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AUTOHTONA MIKROBIOTA SJENICKE OVCIJE STELJE

Tanja Zugié¢ Petrovié¢', Predrag Ili¢', Mirjana Muruzovic’,
Katarina Mladenovié®, Ljiliana Comié’

Suva ovcéija stelja je tradicionalni proizvodi Zapadnog Balkana. Proizvodi se
suSenjem specijalno obradenih trupova celih ovaca koji se kratko dime na hladnom
dima i spontano fermentiSu. Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispitataju fizicko-
hemijske karakteristike i izoluju Bakterije mlecne kiseline (BMK) i koagulaza
negativne stafilokoke (KNS) iz proizvoda. U tom cilju uzeto je 9 uzoraka iz tri
domacinstva. Izolovane BMK su identifikovane kao Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus sakei 1 Enterococcus faecium. KNS su identifikovane kao
Staphylococcus xylosus Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus equorum,
Staphylococcus carnosus. BMK 1 KNS igraju klju¢nu ulogu u definisanju kvaliteta
proizvoda.

Kljuéne reéi: Bakterije mlecne kiseline, koagulaza negativne stafilokoke, ovcija stelja
Uvod

Na zapadnom Balkanu se proizvodi suvo ov€ije meso, nazvano Pastrma ili
Stelja (u turskom pastyrma ili bastyrma) (Stamenkovi¢ i Devié, 2006). Pri izradi
stelje koriste se celi trupovi autohtone rase ovaca Sjenicka pramenka starosti od 1
do 5 godina (Stojkovi¢ i sar., 2015). Tokom proizvodnog procesa sve kosti sa trupa
se uklanjaju, jedino se na butovima ostavljaju distalni delovi kosti kolenice u duzini
od 5 cm zajedno sa ahilovom tetivom, a na pleckama se ostavljaju distalni delovi
kosti podlaktice, takode u duzini 5 cm. Tetive i delovi pomenutih kostiju sluze za
vesanje trupova za vreme dimljenja, susenja i skladiStenja. Sa butova se odvaja
unutrasnji deo (Sol) koji se koristi za proizvodnju ov¢ije prSute. (Stamenkovi¢ i
Devi¢, 2006). Zrenje i fermentacija proizvoda nije dirigovana i deSava se pod
uticajem autohtone mikrobiote koja se razvija u proizvodu tokom tehnoloskog
procesa proizvodnje. Bakterije mle¢ne kiseline (BMK) i Gram-pozitivne katalaza-
pozitivne koke (KNS) su dve grupe bakterija koje su poznate kao tehnoloski vazne
u fermentaciji i suSenju proizvoda od mesa (Aymerich i sar., 2003). BMK uti¢u na
acidifikaciju proizvoda, akumulacijom mlecne kiseline do nivoa koji inhibira
patogene bakterije (Liicke, 2000). BMK takode omogucavaju degradaciju proteina i
lipida ¢ime se smanjuje vezivanje vode, dehidracija i olakSava suSenja proizvoda
(Hammes i sar., 2008). Staphylococcus vrste su veoma vazne u izgradnji
organoleptickih karakteristika proizvoda, uticu na razgradnju peroksida, i

'Visoka poljoprivredno-prehrambena §kola strukovnih studija, Cirila i Metodija 1, 18400 Prokuplje, Srbija
(tanja.zugicpetrovic@yahoo.com);
? Univerzitet u Kragujevacu, Prirodno-matematicki fakultet, Radoja Domanoviéa 12, 3400 Kragujevac,Srbija;

536


https://core.ac.uk/display/346634626?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

“XXIII SAVETOVANJE O BIOTEHNOLOGLJI” Zbornik radova, 2018.

formiranju arome proizvoda usled proteoliticke i lipoliticke aktivnosti (Comi i sar.,
2005; Talon i sar., 2007).

U literaturi nema publikovanih radova o izolaciji i identifikaciji autohtone
mikrobiote sjenicke ovcije stelje. Stoga je cilj ove studije bio izolacija i
identifikacija mikrobiote i fizicko-hemijska analiza uzoraka sjenicke ovcije stelje.

