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Апстракт  

Во традиционалното производство на сирење, особено кога се користи сурово 

млеко и не се додаваат стартни култури, природната микробиолошка флора во суровото 

млеко има централна улога во започнувањето и контролирањето на процесот на 

ферментација. Микробиолошката разновидност во сирењето, исто така, влијае на 

процесот на зреење, каде што различните соеви на млечнокисели бактерии 

произведуваат секундарни метаболити кои ги обликуваат органолептичките квалитети 

на сирењето. Главна цел на ова истражување е да се направи идентификација и 

карактеризација на автохтоните млечнокисели бактерии присутни во суровото козјо 

млеко, во белото саламурено козјо сирење произведено во традиционални услови без 

додавање на стартер култури и без топлотен третман, како и во примероци земени од 

опремата употребена при производството на сирењето во есенската сезона на 

производство. За идентификација и карактеризација на млечнокиселите бактерии 

екстрахираната дезоксирибонуклеинска киселина (ДНК) на криопрезервираните 

бактерии беше подложена на PCR (Polymerase chain reaction) користејќи ги 

универзалните прокариотски прајмери 27f и 1495r, а ампликоните потоа беа испратени 

во Genewiz за прочистување и секвенционирање. Добиените секвенци беа споредени со 

16S rRNA секвенци на типови соеви од базата на ДНК на GenBank преку основната 

алатка за пребарување и локално порамнување (Basic Local Alignment Search Tool, 

BLAST). Детекцијата на генот хистидин декарбоксилаза (hdcA) е направена преку 

qPCR, и резултатите беа изразени како присуство (+) или отсуство (-) на целниот ген. 

Ензимските активности на млечнокиселите бактерии беа оценети со анализи на агар 

според Линарес-Моралес и сор. - Linares-Morales et al. (2020) со некои модификации. 

Enterococcus беше доминантен род на LAB во повеќето примероци, следен од 

Streptococcus и Lactococcus. Генот hdcA беше детектиран само во еден изолат 

идентификуван како Companilactobacillus alimentarius. Сите изолати покажаа 

позитивна реакција за активноста на протеазата и многу од нив покажаа позитивна 

реакција за активноста на липазата. 

Со разбирањето на разновидноста на млечнокиселите бактерии во овие 

примероци, производителите можат да ја оптимизираат ферментацијата, стабилноста и 

безбедноста, и да ја зачуваат автентичноста на сирењата. 

Клучни зборови: козјо млеко, бело саламурено сирење, млечнокисели бактерии 
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1. Вовед  

Регионалните и традиционалните млечни производи стануваат се попопуларни 

меѓу потрошувачите поради нивните нутритивни вредности и уникатните сензорни 

карактеристики (Кавечка & Пастернак - Kawęcka & Pasternak, 2022). Овие производи 

направени во мали фарми се карактеризираат со микроорганизми кои претставуваат 

локална, често уникатна микробиота чиј состав и метаболичка активност ги одредуваат 

исклучителните сетилни карактеристики на сирењата (Налепа & Маркиевиц - Nalepa & 

Мarkiewicz, 2023). Традиционалното производство на бело саламурено сирење 

останува присутно во Северна Македонија и е економски и важен елемент на руралниот 

живот. Белото саламурено сирење се произведува од сурово кравјо и овчо млеко и 

поретко од козјо млеко во мали фарми без додавање на стартер култури, со користење 

на традиционални процедури и алатки (Левков и сор. – Levkov et al., 2017; Санта и сор. 

- Santa et al., 2024). Конечниот микробен состав на производот е резултат на 

микробиотата на сурово млеко, хигиенските процедури кои се применуваат во фармата 

и технолошките процеси што се користат за производство (Налепа и сор. – Nalepa et al., 

2020).  

