5 trakov, na katerih je skupno 50 Zepkov,
od katerih je prvi negativna kontrola, ostalih 49 pa vsebuje razli¢ne dehidrirane substrate iz
skupine ogljikovih hidratov, s pomoc¢jo katerih ugotavljamo fermentacijsko sposobnost
preiskovane bakterije. Sposobnost metabolizma to¢no doloCenega sladkorja zaznamo kot
spremembo barve v Zepkih.

Kulturo iz tekocega gojis¢a MRS smo razred¢ili v gojis¢u API 50 CH skladno z navodili
proizvajalca. S tako pripravljeno suspenzijo smo napolnili Zepke na API trakovih in z
nanosom nekaj kapljic imerzijskega olja Zepke zaprli ter tako ustvarili anaerobne pogoje.
API trakove smo inkubirali pri 37 °C ter po 24 in 48 urah zabelezili rezultate. Fermentacija
ogljikovih hidratov in encimska aktivnost sevov se kaze kot sprememba barve gojisca iz

vijoli¢ne v rumeno.
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. .o .« . . . e . ™
Identifikacijo analiziranega seva smo izvedli s pomocjo apiweb ™ programske opreme.
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4 REZULTATI

4.1 MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Iz vzorcev kraskega ov¢jega sira in mleka smo Zeleli osamiti populacijo nestarterskih
laktobacilov, zato smo za nacepljanje primernih razredCitev vzorcev mleka in sirov
uporabili gojis¢e Rogosa, ki je predlagano kot selektivno za laktobacile. Predvidevali smo,

da so kolonije, ki so zrasle na Rogosi, pripadale rodu Lactobacillus.

V preglednici 5 so prikazani rezultati velikosti populacije laktobacilov, ki smo jih dolo¢ili
v vzorcih mleka in sirov. Pri Stetju kolonij na petrijevih ploSc¢ah smo upostevali kolonije s
premerom ve¢jim od 0,5 mm, kot Stevne petrijeve plosc¢e pa so veljale tiste, na katerih je
zraslo do 300 kolonij. 1z rezultatov preglednice 5 vidimo, da smo laktobacile uspesno
izolirali iz vseh preiskovanih vzorcev mleka ali sirov, ne glede na to, ali so bili siri izdelani
iz surovega ali toplotno obdelanega mleka in ali iz mleka ovc z viSinske ali niZinske pase.
Skladno z nasimi pri¢akovanji, je bilo Stevilo nestarterskih laktobacilov v vzorcih mleka
nizje, od 2,0 log KE/ml do 3,6 log KE/ml vzorca, v vzorcih sirov pa tudi Stirikrat visje.
Med zorenjem sirov je opazen trend naraSCanja Stevila laktobacilov, ki pri konzumni
zrelosti nekaterih sirov doseZejo vrednosti tudi do 8,4 log KE/g. Stevilo laktobacilov je
nara$¢alo do drugega tedna zorenja, dosezene vrednosti pa so v glavnem ostale
nespremenjene do konca zorenja. Pri ugotavljanju vpliva termizacije mleka na velikost
populacije laktobacilov v sirih med in ob koncu zorenja opazimo, da ne glede na paso,
toplotna obdelava mleka ne vpliva nujno na velikost populacije laktobacilov. Pri sirih
nizinske pase smo najvec laktobacilov dolo¢ili pri siru K4 (N4) kjub temu, da je bil izdelan
iz termiziranega mleka. Podobno ugotovimo tudi pri nekaterih sirih z visinske pase (K20,
K26, K31 in K37), kjer kljub toplotni obdelavi mleka pred sirjenjem belezimo zelo visoko
Stevilo laktobacilov, pri siru K20 in K26 pa celo najvisje vrednosti (8,4 log KE/g). Ne
glede na to, da so bili siri V1 izdelani iz surovega mleka in siri V3 iz termiziranega mleka,
pri njih belezimo zelo podobno velikost populacije laktobacilov. PrecejSen padec
populacije med zorenjem se kaze pri sirith V2, kar je morda posledica termizacije mleka, iz
katerega je bil narejen sir. Stevilo med zorenjem niha in tudi na koncu ne doseZe vrednosti,

ki se kazejo pri ostalih sirih.

V sirih narejenih iz mleka nizinske pase se Stevilo laktobacilov giba v primerljivih okvirih

kot pri sirih viSinske paSe. Tukaj vec¢jih odstopanj ni zaznati.
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Preglednica 5: Stevilo laktobacilov v vzorcih mleka (log KE/ml) in sirov (log KE/g)

Sir (Cas zorenja)

asa Mieko Toplota =7 & 14 dni 30 dni 45 dni 60 dni
(log KE/ml) obdelava =
Stevilo laktobacilov v sirih (log KE/g)

N1 - NE - - - - 6,81
N2 - NE - - - - 7.0
N3 - DA - - - - 6,243
N4 - DA - - - - 7,1 a
N5 - DA - - - 6,1s) -
N6 - DA - - - 5,16 -
V1 2,7y NE 4,29) 8,0k 18) 8,1 (k24 8,3(k29) 8,2(k35)
V2 2,3m2) DA <1k 3.9«k19) 1,9k2s) 3,430 3,736
V3 2,00m7) DA 4,914 8,420 8,426 7,731 8,137
V4 376(M9) NE 498(K15) < 5(K21) 59 1(K27) 495(K32) 596(K38)
V5 2,711y NE - - - - -
V6 2,00u13) NE - - - - -

K - sir, M — mleko, N — nizinska pasa, V — viSinska pasa
M2 - vecerno mleko

M11, M13 - jutranje mleko

M1, M7, M9 - skupno mleko

-: vzorci niso bili odvzeti

Za nacepljanje vzorcev mleka in sirov smo uporabili selektivno gojis¢e Rogosa, zato smo
pri¢akovali, da so na njih zrasli laktobacili. Ker smo Zeleli preveriti naSa predvidevanja,
smo po Stetju kolonij z vsake petrijeve plos¢e naklju¢no izbrali pet kolonij in jih dvakrat
precistili na trdem gojis¢u MRS. Tako smo iz vsakega vzorca mleka ali sira dobili pet
kolonij.