Materijal i metod rada

Ukupno 9 uzoraka sjenicke ovcije stelje su uzeta od 3 proizvodaca (A,B,C) sa
teritorije Sjenice u 2017-toj godini (po 3 uzorka od svakog proizvodaca). Uzorkovani
materijal je proizveden tradicionalnim nadinom u identiénim mikroklimatskim
uslovima i od autohtone vrsta Zivotinja Sjenicko-pestarska Pramenka.

Fizi¢ko-hemijska analiza

Odredivanje pH vrednosti ov¢ije stelje vrSeno je pomo¢u pH metra (Testo 205;
Lenzkirh, Germany). Odredivanje a, vrednosti proizvoda sprovedeno je pomocu
mobilnog uredaja LabSwift — aw (Novasina, Lachen, Switzerland).

Brojnost mikroorganizama

Za mikrobiolosku analizu, uzorci ov¢ije stelje (10 g) su asepti¢no preneti u 90 ml
sterilnog (sterilizacija tokom 20 minuta na 121°C) fizioloSkog rastvora sa dodatkom
peptona (NaCl1 0.8 g /111 g peptona / 1) i meSani su 15 minuta. Broj mikroorganizama
odreden je indirektnom metodom sukcesivnog razblaZenja koja se sastoji u pravljenju
razblazenja i prenoSenju odgovarajuc¢ih razblazenja na ¢vrste podloge. Broj BMK
odreden je na plo¢ama sa De Man, Rogosa, Sharpe, Agar (MRS, Torlak, Beograd,
Srbija) koje su, nakon nanosSenja 1 ml razblazenja i o¢vrS¢avanja, nalivene dodatnim
slojem podloge kako bi se postigli mikroaerofilni uslovi. Broj KNS odreden je
brojanjem izraslih kolonija nakon inkubacije na plo¢ama sa Mannitol Salt Phenol-Red
Agar (MSA, Torlak, Beograd, Srbija) nakon 48 sati na 30°C.

Identifikacija izolata

Dvadeset pet kolonija iz svakog uzorka sjenicke ovcije stelje je slucajno
izabrano iz MRS agarnih plo¢a. Kolonije su zatim prenete u MRS bujon. Nakon
inkubacije kulture iz bujona prenete su na Petri ploce i izvrSeno je trostruko
prec¢is¢avanje izolata sukcesivnim prenosenjem pojedinacnih kolonija na nove Petri
ploce sa MRS agarom. Preliminarna karakterizacija izolata radena je bojenjem
¢elija po Gramu, kao i ispitivanjem sposobnosti sinteze katalaze nakapavanjem 30%
H,0, na razmaz ¢iste kulture na staklenoj predmetnici. Svi izolati koji su bili Gram
pozitivni i katalaza-negativni su podvrgnuti daljem ispitivanju. Proizvodnja gasa iz
glukoze, hidroliza arginina, rast na eskulin zu¢nom agaru, rast na 15 i 45°C i rast u
prisustvu 4%, 6,5% 1 8% NaClI. Identifikacija fermentacijom Secera odreden je
pomo¢u API 50 CHL (BioMericux, SA, Francuska). Za identifikaciju KNS

537



“XXIII SAVETOVANJE O BIOTEHNOLOGLJI” Zbornik radova, 2018.

odabrano je slucajno dvadeset kolonija iz svakog uzorka iz brojnih MSA ploca, a
zatim su izolati preciS¢eni u Tryptone Soya agaru (TSA, Torlak, Beograd, Srbija) i
Tryptone Soya bujonu (TSB, Torlak, Beograd, Srbija). Ciste kulture su
okarakterisane pomocu Gram reakcije, proizvodnje katalaze i morfologije Celija.
Izolati su testirani na aktivnost anaerobne koagulaze rasta (BD BBLTM koagulaza
plazma, Rabbit sa EDTA, Rockville, MD, USA), aktivnost nitrata reduktaze,
proteoliticka aktivnost, lipoliticka aktivnost, aktivnost ureaze i arginin hidroliza,
osetljivost na novobiocin.

Statisticka analiza

Statisticka analiza je sprovedena u programu SPSS 11.0 Bivariate Correlation
Analysis (Chicago, Illinois, USA). Primenjena je analiza varijanse (Duncan test).