Производството на козји млечни производи е истакната глобална активност, со 

зголемено значење во производството на различни прехранбени производи. Во овој 

поглед, млечните производи од козјо млеко привлекоа значително внимание, бидејќи 

се смета дека се корисни за добро балансирана исхрана и одржување на здравјето, 

поради нивната висока хранлива вредност и присуството на биоактивни компоненти 

(Хамам и сор. - Hammam et al., 2021). Освен тоа козјото млеко содржи сложена 

микробиота, а деталното познавање на истата е од суштинско значење за 

производството на ферментирани производи (Астери и сор. - Asteri et al., 2010; Псони 

и сор. - Psoni et al., 2007). Општо, ферментацијата на сирењето е поттикната од 

млечнокиселите бактерии (LAB - lactic acid bacteria) кои природно се појавуваат во 

суровото млеко или од микробните стартер култури, кои се додаваат во млекото по 

термичката обработка (Акиланти и сор. - Aquilanti et al., 2012). LAB долго време се 

поврзани со ферментацијата и конзервирањето на храната. Бидејќи тие играат 

мултифункционални улоги во бројни апликации, LAB се сметаат за најважна група на 

индустриски микроорганизми (Хати-Каул и сор. - Hatti-Kaul et al., 2018).  

LAB се карактеризираат како грам-позитивни, споро- неформирачки, каталаза-

негативни и толерантни анаеробни бактерии (Акселсон - Axelsson, 2004; Бин Масалам 

и сор. - Bin Masalam et al., 2018). Тие се „пребирливи“ бактерии, толерантни на киселина 

и имаат строго ферментативен метаболизам, при што млечната киселина е главниот 

краен производ на ферментацијата на шеќерот (Хипе и сор. – Hippe et al., 2011). Поради 

нивните ограничени биосинтетички способности и големата побарувачка за извори на 

јаглерод и азот, природните живеалишта на LAB се средини богати со хранливи 

материи. Затоа, млечнокиселите бактерии обично се поврзуваат со млекото и неговите 

деривати, месото и неговите деривати, зеленчукот, пијалаците, почвата и 

канализацијата, а исто така се дел од микробиотата на респираторниот, интестиналниот 

и гениталниот тракт на луѓето и на вишите животни (Акселсон - Axelsson, 2004; 

Шлаифер & Лудвиг - Schleifer & Ludwig, 1995). LAB предизвикува брзо закиселување 

на ферментираното млеко преку производство на органски киселини, главно млечна 

киселина (Бинтсис - Bintsis, 2018). За време на оваа ферментација, LAB го инхибира 

растот на повеќето непожелни микроорганизми преку закиселување на околината; ова 

се смета за основна карактеристика на млечните производи, особено во производството 

на сирење (Сетани & Мошети - Settanni & Moschetti, 2010). Метаболитите произведени 

за време на ферментацијата, со исклучок на испарливите, остануваат во храната, а тоа 

помага да се спречи растот на непожелните бактерии. Својствата кои ја фаворизираат 
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индустриската примена, исто така, вклучуваат толеранција на различни неповолни 

средини, едноставен метаболизам и способност за метаболизирање на различни извори 

на јаглерод (Хати-Каул и сор. - Hatti-Kaul et al., 2018). Покрај нивниот капацитет за 

производство на млечна киселина, LAB придонесува за други карактеристики на 

производот, како што се вкусот, текстурата и хранливата вредност, како последица на 

нивните метаболички својства (Сетани & Мошети - Settanni & Moschetti, 2010; Бинтсис 

- Bintsis, 2018). Метаболизмот на LAB води до различни соединенија, како што се 

диацетил, ацетоин и 2,3-бутанедиол од искористувањето на цитрати, како и широк 

опсег на испарливи соединенија и биоактивни пептиди од катаболизмот на 

аминокиселините; Познато е дека тие влијаат на аромата и вкусот на сирењето (Мајо и 

сор. - Mayo et al., 2010). Некои млечнокисели бактерии исто така се способни да 

произведуваат метаболити со специфични антагонистички и антибактериски 

активности, како што се антифунгални соединенија и бактериоцини, кои имаат огромен 

потенцијал да инхибираат различни видови на микроорганизми (Сетани и сор. – Settanni 

et al., 2011). Инхибиторните својства на LAB зависат од видот, оптоварувањето на 

патогените бактерии, санитарните процеси и количината на LAB во храната (Повтонг 

& Сунтортичароен - Powthong & Suntornthiticharoen, 2015). Затоа, LAB може да се 

користи како биопротективна култура за да се зголеми микробиолошката безбедност, 

да се продолжи рокот на траење, да се подобри текстурата и да се придонесе за пријатен 