4.2 UGOTAVLJANJE MORFOLOSKIH LASTNOSTI IN FENOTIPIZACIJA

Za ugotavljanje, ali precis¢ene kolonije pripadajo rodu Lactobacillus, smo najprej preverili
morfoloske lastnosti kolonij z metodo barvanja po Gramu. Laktobacili so po Gramu
pozitivne bakterije, ki se obarvajo vijolicno. Po obliki so krajSe ali daljSe posamezne
palcke, ki se lahko povezujejo v veriZice.

Po Gramu smo pobarvali skupno 163 izolatov, ki smo jih naklju¢no izbrali z gojisca
Rogosa ter precistili na gojis¢u MRS. Izkazalo se je, da sta bila 2 izolata po Gramu
negativna, saj sta se obarvala rdece in bila v obliki kokov. Preostalih 161 izolatov je bilo
po Gramu pozitivnih, od tega 21 izolatov kroglaste oblike, 140 izolatov pa je bilo po

Gramu pozitivnih paliic.
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Vse izolate, ki smo jih potrdili kot po Gramu pozitivne paliice, smo shranili z

zamrzovanjem pri -21 °C za nadaljnje raziskave.

4.2.1 Fenotipizacija laktobacilov s sistemom PhP

Pred dolocanjem fenotipskih lastnosti posameznih sevov, smo izolate obdelali s sistemom
PhP mikrotitrskih plos¢ in sicer z modelom PhP-LB, ki je prirejen za tipizacijo
laktobacilov. Na podlagi intenzivnosti spremembe barve indikatorja iz vijolicne v rumeno
zaradi bakterijske fermentacije razli¢nih substratov, ki vsebujejo ogljik, smo s pomocjo
programa PhPWIN seve s podobnim fermentacijskim vzorcem razvrstili v posamezne PhP

tipe. Rezultat biokemijskega prstnega odtisa laktobacilov na PhP plos¢i prikazuje slika 10.

Slika 10: Primer PhP plos¢e po 72-urni inkubaciji pri 37 °C

Program PhPWIN nam je glede na biokemijski prstni odtis 140 izolatov razvrstil v 19 PhP
skupin. Od tega je 22 izolatov od skupno 140 PhPWIN oznacil kot vzorce, ki so zelo slabo
reagirali (oznaka !nf) oziroma s sistemom sploh niso reagirali (oznaka !NF). Oboje smo
oznacili za negativne rezultate in jih v nadaljevanju naSih analiz nismo vec upostevali

(rezultati niso prikazani).

Po izloc¢itvi 22 izolatov, smo v nadaljevanju rokovali s preostalimi 118 izolati, ki smo jih

ponovno analizirali s programom PhPWIN.
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Na sliki 11 je prikazan dendrogram oz. drevo sorodnosti, kjer je program PhPWIN, glede
na biokemijski prstni odtis, razvrstil 118 izolatov. Prekinjena horizontalna ¢rta predstavlja
mejno vrednost oz. stopnjo sorodnosti (ID level = 0,965). Izolati s korelacijskim
koeficientom, ki je enak ali visji od 0,965, namre¢ predstavljajo isto PhP skupino. Sistem
je 109 izolatov iz mleka in sirov, od skupno 118-ih, razvrstil v posamezne PhP tipe,
medtem ko se 9 izolatov ni razvrstilo v nobeno od obstojecih skupin in jih je sistem oznacil
kot Si (single isolate), saj so se fenotipsko prevec razlikovali od ostalih analiziranih
izolatov (slika 11). Program PhPWIN je 109 izolatov razvrstil v 17 sorodnih PhP skupin in

iz vsake skupine izbral po en reprezentativen sev (preglednica 6).
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File: PhP-Tina.ad No. of tests: 24 Method: U ID level: 0,965 Date: 5.11.2004
Samples: 118 Co-phenetic corr: 0,921 Di: 0,876 (True Di: 0,890)

05 0,6 0,7 0,8 0,9
T
l ‘ g M2 T s 1
| 3. M2/4 1 ... g §
; :: '::215 : w2, MIOFS 1=
I 17: M13/1 1 "'56' X
1o 24, M15/5 1 -
53. K24/2 1 =
| .44 K193 1 e
‘ E 55, K24/4 1 o7, kaors -
| = s ’ _.45.K19/4 1 -
| O 30. K9/5 1 "2 kion A
] 49.K20/3 1 "85, Ko g e
13. M10/4 1 16 mian2 s
2 s ' 20 s .
*‘E 58. K26/4 1w i 1=
..59. K26/5 1 e
81. K35/2 1 52 K313 L
06, hori2 ! B3 Kas/4 1 -
GA:KaNS ! ..B8.Ka7/4 1 -
; 80. K35/1 2 1Mo T
| 16. S9/2 3 71‘ 3 e
| FOaKaN S :"72. K30/3 3
[ J2kond e 74 K30/5 8 =
; {9k 2 .40, K18/ 3
T 77{ktM] 3 "85 ke 13 ™
) 41.K18/3 8 non aars &
— ] selkin) ® "3 Kk12a 9
5. M3/4 si n S
61. K27/2 12 gz &
63 K2714] 12 . K32/2 12 =
79. K32/4 12 e &
15 m11/1] ® K192 5
14. M10/5 4 i
105. K3/4 4
106. K3/5 4 ™
75. K31/2 4  H g W
27. K4/3 8 6. ka2 &
50. K20/4 8 "4, k2413 §
87. K37/3 8 "o g
100. K2/4 8 106, ka5 §
107. Ka/4 8 o1, K25 g
93, K1/2 8 a7, Kt g
98, K22 8 92K 8 ™
94. K1/3 8 96, Kirs -
104. K3/3 8 .“19' 6 o
2: z:g : _21.M13/5 7
? 28. Kor2 7 -
20[Kor3 | 7 “1a kot ] A
A
; 118. K6/5 17 =
—] so[kasn 4 o1 kae/s 14
! jj 231 S1io " 35. K15/1 10
| & i
: ol B 10
I 51. K20/5 457 e 10
) 109. K5/1 R 9
___i L1o[Ks2 | 18
113. K5/5 16
_112.Ks/4 16 =
: | 111. K5/3 18 = S =
T ‘ 22. M15/2 S - golkam] B
. I 62. K27/3 i S =
g rozfkan | 15 "os. ka2 15 =