Rezultati istraZivanja i diskusija

Rezultati mikrobioloskih i fizicko-hemijskih analiza su predstavljeni u Tabela 1. 1z
tabele mozemo zakljuciti da ne postoje statisticki znacajne razlike u pogledu broja
mlecno kiselih bakterija stafilokoka, pH i aw vrednosti izmedu uzoraka ovcije stelje
uzetih od razli¢itih proizvodaca. Rezultati takode ukazuju na ujednacenost tehnoloskog
procesa proizvodnje sjenicke ovéije stelje, pri ¢emu imamo dominaciju BMK u
spontanoj fermentaciji proizvoda.

Tabela 1. Rezultati mikrobioloske i fizicko-hemijske analize uzoraka sjeni¢ke ovcije
stelje
Table 1. Results of microbiological and physicochemical analysis of dry-cured sheep
ham samples.

Proizvodaci n [Bakterije mlecne kiseline| Staphylococcus pH aw
Manufacturers Lactic acid bacteria (cfu/g)
(cfu/g)
A 3 8.44+0.13* 4.43+0.11* 5.43+£0.19*% | 0.80+0.04*
B 3 8.53+0.27* 4.49+0.27* 5.47+£0.04* | 0.81+0.01%*
C 3 8.39+0.07* 4.50+0.95* 5.414+0.09* | 0.80+0.05*

Nema statisticki znacajne razlike u kontrolisanim parametrima (P> 0,05), srednja vrijednost + standardna
devijacija.

Papamanoli i sar. (2002) u svom radu isticu da Lactobacillus curvatus Cesto
predstavlja polovinu ili dve tre¢ine BMK mikrobiote fermentisanog mesa, dok
Lactobacillus sakei predstavlja do Cetvrtinu izolovanih BMK. Lactobacillus vrste su
takode dominantne u fermentisanim kobasicama, kod nekih blago zakiseljenih kobasica
iz juzne Evrope. Pored Lactobacillus vrste mogu biti izolovane i Enferococcus vrste,
koje su odgovorni za fermentaciju proizvoda (Lebert i sar., 2007; Martin i sar., 2005).
Od ukupno 192 izolata BMK u ov¢ijoj stelji su identifikovane tri vrste (Tabela 2.).
Identifikovano je 66.14% izolata kao L. curvatus, 22.91% je identifikovano kao L. sakei
1 10.9% En. faecim. 1zolati koji su bili homofermentativni laktobacili, bez hidroliticke
reakcije na arginin 1 eskulin. Lipoliticki, proteoliticki i test sinteze EPS su bili negativni,
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a morfologija i oblici kolonija su dali identifikaciju koja je bila najsli¢nija L. curvatus i
L. sakei vrsti. Dalja identifikacija je potvrdena API sistemom kao L. curvatus i L. sakei.
Izolati koji su uspesno rasli u temperaturnom opsegu od 15 1 45°C i u uslovima sa 4, 6.5
i 8% NaCl, koji su pokazali hidrolizu arginina kao i sintezu egzopolisaharida,
karakterisala je pojava crnih kolonija na Zu¢nom eskulinskom agaru je identifikovano
kao Enterococcus sp. Identifikacija je potvrdena API sistemom kao En. faecim.

BMK u ispitivanim uzorcima sjenicke ovcije stelje su odgovorne za formiranje
mlecne kiseline i igraju kljucnu ulogu u sazrevanju ovog mesnog proizvoda. Dincer i
Kivanc (2012) istrazujuc¢i Tursku pastrmu su izolovali i identifikovali mikrobiotu koju
su Cinili Lactobacillus plantarum, L. sakei, En. faecium 1 Pediococcus acidilactici.
Liicke (2000) je ukazao da je u tradicionalnim kobasicama koje su fermentisale na
temperaturama od 20 do 22°C, L. sakei i L. curvatus su najcesée izolovani
mikroorganizmi, dok je veéi broj L. plantarum zabelezen na temperaturama sazrevanja
vec¢im od 25°C.