сетилен профил на финалниот производ (Бинтсис - Bintsis, 2018). Поради нивната 

широка употреба во ферментирани производи и долгата историја на безбедна човечка 

конзумација многу бактерии го имаат GRAS (GRAS - Generally recognized as safe) 

статусот што значи генерално се сметаат за безбеднии и соодветно се одобрени од 

Агенцијата за храна и лекови на САД (Сетани и сор. – Settanni et al., 2011; Балциунас и 

сор. - Balciunas et al., 2013). Во Европската заедница, статусот на квалификувана 

претпоставка за безбедност (QPS - Qualified presumption of safety) е доделен од 

Европската агенција за безбедност на храната (EFSA – European Food Safety Authority) 

(ЕФСА - EFSA, 2017). LAB кои се сметаат за GRAS припаѓаат на родовите Lactococcus, 

Oenococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus и некои Streptococcus (Балциунас и 

сор. - Balciunas et al., 2013). Видовите од родот Enterococcus и некои видови 

Streptococcus можат да бидат патогени и затоа не се подобни за статусот GRAS (Колинс 

и сор. – Collins et al., 2010). Поради загриженост за безбедноста, ниту еден член од родот 

Enterococcus не е предложен за QPS статус. Загриженоста поврзана со овие бактерии 

произлегува од нивните вирулентни фактори и отпорност на различни антибиотици 

(Франз и сор. - Franz et al., 2010). 

Enterococcus опфаќа еден од главните родови на групата на млечнокиселии 

бактерии, вклучувајќи скоро 50 видови (Насименто и сор. – Nascimento et al., 2019). 

Неодамнешните прегледи кои известуваат за можна примена на ентерококи во 

човечката храна и сточната храна покренаа сомнежи за нивната безбедна примена 

бидејќи тие често се поврзуваат со болнички инфекции поради зголемената отпорност 

на одредени антибиотици, особено ванкомицин и ампицилин (Фолике Морено и сор. - 

Foulquié Moreno et al., 2006; Лебретон и сор. - Lebreton, 2014). Покрај тоа што 

гастроинтестиналниот тракт на топлокрвните животни се смета за природно 

живеалиште, родот Enterococcus е и широко распространет во природата (почва, 

површински води итн.), поради неговата приспособливост на различни средини, како 

што се големи опсези на температури, pH и концентрации на сол. Таквото фенотипско 

однесување како генералист дозволува често да се појавува во храна од животинско 

потекло како што се месото, рибата, ферментираниот зеленчук и сирењата, кои се 

богати со јаглени хидрати, протеини и витамини (Бен Браек & Смоуи - Ben Braïek & 

Smaoui, 2019). Во некои случаи, особено во занаетчиските прехранбени производи, 

ентерококите доминираат над родот Lactobacillus и Lactococcus (Домингос-Лопез и сор. 
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- Domingos-Lopes et al., 2017; Кастро и сор. - Castro et al., 2016; Терзич-Видојевич и сор. 

- Terzic-Vidojevic et al., 2014). Во ферментирана храна, Enterococcus се предлага да игра 

важна улога како стартер култура поради некои метаболички карактеристики поврзани 

со производството на протеолитички и липолитички ензими и производството на 

диацетил од цитрат, што позитивно влијае на зреењето на овие сирења (Санлибаба & 

Сентурк - Sanlibaba & Senturk, 2018). Исто така, овие микроорганизми може да имаат 

конзервирачки својства поради производството на активни бактериоцини против 

патогени релевантни во сирењата, како што се Listeria monocytogenes и Staphylococcus 

aureus, наречени ентероцини (Франз и сор. – Franz et al., 2011). Недостатокот на признат 

безбедносен статус на ентерококите ја попречува нивната употреба во улога на 

индустриски култури, и покрај нивните потенцијални придобивки (Ханчи и сор. - 

Hanchi et al., 2018). Поради тоа, потребно е подобро разбирање на нивното влијание врз 

човечкото здравје, не само за да се минимизираат ризиците поврзани со нивната 

способност да шират вирулентност и гени отпорни на антибиотици, туку и за да се 

овозможи подобра експлоатација на нивниот потенцијал како помошни, заштитни и 

пробиотски култури. 