Slika 11: Dendrogram razvrstitve 118 izolatov laktobacilov v posamezne PhP tipe glede na njihov

biokemijski prstni odtis.
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Preglednica 6 prikazuje 17 oblikovanih PhP skupin, oznako reprezentativnega seva

posamezne PhP skupine in koliko sevov se je razvrstilo v posamezno skupino.

Preglednica 6: Razporeditev izolatov laktobacilov v PhP skupine in reprezentativni sevi

Skupina PhP Reprezentativen sev Stevilo izolatov v skupini
1 K25/2 35
2 M2/3 2
3 K30/2 9
4 K20/2 5
5 M11/1 2
6 M13/3 2
7 K9/3 4
8 K2/3 18
9 K12/3 2
10 K15/3 7
11 K27/1 2
12 K27/4 5
13 K31/4 2
14 K36/1 2
15 K3/1 2
16 K572 5
17 Ké/1 5

Iz preglednice 6 lahko razberemo, da imamo dve vecji skupini, ki zdruzujeta 18 in 35
izolatov, nekaj srednje velikih, ki zdruzujejo od 4 do 9 izolatov ter 8 skupin, ki zdruzujejo
po dva izolata. Reprezentativni sevi so tako iz mleka kot iz sira. Najvecja skupina, ki Steje
35 izolatov, vsebuje seve izolirane tako iz surovega mleka kot iz sirov pri razli¢ni zrelosti.
Zanimivo je, da v tej skupini ni nobenega izolata iz mleka in sirov viSinske pase V4.

V drugi najvecji skupini PhP 8, ki zdruzuje 18 izolatov, najdemo pretezno izolate 60 dni
zorenih sirov nizinske pase (K1, K2, K3 in K4) in sicer 15 izolatov. Od preostalih treh
izolatov pripadata dva siru viSinske pase V3 in sicer en izolat siru, zorenemu 14 dni (K20)
ter en siru, zorenemu 60 dni (K37), tretji izolat pa siru V1, zorenemu 30 dni (K24). V
najvecjih dveh skupinah PhP, 1 in 8, pa ne najdemo izolatov iz sirov nizinske pase, ki sta
bila vzoréena po 45-ih dneh zorenja (K5 in K6), kakor tudi izolatov iz sira, izdelanega iz

mleka viSinske pase V4.
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4.3 FENOTIPSKE LASTNOSTI REPREZENTATIVNIH SEVOV

Program PhPWIN nam je 118 izolatov razvrstil v 17 skupin in za vsako od njih izbral
reprezentativnega predstavnika. Ker je tako izbran sev reprezentativen predstavnik vseh
izolatov znotraj posamezne PhP skupine, smo v nadaljevanju analize izvedli le z izbranimi
17 reprezentativnimi sevi. Rezultate, ki smo jih dobili pri analizi reprezentativnih sevov,

smo preslikali na celotno PhP skupino.

4.3.1 Aktivnost katalaze

Test na prisotnost katalaze smo naredili s 3% raztopino vodikovega peroksida, ki smo ga
dodali prekono¢ni kulturi ter opazovali nastanek mehurckov. Pri nobenem od preskusanih
17-ih sevov ni pri§lo do izhajanja mehurckov, kar potrjuje znano lastnost MKB in tudi

laktobacilov, da so katalaza negativni.

4.3.2 Tvorba plina

Pri opazovanju pojava plina v Durchamovih cevkah po inkubaciji smo ugotovili, da ve¢ina
preiskovanih izolatov (88 %) ne tvori plina. Pojav plina smo zaznali le pri dveh sevih in
sicer pri K27/1 in K36/1, oba seva pa sta bila izolirana iz sira; K27/1 je bil izoliran iz 30
dni zorenega sira K27, narejenega iz surovega mleka viSinske paSe V4, K36/1 pa iz
konzumno zrelega sira K36, izdelanega iz toplotno obdelanega mleka visinske pase V2.
Sposobnost tvorbe plina je znacilna samo za III. skupino laktobacilov, torej obligatno
heterofermentativne laktobacile. 1z tega sklepamo, da so ostali sevi najverjetneje

pripadniki I. ali II. skupine laktobacilov.

4.3.3 Rast pri razli¢nih temperaturah

Vsi mikroorganizmi, ki smo jih 7 dni inkubirali pri 15 °C, so izkazali zelo dobro rast,
medtem ko so pri 45 °C zrasli le 3 izolati od 17-ih. Iz tega lahko sklepamo, da je v
populaciji kraskega ov¢jega sira 18 % termofilnih in vefina oz. 82 % mezofilnih

laktobacilov.
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Rezultati rasti pri razlicnih temperaturah so navedeni v preglednici 7.