Tabela 2. Procenat pojedina¢nih tipova BMK izolovanih iz stelje
Table 2. Percentage of individual types of LAB isolated from stelja

Proizvodaci
Manufacturers
Ukupno (%)
A B ¢ Total

L. curvatus 33 41 53 66.14%

L. sakei 22 15 7 22.91%
En. faecim 5 7 9 10.9%

Ukupno

Total 60 63 69 100%

KNS u fermentisanim proizvodima od mesa proizvode Sirok spektar isparljivih
komponenti arome, koje nastaju degradacijom aminokiselina, i odgovorne su za
formiranje senzornih svojstva. Od ukupnog broja izolovanih KNS (95) sjenicke ovcije
stelje, 42.75% je identifikovano kao S. xylosus, 25.2% S. saprophyticus, 5.6% S.
equorum 12.4% kao S. Carnosus (Tabela 3).

Tabela 3. Procenat pojedina¢nih tipova KNS izolovanih iz stelje
Table 3. Percentage of individual types of CNS isolated from stelja

Manufacturers
Ukupno (%)
A B C Total
S. xylosus 21 11 13 42.75%

S. saprophyticus 9 10 5 25.2%

S. equorum 4 6 7 5.6%
S. carnosus 2 2 5 2.4
Ukupno 0

Total 36 29 30 100%
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Odabrani sojevi su bili Gram pozitivni i koagulaza negativni. S. xylosus, S.
saprophyticus 1 S. equorum su pokazali rezistenciju na novobiocin, dok je S.
carnosus bio osetljiv na pomenuti antibiotik. Lipoliti¢ku i proteoliticku aktivnost su
pokazali S. carnosus i S. equorum. Dok je S. carnosus je pokazao pozitivne
rezultate na ureazu. Amonijak iz arginina proizveli su izolati identifikovani kao S.
xylosus. Rezultate koje smo dobili istrazujuci sjenicku ovéiju stelju su u skladu sa
rezultatima drugih autora za slicne proizvode. Papamanoli i sar. (2002) u
tradicionalnim grékim kobasicama su izolovali i identifikovali mikrobiotu koju su
¢inile S. saprophyticus 1 S. carnosus. S. xylosus je dominantna vrsta i u mnogim
italijanskim i §panskim kobasicama (Cocolin i sar., 2001; Rossi i sar., 2001).

Zakljucak

Ovcija stelja je fermentisani mesni proizvod za ¢iji kvalitet i organolepticka
svojstva su odgovorni mikroorganizmi. U tradicionalnoj proizvodnji sjeni¢ke ovcije
stelje, mikroorganizmi poticu od sirovina i okruZenja u kojem se proizvodi izraduju.
Od ukupno 192 izolata BMK u ov¢ijoj stelji je identifikovano 66.14% kao L.
curvatus, 22.91% je identifikovano kao L. sakei i 10.9% je identifikovano kao En.
faecim. Od izolovanih i idntifikovanih KNS, 42.75% je identifikovano kao S.
xylosus, 25.2% S. saprophyticus, 5.6% S. equorum i 2.4% kao S. carnosus. Dakle,
proces fermentacije ovcije stelje nije kontrolisan, pa se u ovom slucaju radi
iskljuc¢ivo o divljim sojevima mikroorganizama koji ¢ine mikrobiotu proizvoda.
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AUTOCHTHONE MICROBIOTA FROM DRY-CURED SHEEP HAM

Tanja Zugié¢ Petrovié¢', Predrag Ili¢', Mirjana Muruzovic’,
Katarina Mladenovié®, Ljiliana Comié’

Abstract

Dry-cured sheep ham is traditional products of the Western Balkans. It is produced by
drying specially processed carcasses of whole sheep that are smoked in cold smoke and
spontaneously fermented. The aim of this research was to investigate physicochemical
properties and isolate lactic acid bacteria (LAB) and coagulase negative staphylococci
(CNS) from the product. To this end, 9 samples of dry-cured sheep ham from three
households were taken. Isolated LABs were identified as Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus sakei and Enterococcus faecium. CNS were identified as Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus equorum, Staphylococcus
carnosus. LAB and CNS play a key role in defining the quality of the product.

Key words: Lactic acid bacteria, coagulase negative staphylococci, dry-cured sheep
ham,
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