Во последните неколку години во Северна Македонија се зголемува популарноста 

на козјото млеко и неговите производи. Зголемениот интерес на пазарот и научната 

заедница е конзистентен со општиот тренд и напори за производство на здрава храна, 

вклучувајќи го козјото млеко кое е добро познато по неговите корисни ефекти врз 

здравјето на луѓето (Србиновска и сор. - Srbinovska et al., 2001). Иако белото саламурeно 

сирење во Северна Македонија се произведува од различни видови млеко (кравјо, овчо 

и козјо), малку податоци постојат за истражувања во врска со автохтоната микрофлора 

и разновидноста на млечнокиселите бактерии кај козјото млеко и козјото сирење.  

Имајќи го предвид погоре наведеното, истражувањето на разновидноста на 

млечнокиселите бактерии во козјото млеко, белото саламурено сирење и примероците 

од животната средина во простории каде е произведувано ова сирење, e важно за да се 

оптимизираат процесите на ферментација, да се контролираа киселоста, да се подобрат 

сензорните квалитети на сирењето и да се подобрат производните техники. Во рамките 

на овој пилот проект поставивме неколку цели во истражувањето: (i) да се изолираат и 

карактеризираат млечнокиселите бактерии во суровото козјо млеко, белото саламурено 

козјо сирење и примероците од животната средина (ii) да се детектира ген hdcA во овие 

изолати, (iii) да се анализира ензимската активност (протеаза и липаза). 

2. Преглед на литературата 

Балканскиот Полуостров има богата традиција на одгледување говеда, овци и 

кози, благодарение на поволната географска положба, климата и обилните ливади и 

пасишта. Како резултат на тоа, производството на млеко отсекогаш било од суштинско 

значење за земјоделството на Балканскиот Полуостров, а млечните производи го 

обликувале кулинарското наследство на регионот (Терзич-Видојевич и сор. - Terzić-

Vidojević et al., 2020). Во Северна Македонија белото саламурено сирење е национален 

млечен производ со вековна традиција на производство со користење на сурово млеко 

и основни млечни алатки (Матева и сор. - Mateva et al., 2019). Карактеристичниот 

сетилен квалитет на традиционалните сирења се припишува на нивната микробиота, 

која е обликувана од сложената интеракција помеѓу факторите на животната средина и 

технолошките процеси кои се користат за време на производството на сирење (Монтел 

и сор. - Montel et al., 2014). Млечнокиселите бактерии (LAB) сочинуваат дел од 

микробиотата што имаат најголемо влијание врз својствата на локалните сирења 

(Франциози и сор. – Franciosi et al., 2009; Моранди и сор. – Morandi et al., 2011), или 

поради нивната закиселувачка активност (стартер култури) или преку олеснување на 
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протеолитичките и липолитичките настани за време на зреењето на сирењето како не-

стартер млечнокисели бактерии (NSLAB- non-starter lactic acid bacteria) (Гонзалез и сор. 

– González et al., 2010). 

Млечнокиселите бактерии се првенствено одговорни за природната ферментација 

на млечни производи и тие се широко проучувани поради нивната потенцијална 

употреба како био конзерванси во прехранбените производи (Астери и сор. - Asteri et 

al., 2010), овие бактерии сочинуваат голем број на родови и тие се широко користени 

како пробиотици со долга историја (Ландете - Landete, 2017). Неколку студии покажале 

дека LAB имаат значителна инхибиторна активност против патогени бактерии и 

бактери кои предизвикуваат расипување на храната (Неро и сор. - Nero et al., 2008). 

Пријавено е дека бактериите со бактериоциногени својства како што се Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus и Streptococcus се составен дел од микробиотата 

во козјото млеко (Псони и сор. - Psoni et al., 2007; Коломбо и сор. - Colombo et al., 2010). 