Preglednica 7: Rast reprezentativnih laktobacilov pri 15 °C in 45 °C

Izolat 15°C/7 dni 45°C/2 dni Izolat 15°C/7 dni 45°C /2 dni

K25/2 + - K15/3 + +

M2/3 + - K27/1 + -

K30/2 + - K27/4 + -

K20/2 + - K31/4 + -

M11/1 + - K36/1 + +

M13/3 + - K3/1 + +

K9/3 + - K5/2 + -

K2/3 + - Ko6/1 + -

K12/3 + -

+ : je rast

- : ni rasti

4.3.4 Identifikacija sevov s testom API 50 CH

S testom API 50 CH smo identificirali reprezentativne seve laktobacilov na nivoju vrste.

Na sliki 12 je prikazan rezultat testa API po inkubaciji, kjer so na petih trakovih v

posameznih Zepkih dobro vidne spremembe barve gojis¢a iz vijoli€ne v rumeno v primeru

fermentacije substrata v Zepku.

Slika 12: Rezultat API testa po 48-urni inkubaciji
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Rezultate fermentacije smo od¢itavali in belezili po 24-ih in 48-ih urah inkubacije. Za
beleZenje rezultatov smo uporabili preglednice, ki so prilozene v komercialnem kompletu
API 50 CH (slika 13).

ani 50 CH Origine / Source / Herkunft / Origen / Prelievo

o[1]2]3]al5]6]7]8]9[0[112]13[14[15]16]17[18] 19]20] 21 222
Mh === - F |-
[ LY

4+
@]

Tcove] |

/ Inoculation medium
i'inoculo / Medio d

Slika 13: Primer preglednice, ki je prilozena komercialnemu kompletu API 50 CH

Po analizi vseh reprezentativnih izolatov z API testom, smo zabeleZene rezultate vnesli v
program apiweb™, ki nam je po obdelavi podatkov z dologeno stopnjo verjetnosti podal
rezultat identifikacije izolata na nivoju vrste (slika 14).

Reference : M2/3 Date : 12/16/2004

VERY GOOD IDENTIFICATION

Strip : API 50 CHL V5.0 Read on: 12/16/2004

Profile : -----+--+- +++++---++ -—+-++++++ -—d-F----% F-F-------

0 - GLY - ERY - DARA- LARA- RIB + DXYL- LXYL- ADO + MDX - GAL +

GLU + FRU + MNE + SBE + RHA - DUL - INO - MAN + SOR + MDM - MDG -

NAG + AMY - ARB + ESC + SAL + CEL + MAL + LAC + MEL - SAC - TRE +

INU - MLZ + RAF - AMD - GLYG- XLT - GEN + TUR + LYX - TAG + DFUC-

LFUC- DARL- LARL- GNT - 2KG - 5KG -

———————— Significant taxa ------------ % I4. --- T -- Tests against -----------
Lacto.para.paracasei 1 99.6 0.55 4

Next choice
Lacto.para.paracasei 3 0.2 0.27 6

Slika 14: Primer rezultata identifikacije izolata s programom apiweb™

Sliki 13 in 14 prikazujeta primer identifikacije reprezentativnega seva M2/3, ki ga je
sistem API z 99,6 % verjetnostjo identificiral kot Lb. paracasei.
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Na ta nacin smo identificirali vse reprezentativne predstavnike vseh PhP skupin.
V preglednici 8 so zbrani rezultati API identifikacije in ostalih fenotipskih lastnosti

laktobacilov.

Preglednica 8: Fenotipske karakteristike reprezentativnih PhP sevov

Reprezentativen Vrsta . Stevilo Tvorba Rast pri Rast pri Prisotnost
izolat (AP test) izolatov v e 15°C/7dni 45°C/2dni  Katalaze
skupini
K25/2 Lb. paracasei 35 - + - -
K2/3 Lb. paracasei 18 - + - -
K30/2 Lb. paracasei 9 - + - -
K15/3 Lb. plantarum 7 - + + -
K27/4 Lb. curvatus 5 - + - -
K20/2 Lb. paracasei 5 - + - -
Ké6/1 Lb. rhamnosus 5 - + - -
K572 Lb. plantarum 5 - + - -
K9/3 Lb. paracasei 4 - + - -
M2/3 Lb. paracasei 2 - + - -
K31/4 Lb. paracasei 2 - + - -
K12/3 Lb. paracasei 2 - + - -
M11/1 Lb. paracasei 2 - + - -
M13/3 Lb. paracasei 2 - + - -
K36/1 Lb. brevis 2 + + + -
K27/1 Lb. brevis 2 + + - -
K3/1 Ln. lactis 2 - + + -

1z rezultatov API identifikacije smo ugotovili, da se 10 PhP reprezentativnih sevov od 17
uvrséa v vrsto Lb. paracasei, kar pomeni 81 sevov od 109 laktobacilov, razvrs¢enih s PhP
sistemom. Zaklju¢imo lahko, da je vrsta Lb. paracasei najbolj zastopana v preiskovanih
vzorcih mleka in sirov in predstavlja kar 74 % populacije laktobacilov. Sledi ji
Lb. plantarum z 11 % zastopanostjo (12 sevov), medtem ko Lb. rhamnosus (5 sevov) in
Lb. curvatus (5 sevov) predstavljata po 4,6 % ter Lb. brevis (4 sevi) 3,7 % celotne
populacije laktobacilov. Dolo¢ili smo tudi 2 seva iz vrste Leuconostoc lactis. Ceprav smo
za izolacijo laktobacilov iz mleka in sirov uporabili gojis¢e Rogosa, ki je predlagano kot
selektivno za laktobacile, je njegova selektivnost pricakovano omejena in smo izolirali tudi

predstavnike iz rodu Leuconostoc, kar smo s 96,2 % verjetnostjo potrdili s sistemom APIL.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

V diplomski nalogi smo zeleli osamiti in identificirati ¢im vecje Stevilo laktobacilov iz
vzorcev kraskega ovcjega sira in mleka, iz katerega so bili siri izdelani. Kot navaja
literatura, so laktobacili pogosto prevladujo¢a mikrobiota avtohtonih sirov, narejenih po

tradicionalnih postopkih.