Често пронајдени млечнокисели бактерии во ферментирана млечна храна вклучуваат 

родови како што се Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus и Streptococcus 

(Песионе - Pessione, 2012). Многу автори ја имаат истражувано разновидноста на 

млечнокиселите бактерии во козјо млеко затоа што деталното познавање на овие 

бактерии е од суштинско значење за диверзификација на производството. Жанг и сор - 

Zhang et al. (2017) во примероци земени од козјо млеко Saanen и Guanzhong (по три 

примероци од секое млеко) од Гуанжонг регион во Кина идентификувале пробиотици 

од родовите Lactococcus (0,67%), Lactobacillus (0,45%), Bifidobacterium (0,24%), 

Enterococcus (0,18%), Weissella (0,0076%) и Pediococcus (0,0028%) од вкупната 

бактериска разновидност. Гесас & Кихал - Guessas & Kihal (2004) изолирале 206 соеви 

на млечнокисели бактерии од Алжирско сурово козјо млеко, при што 115 од нив 

припаѓале на млечнокисели коки, а други на родот Lactobacillus. Репрезентативните 

видови на вкупните коки биле Lactococcus sp. (76,16%), Streptococcus thermophilus 

(14,78%) и Leuconostoc sp. (8,6%). Доминантниот вид бил Lactococcus lactis subsp. 

Lactis. Видовите лактобацили пронајдени во суровото козјо млеко и нивната 

пропорција била: Lb. curvatus (25,25%), Lb. helviticus (10,98%), Lb. plantarum (9,89%), 

Lb. reuteri (9,89%), Lb. casei (7,69%), Lb. brevis (5,49%), Lb. bulgaricus (5,49%) Lb. 

paracasei (4,39%) и Lb. acidophilus (2,19%). Во друга студија 120 соеви на млечнокисели 

бактерии во сурово млеко од Западен Алжир биле идентификувани, од изолатите 

25,33% биле класифицирани како Lactococcus, 34,66% како Enterococcus, 37,33% 

лактобацили и 2,66% Streptococcus thermophilus. Доминантниот вид на лактококи бил 

Lactococcus lactis subsp. lactis (18,66%). 25 од изолатите на ентерококи биле 

идентификувани како Enterococcus faecium, додека преостанатите 07,33% биле 

идентификувани како Enterococcus durans) (Черигене и сор. - Cheriguene et al., 2006). Во 

студијата на Писано и сор - Pisano et al. (2019) бројот на вкупните LAB бил во опсег од 

104 до 107 cfu/mL, а значително повисок (p<0,05) број бил откриен во примероците од 

сурово млеко собрани во северна Сардинија во споредба со примероците од сурово 

млеко од другите региони на Сардинија. Бројот на ентерококи се движел помеѓу 103 и 

105 cfu/mL во овие примероци. Од 289 изолати 29,41% припаѓале на родот Lactococcus, 

32,52% биле идентификувани како Lactobacillus, 8,30% Pediococcus, 4,84% Leuconostoc, 

7% Streptococcus и 23,53% Enterococcus. 

Во примероци на сирење од козјо млеко произведени во Србија просечниот број 

на LAB се движел помеѓу 4,60 × 103 и 4,13 × 107 cfu ml−1 определени на MRS агар и 1,82 

× 107 и 8,86 × 107 на  M17 агар. Мнозинството (87,3%) од анализираните изолати (55 

изолати) припаѓале на родот Lactobacillus, 9,1% на Lactococcus и 3,6% биле 

Enterococcus. Меѓу коките пет изолати ги имале типичните физиолошки 

карактеристики на сојот Lc. lactis. subsp. lactis (Николиќ и сор. - Nikolic et al., 2008). 