Za opis populacije laktobacilov v kraSkem ov¢jem siru smo vzorcili sire nizinske pase,
zorene 60 dni (K1 do K4) in 45 dni (K5 in K6) ter surovo mleko in sire viSinske pase po
soljenju ter po 14-ih, 30-ih, 45-ih in 60-ih dneh zorenja. Za izolacijo laktobacilov smo
uporabili selektivno gojis€e Rogosa, nadaljnje prec€is€evanje posameznih kolonij je
potekalo na gojis¢u MRS. Precis¢ene kolonije smo pobarvali po Gramu in pregledali pod
mikroskopom. Ker so laktobacili po Gramu pozitivne pali¢ice, smo na podlagi morfoloskih
lastnosti iz nadaljnjih analiz izlo¢ili vse izolate, ki so se bodisi obarvali po Gramu
negativno ali pa so bili krogliCaste oblike. Preostalih 140 izolatov, za katere smo
predvidevali, da pripadajo rodu Lactobacillus, smo analizirali s sistemom PhP.
Reprezentativne seve posamezne PhP skupine smo obdelali s sistemom API in z dodatnimi

najobicajnejSimi fenotipskimi analizami.

Od 140 izolatov, analiziranih s sistemom PhP, jih je sistem 22 oznacil kot neustrezne
zaradi zelo slabe oz. negativne reakcije, zato smo jih izlo€ili iz nadaljnjih analiz. Preostalih
118 izolatov pa je dalo zadovoljive rezultate, na podlagi katerih jih je sistem 109 razdelil v
17 PhP tipov, 9 sevov pa se je po biokemijskem profilu preve¢ razlikovalo od ostalih in se
niso razvrstili v nobeno od skupin. Sistem PhP je izbral tudi reprezentativne seve iz
posamezne PhP skupine, zato smo v nadaljnih analizah doloc¢anja fenotipskih lastnosti
preiskovali le 17 sevov. Izkazalo se je, da kar 74 % pregledanih izolatov iz vzorcev sirov
in mleka pripada vrsti Lb. paracasei, ki je tudi obicajno prevladujoca vrsta med laktobacili
avtohtonih sirov. Kot smo ugotovili v nasi raziskavi, je ta vrsta prisotna med celotnim
procesom izdelave in zorenja sirov, vse od surovega mleka do sirov konzumne zrelosti, to
je po 60-ih dneh zorenja. Ce podrobneje pogledamo rezultate nase raziskave ugotovimo, da
so izolati, ki pripadajo najvecji PhP skupini (ki Steje 35 izolatov), prisotni le v surovem
mleku in sirih viSinske pase. Izolati, ki pripadajo drugi najvecji PhP skupini (18 izolatov)
pa so bili v vecini izolirani iz sirov nizinske pase (K1-K4). Sicer gre za isto vrsto,
Lb. paracasei, pa vendar je zanimivo, da so se locili glede na nizinsko in viSinsko paso.
Ostali izolati, ki pripadajo vrsti Lb. paracasei, so bili zabelezeni oz. razporejeni med mleko

in razli¢ne sire ob razliéni konzumni zrelosti.
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Mannu in sod. (2000) prav tako navajajo, da je za Lb. casei/paracasei znacilno, da je vrsta

dobro zastopana med celotnim procesom zorenja sirov.

Do podobnih ugotovitev je prisla PaveljsSek (2012), ki navaja, da so med mikrobno
populacijo avtohtonih ov¢jih sirov z Balkana v najve¢jem delezu zastopane MKB iz rodu

Lactobacillus, na nivoju vrste pa predvsem Lb. casei/paracasei in Lb. plantarum.

Tudi v nasi raziskavi se je pokazalo, da je Lb. plantarum druga najbolj zastopana vrsta in
predstavlja 11 % populacije laktobacilov. Pojavlja se med celotnim zorenjem sirov, v
surovem mleku ga ne belezimo. Zastopanost omenjene vrste v sirih med zorenjem navajajo
tudi Mannu in sod. (2000).

Lb. curvatus in Lb. rhamnosus kot tretji najbolj zastopani vrsti v kraSkem ov¢jem siru
imata zelo podobno pojavnost. Prvi se pojavi le v dveh sirih viSinske pase (V4) zorenih 30
in 45 dni, Lb. rhamnosus pa le v vzorcu K6, 45 dni zorenemu siru niZinske pase. V
surovem mleku in zacetnih fazah zorenja prisotnosti Lb. curvatus in Lb. rhamnosus nismo
potrdili. Katana (2001) navaja, da je v kraSkem ov¢jem siru med MKB iz rodu
Lactobacillus prevladujoca vrsta Lb. casei. S tem se strinja tudi Rogelj (2005), ki pa ob
tem Se navaja, da so poleg Lb. casei v kraskem ovcjem siru prisotni Se laktobacili vrste
Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. rhamnosus in Lb. curvatus. Z rezultati naSe raziskave smo

prisli do zelo podobnih ugotovitev.

Vse stiri vrste, Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus in Lb. curvatus, ki so bile
najmocneje zastopane v vzorcih mleka in sirov, pripadajo II. skupini laktobacilov in so
fakultativno heterofermentativni. So mezofilne MKB, katerih optimalna temperatura rasti
je med 30 °C in 37 °C (Dellaglio in sod., 1994). Vecino nestarterskih MKB v procesu
zorenja tradicionalnih sirov predstavljajo prav mezofilni laktobacili, ki pomembno vplivajo
na razvoj tipicnega okusa sira. Ravno predstavniki vrste Lb. casei so v sirih prepoznani kot
eni najpomembnejsSih MO, ki sodelujejo pri oblikovanju okusa (De Angelis in Gobbetti,
2011; Albenzio in sod., 2001).

Po navedbah Dellaglio in sod. (1994), vecina vrst laktobacilov, ki pripada II. skupini,
dobro raste pri 15 °C, ne pa tudi pri 45 °C. Do podobnih ugotovitev smo prisli tudi v nasi
raziskavi, z izjemo sevov vrste Lb. plantarum, ki so dobro rasli tudi pri 45 °C. Zaklju€¢imo
lahko, da vecina predstavnikov vrste Lb. plantarum ne raste pri 45 °C, najverjetneje pa je

to sevno specifi¢na lastnost, kar pomeni, da imamo lahko tudi izjeme.
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V nasi raziskavi je v najmanjSem delezu zastopana vrsta Lb. brevis, ki pripada III. skupini
laktobacilov, ki je sicer tudi mezofilna, vendar obligatno heterofermentativna (Adamic,
2003). Podobno kot sevi vrste Lb. plantarum, so tudi sevi vrste Lb. brevis v nasi raziskavi
rasli pri 45 °C.

Marino in sod. (2003) so spremljali dinamiko rasti mikrobiote od surovega mleka pa vse
do konzumne zrelosti pri siru Montasio, ki je sicer narejen iz kravjega mleka. Prisotnost
vrste Lb. brevis so ugotovili v surovem mleku, medtem ko je v zrelem siru ni bilo ve¢
zaznati. NaSi rezultati pa so ravno nasprotni, saj v surovem mleku Lb. brevis nismo
potrdili, potrdili pa smo jo v 30 dni zorenem siru viSinske pase V4 in 60 dni zorenem siru

viSinske paSe V2.

Po identifikaciji seva K3/1, ki je predstavnik PhP skupine 18, nam je API 50 CH test s
96,2 % verjetnostjo podal, da gre za vrsto Leuconostoc lactis, ki je v naSem primeru
predstavljala 1,8 % celotne populacije laktobacilov. Pod mikroskopom so leukonostoki
sferi¢ne oblike, podaljSani koki oz. kratke palicice, ki tvorijo pare ali verizice. Prav zaradi
tega jih je lahko zamenjati z laktobacili (Dellaglio in sod., 1994). Bakterije iz rodu
Leuconostoc so se sposobne razmnozevati v temperaturnem obmocju od 1 °C do 30 °C,

njihova optimalna temperatura pa je med 25 °C in 30 °C (Dellaglio in sod., 1994).

Vrsto Ln. lactis zelo pogosto najdemo v surovem mleku, kefirjevih zrnih in tradicionalnih
sirih, kjer igrajo pomembno vlogo pri razvoju arome in nastajanju oces med zorenjem.
Poleg tega imajo podobne prehranske zahteve kot MKB iz rodu Lactobacillus in
Pediococcus, z laktobacili pa si delijo Se nekaj znacilnosti (Gerasi in sod., 2003; Dellaglio
in sod., 1994). Morda je ravno to razlog, da je sev K3/1 kazal podobne fenotipske lastnosti
kot laktobacili vse do identifikacije na nivoju vrste, ko smo ugotovili, da gre najverjetneje

za leukonostok.

V siru Pecorino Sardo (Mannu in sod., 2002), ki je prav tako narejen iz surovega ov¢jega
mleka, je bila vecina populacije termofilnih MKB (76 %) in le 24 % mezofilnih MO, kjer
sta med slednjimi prevladovali vrsti Lb. casei in Lb. rhamnosus. Med laktobacili v nasi

raziskavi pa so prevladovale mezofilne vrste.

Da so mezofilni laktobacili med prevladujo¢imi bakterijami v sirih porocajo tudi Cogan in

sod. (1997), ki so proucevali mikrobioto 35 razli¢nih sirov, med katerimi je bilo tudi 24
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tradicionalnih sirov iz razli¢nih drzav. Mezofilni laktobacili so bili prisotni v 19-ih od 35

sirov, od tega pa prevladujo€a populacija v petih sirih.

Mikrobiota mleka in sira med zorenjem se ves ¢as spreminja. S preiskovanjem vzorcev
smo dobili pester izbor laktobacilov, ki naseljujejo in se razmnoZzujejo v kraskem ov¢jem

siru. Nase rezultate lahko strnemo v nekaj sklepov:

- Prisotnost nestarterskih laktobacilov smo potrdili v vseh vzorcih mleka in sirov, ne
glede na toplotno obdelavo mleka ali lokacijo paSe. V konzumni zrelosti sirov
dosezejo vrednosti tudi do 8,4 log KE/g vzorca.

-V vzorcih mleka in sirov je med laktobacili prevladujoca vrsta Lactobacillus
paracasei s 74 % zastopanostjo, sledijo ji Lb. plantarum (11 %), Lb. rhamnosus
(4,6 %), Lb. curvatus (4,6 %) in Lb. brevis (3,7 %).

- Vrsta Lb. paracasei je lahko potencialno zanimiv izolat za nadaljnje raziskave
(starterske kulture, dodatki krmi).
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6 POVZETEK

Iz dosedanje literature je znano, da so laktobacili obicajno prevladujo¢a mikrobiota
tradicionalnih ov¢jih sirov. Kraski ov¢ji sir je po tradicionalnem postopku narejen sir iz
surovega mleka, lahko pa se mleko pred izdelavo tudi termizira. V diplomski nalogi smo
osamili in identificirali laktobacile iz vzorcev mleka in kraSkega ov¢jega sira, narejenega iz
surovega ali termiziranega mleka ovc viSinske ali nizinske paSe. Vzorcili smo surovo

mleko in sire po soljenju (Cas 0) ter zorenju 14, 30, 45 in 60 dni.