Во студијата на Санчез и сор. - Sánchez et al. (2005), бројот на LAB во козји сирења од 
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Шпанија се движел помеѓу 4,7 и 7,7 log cfu/g, и изолирани биле 162 изолати од кои 

89,0% припаѓале на родот Lactobacillus, 8,1% на Lactococcus и 2,9% на Leuconostoc. Lc. 

lactis бил најзастапен вид во две шпански традиционални сирења од козјо млеко (41,9% 

во Quesailla Arochena и 26,4% во Torta Arochena), проследено со различни видови 

Lactobacillus како Lb. paracasei и Lb. plantarum (38,2% во Quesailla Arochena и 14,6% во 

Torta Arochena). Сојовите Leuconostoc исто така биле застапени во двете сирења на 

различни нивоа (7,8% во Quesailla Arochena и 0,002% во Torta Arochena), а ентерококите 

биле застапени со 6,7% во Quesailla Arochena и 20,01% во Torta Arochena (Мартин-

Платеро и сор. - Martín-Platero et al., 2009). Во друга студија од 232 изолати од 

занаетчиско козјо сирење од сурово млеко 35% припаѓале на родот Lactococcus, 27,5% 

на Leuconostoc, 17,5% Lacticaseibacillus, 15% Enterococcus, и по 2,5% на родовите 

Loigolactobacillus и Lactobacillus (Нунез Силва и сор. - Nunes Silva et al., 2023). 

Разликите во доминантните LAB може да се припишат на неколку фактори како што се 

различните раси на кози, хигиенската процедура на молзење и периодот на земање 

примероци (Макете и сор. - Makete et al., 2017; Делавене и сор. - Delavenne et al., 2011). 

Сирењата од сурово млеко поради разновидната микробиота зрееат побрзо и развиваат 

поинтензивен вкус од пастеризираните или микрофилтрираните млечни сирења 

(Бахман и сор. - Bachmann et al., 2011; Мрконњич Фука и сор. - Mrkonjić Fuka et al., 

2013). Од друга страна, термичкиот третман на млекото го намалува бројот на 

одржливи микроорганизми и придружните ензими, како и некои млечни протеази и 

липази, спречувајќи формирање на соодветен вкус во пастеризираните млечни сирења 

(Џо и сор. - Jo et al., 2018; Томасино и сор. - Tomasino et al., 2018).  

Околината за преработка на сирење може да биде потенцијален извор на NSLAB, 

особено во случај на мезофилни бактерии, кои можат да преживеат во околината за 

обработка и на самата опрема, дури и по чистење и дезинфекција, поради нивната 

способност да формираат биофилмови (Блаја и сор. – Blaya et al. 2018). 

Податоците за микробната разновидност на суровото козјо млеко и белото 

саламурено козјо сирење се важни за зачувување на традиционалните методи на 

производство и локалното културно наследство, а истовремено овозможува 

разликување на продуктите на пазарот и промоција на регионалната специфичност. 

3. Методи и материјали  

Пилот истражувањетото е спроведено во неколку фази со цел да се соберат 

податоци кои ќе бидат користени за поставување на хипотези и развој на конечен 

експериментален проток за изведување на главното истражување во рамките на 

докторската теза. Сирењето е произведено во традиционални услови без топлотен 

третман на козјото млеко и без додавање на стартер култури, во мала фарма во село 

Селце, Тетово, Република Северна Македонија (Мифтари & Николовска Неделкоска - 

Miftari & Nikolovska Nedelkoska, 2024). 

3.1. Изолација и карактеризација на млечнокисели бактерии 

Од секој примерок (сурово млеко, козјо сирење, саламура, алатки и простории на 

производвство), колониите развиени на М17 агар и MRS агар беа случајно избрани и 

последователно субкултурирани до постигнување чистота на културата под истите 

услови. Добиените бактериски изолати беа складирани на -80 °C во 1:1 стерилна 

мешавина од M17 бујон и MRS бујон соодветно, и глицерол (50% во вода) за 

долгорочно складирање. 

Криопрезервираните бактерии беа субкултурирани двапати и беа подложени на 

екстракција на ДНК според Осимани и сор. - Osimani et al. (2015). ДНК беше подложена 
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на PCR во Mastercycler X50a Thermocycler (Епендорф, Хамбург, Германија) користејќи 

ги универзалните прокариотски прајмери 27f и 1495r, како што е опишано од Осимани 

и сор. - Osimani et al. (2015). Ампликоните потоа беа испратени во Genewiz (Лајпциг, 

Германија) за прочистување и секвенционирање. Добиените секвенци беа споредени со 

16S rRNA секвенци на типови соеви од базата на ДНК на GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) преку основната алатка за пребарување и локално 

порамнување (BLAST). 