Laktobacile smo iz vzorcev osamili s pomocjo gojis¢a Rogosa, ki je selektivho za
laktobacile, ter z barvanjem po Gramu izloc¢ili Gram negativne in kokoidne bakterije.
Predvidevali smo, da imamo le MKB iz rodu Lactobacillus, zato smo za nadaljnje analize
uporabili uveljavljene metode za dolocanje fenotipskih lastnosti laktobacilov: test na
prisotnost katalaze, ugotavljanje tvorbe plina, rast pri razli¢nih temperaturah, fenotipizacija
na nivoju vrste s sistemom API ter tipizacija izolatov na podlagi sorodnega biokemijskega

prstnega odtisa s pomocjo sistema PhP mikrotitrskih plos¢.

Ugotovili smo, da 74 % izolatov pripada vrsti Lb. paracasei, ki jo tudi literatura pogosto
navaja kot prevladujoco vrsto laktobacilov v avtohtonih sirih, izdelanih po tradicionalnih
postopkih. Po zastopanosti sledijo vrste Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. curvatus in Lb.
brevis. Tako nasa populacija v vecini pripada II. skupini laktobacilov, to so fakultativno
heterofermentativni laktobacili. So mezofilne MKB, kar potrjujejo rezultati preverjanja
rasti pri razli¢nih temperaturah. Pri 15 °C so namre¢ zrasli vsi reprezentativni sevi, pri
45 °C pa rasti vecinoma ni bilo zaznati, z izjemo treh izolatov. Izolate, ki so pri 45 °C
zrasli, bi lahko uvrstili med termofilne laktobacile, ¢eprav pri identifikaciji na nivoju vrste

niso bili prepoznani kot termofilni laktobacili.

Vsi vzorei so bili katalaza negativni. Prav tako pri preverjanju tvorbe plina s pomocjo
Durchamovih cev¢ic nismo belezili nastanka mehurckov, razen pri dveh izolatih, ki sta se
pri kasnejsi identifikaciji izkazala za Lb. brevis, ki pripada III. skupini laktobacilov in velja

za obligatno heterofermentativnega.

Glede na to, da Lb. paracasei prevladuje v mikrobni populaciji laktobacilov v kraskem
ov¢jem siru, bi lahko seve te vrste na podlagi nadaljnjih raziskav uporabili kot potencialne
starterske kulture za izdelavo kraskega ovcjega sira.
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PRILOGE

PRILOGA A: Opisni rezultati mikroskopiranja

Vzorec Opis

M1/1 G+, koki

M1/4 G+, koki

M1/5 G+, koki

M2/1 G+, kratke in dolge palcke, posamezne

M2/2 G+, zelo kratke palcke, v verizicah

M2/3 G+, zelo kratke palcke, v verizicah

M2/4 G+, zelo kratke palcke, v verizicah in posamezno

M3/1 G+, zelo kratke in vimes dolge paléke

M3/2 G+, kratke in dolge palcke / dolge so modre, kratke pa bolj rdeckaste

M3/4 G+, kratke in dolge palcke

M3/5 G+, zelo kratke palcke

M4/1 G+, kratke palcke, posamicne

M4/2 G+, kratke palcke, posamicne

M4/3 G+, kratke palcke, v verizicah / odsevajo zelo na rdece

M4/4 G+, kratke palcke, v verizicah

M4/5 G+, dolge palcke

M7/1 G+, palcke

M7/3 G+, koki

M7/4 G+, diplokoki

M9/1 G+, palcke, v verizicah

M9/2 G+, zelo drobne palcke, v verizicah in posamezno

M9/3 G+, kratke in dolge palcke

M9/4 G+, kratke in dolge palcke

MO9/5 G+, kratke in dolge palcke

M10/3 | G+, dolge palcke, v verizicah

M10/4 | G+, pal¢ke, v verizicah

M10/5 G+, drobne, kratke palcke, v kraj$ih verizicah

Ml11/1 G+, palcke, v verizicah; nekatere neobarvane

M11/2 | mesnati, debeli koki

M11/3 mesnati, debeli koki

M13/1 | G+, drobne palcke, v verizicah

M13/2 | G+, drobne palcke, v verizicah, tudi kaksna dolga pal¢ka

M13/3 | G+, kratke palcke, posami¢ne

M13/4 | G+, kratke palcke, posamicne in v parih

M13/5 | G+, kratke palcke, posami¢ne

MI15/1 | G+, tanke, kratke in dolge palcke, posamezne

M15/2 | G+, tanke, kratke palcke, posamezne

M15/3 G+, kratke, skodrane paléke, v verizicah

M15/4 | G+, palcke vseh dolzin, posamezne




Zitnik T. Opis in razvrstitev laktobacilov, osamljenih iz kragkega ovéjega sira.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2016

PRILOGA A: nadaljevanje
M15/5 G+, zelo kratke, skodrane, drobne palcke, v verizicah, rahlo rdec¢kaste
K1/1 G+, kratke palcke, v verizicah
K1/2 G+, kratke palcke, v verizicah
K1/3 G+, kratke palcke, v verizicah
K1/4 G+, kratke palcke, posamicne
K1/5 G+, daljse palcke, v verizicah
K2/1 G+, kratke palcke, v verizicah
K2/2 G+, kratke palcke, v verizicah
K2/3 G+, kratke palcke, v verizicah
K2/4 G+, kratke palcke, v verizicah
K2/5 G+, kratke palcke, v verizicah
K3/1 G+, kratke palcke, posamicne
K3/2 G+, kratke palcke, posamicne
K3/3 G+, kratke palcke, v verizicah
K3/4 G+, kratke palcke, v verizicah
K3/5 G+, kratke palcke, v verizicah
K4/1 G+, kratke palcke, povezane po 2 ali 3 skupaj
K4/2 G+, kratke palcke, povezane po 2 ali 3 skupaj
K4/3 G+, zelo kratke palcke
K4/4 G+, kratke palcke, v verizicah
K4/5 G+, zelo kratke palcke, povezane po 2 ali 3 skupaj
K5/1 G+, zelo dolge palcke, povezane po 2 ali 3 skupaj
K5/2 G+, zelo dolge in tudi kratke palcke
K5/3 G+, kratke palcke
K5/4 G+, kratke in izjemno dolge palcke
K5/5 G+, kratke in izjemno dolge palcke
Ké6/1 G+, zelo kratke palcke
K6/2 G+, zelo kratke palcke, povezane v zelo dolge verige
Ké6/3 G+, zelo kratke palcke, povezane po 2 ali 3 skupaj
Ké6/4 G+, kratke palcke, v verizicah
Ké6/5 G+, kratke palcke, v verizicah

K9/2 G+, nafrkljane palcke, povezane in posamezne
K9/3 G+, nafrkljane palcke, povezane in posamezne
K9/4 G+, palcke in koki — ponovno na preciscevanje
K9/5 G+, zelo kratke palcke, malce ¢udne (kot da so podobne kokom, pa vendar niso)

K12/2 G+, lepe, drobne palcke

K12/3 G+, palcke, vmes tudi koki

K12/3 G+, drobne palcke / ponovno mikroskopiranje
K12/4 | G+, palcke

K12/5 G+, drobne palcke

K15/1 G+, drobne palcke, posami¢no

K15/2 G+, drobne palcke, posami¢no

K15/3 G+, drobne palcke, posami¢no

K15/4 | G+, kratke palcke, vmes tudi nekaj daljsih
K15/5 G+, drobne palcke, posami¢no
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PRILOGA A: nadaljevanje
K18/1 G+, kratke palcke, posamezno in v verizicah
K18/3 G+, kratke palcke, posamezno in v verizicah
K19/1 G+, dolge palcke, v verizicah
K19/2 G+, dolge palcke, v veriZicah
K19/3 | G+, dolge palcke, v zelo dolgih verigah
K19/4 | G+, kratke palcke
K19/5 | G+, dolge palcke, v verizicah
K20/1 G+, zelo kratke palcke, za kaksno se zdi, da so okrogle (koki)
K20/2 G+, kratke palcke
K20/3 | G+, palcke, v dolgih verigah
K20/4 | G+, palcke
K20/5 G+, drobne palcke
K24/1 G+, dolge palcke, v verizicah
K24/2 | G+, dolge palcke, v verizicah
K24/3 G+, palcke, v verizicah
K24/4 | G+, dolge palcke, v verizicah
K24/5 G+, kratke in dolge palcke, posami¢no in v verizicah
K25/1 G+, kratke in dolge palcke, posamezne
K25/2 | G+, zelo kratke palcke, povezane v verizice
K26/1 G+, kratke palcke, posamezne
K26/2 G+, kratke palcke, v verizicah
K26/3 G+, palcke vseh dolzin, tanke, posamezne
K26/4 G+, kratke, drobne palcke, v verizicah in posamezno, rdeckaste
K26/5 G+, kratke, drobne palcke, v verizicah, rdeckaste
K27/1 G+, ekstremno dolge, tanke palcke
K27/2 | G+, tanke palcke razli¢nih dolzin, posamezne
K27/3 G+, tanke palcke razli¢nih dolzin, posamezne
K27/4 G+, kratke in dolge palcke, v verizicah, rahlo rdece
K27/5 | G+, kratke in zelo dolge, povezane
K29/1 G+, drobne, kodraste palcke, v veriZicah, rahlo rdece
K29/2 G+, kratke, debele (tolste), kodraste palcke, v verizicah
K29/3 G+, kratke, tanke palcke, v verizicah, rahlo rdece
K29/4 G+, kratke, tanke, drobne palcke (komaj vidne), posamezne, rahlo rdece
K29/5 G+, kratke, tanke palcke, v verizicah, rahlo rdece
K30/1 G+, kratke, debele (tolste), posamezne in v verizicah
K30/2 G+, kratke, tanke palcke, v verizicah in posamezno, rahlo rdece
K30/3 G+, kratke, debele (tolste), posamezne in v verizicah
K30/4 G+, kratke, debele (tolste), posamezne in v verizicah
K30/5 G+, zelo kratke palcke, posamezne
K31/1 G+, tanke palcke, posamezne
K31/2 | G+, tanke palcke, posamezne in v verizicah
K31/3 G+, kratke, debele (tolste) palcke, v verizicah
K31/4 G+, kratke, debele (tolste) palcke, v verizicah
K31/5 G+, palcke, posamezne
K32/1 G+, zelo dolge palcke, posamezne, rahlo rdece
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K32/2 | G+, palcke razli¢nih dolzin, posamezne, rahlo rdece
K32/3 G+, palcke, posamezne
K32/4 | G+, pal¢ke, posamezne, rahlo rdece
K32/5 | G+, palcke, posamezne, rahlo rdece
K35/1 G+, kratke, nakodrane palcke, v verizicah
K35/2 | G+, zelo kratke palcke, v verizicah
K35/3 G+, zelo kratke palcke, v verizicah
K35/4 G+, zelo kratke palcke, v verizicah
K35/5 | G+, zelo kratke palcke, v verizicah
K36/1 G+, kratke, mesnate palcke
K36/2 G+, kratke, mesnate palcke
K36/3 G+, kratke, mesnate palcke
K36/4 G+, zelo kratke, mesnate palcke
K36/5 G+, zelo kratke, mesnate palcke
K37/1 G+, kratke palcke, v verizicah
K37/2 G+, kratke palcke, v verizicah
K37/3 G+, kratke palCke, posamezne in v verizicah
K37/4 | G+, kratke palcke, posamezne in v verizicah
K37/5 G+, kratke, mesnate palcke
K38/1 G+, dolge palcke, v verizicah
K38/2 | G+, tanke palcke, posamezne
K38/3 G+, palcke, posamezne
K38/4 G+, kratke, nakodrane paléke, v verizicah in posamezno
K38/5 G+, palcke, vse posamezne