3.2. Детекција на ген hdCa  

Изолатите беа тестирани за присуство на генот на хистидин декарбоксилаза 

(hdcA) преку qPCR изведена со помош на машина CFX Connect Real-Time System 

(BioRad, Hercules, CA, USA), следејќи ги условите за циклус и прајмерите претходно 

опишани од Белегиа и сор. - Belleggia et al., (2021) за засилување на фрагмент од 174 bp 

од генот hdcA (Фернандез и сор. – Fernández et al. 2006). Позитивниот вид Lactobacillus 

parabuchneri DSM 5987 беше искористен за креирање на стандардната крива. 

Резултатите беа изразени како присуство (+) или отсуство (-) на целниот ген во 

примероците на бактериска ДНК. 

3.3. Ензимска активност 

Ензимските активности на млечнокиселите бактерии беа евалуирани со агарски 

анализи според Линарес-Моралес и сор. - Linares-Morales et al. (2020) со некои 

модификации. Пред тестот, изолатите беа извадени од замрзнатите складирани 

суспензии и субкултурирани двапати на истиот медиум што се користеше за 

изолацијата. За секој изолат, 5 μL од културата беа додавани во три примероци на 

следните медиуми: (i) агар со обезмастено млеко  (пептон 0,5%, екстракт од слад 0,3%, 

екстракт од квасец 0,3%, гликоза 1%, натриум хлорид 0,5%, агар 0,2%, обезмастено 

млеко 2%) за евалуација на активноста на протеазата; (ii) трибутирин агар (пептон 

0,5%, екстракт од квасец 0,3%, агар 2%, трибутирин 1%) за активност на липаза. 

Диференцирањето на зона - ореол (анг. halo) околу инокулумот по инкубација на 

30 ºC во текот на 48 часа укажува на позитивен резултат, со нивоа на интензитет 

означени како + (1 mm), ++ (1-2 mm) и +++ (>2 mm). 

4. Резултати и дискусија  

Идентификацијата на млечнокиселите бактерии во сурово козјо млеко, козјо 

сирење и од примероци од алатките за производство на сирење е претставена во табела 

1. 

Род (бр. на изолати) Алатки Mлеко Саламура Сирење 

Enterococcus (46) 5 6 1 34 

Lactococcus (6) / 1 4 1 

Levilactobacillus (1) / / / 1 

Lactiplantibacillus (2) / / / 2 

Streptococcus (9) / / 2 7 

Companilactobacillus (1) / / / 1 

Lacticaseibacillus (2) / / 2 / 

Табела 1: Идентификација на млечнокисели бактерии 

Од вкупно 67 изолати во примероците, 68,65% се идентификувани како 

Enterococcus, 13,43% Streptococcus, 8,95% Lactococcus, 2,98% Lactiplantibacillus, 
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2,98%  Lacticaseibacillus, 1,49% Levilactobacillus и 1,49%  Companilactobacillus. 

Во ова истражување беше утврден диверзитет на млечнокисели бактерии во 

сирењето, при што доминантен идентификуван род беше Enterococcus, проследен со 

претставници од родот Streptococcus. Enterococcus, исто така, беше доминантен род во 

суровото козјо млеко и примероците од алатки.  

Слични резултати се пријавени во студиjата на Перин & Неро - Perin & Nero 

(2014), каде доминантни LAB биле Enterococcus и Lactococcus во примероци од сурово 

козјо млеко собрано од 11 различни фарми во Бразил. Во друга студија во аргентинско 

козјо млеко и козјо сирење биле идентификувани родовите Lactobacillus, Enterococcus 

и Pediococcus (Медина и сор. - Medina et al., 2011). Во студијата на Черигене и сор. - 

Cheriguene et al. (2006) биле изолирани 120 соеви на млечнокисели бактерии во сурово 

млеко од Западен Алжир, од изолатите 37,33%  биле класифицирани како Lactobacillus; 

34,66% како Enterococcus; 25,33% Lactococcus и 2,66% како Streptococcus thermophilus. 

Во студијата на Писано и сор - Pisano et al. (2019) во примероците од сурово млеко 

собрани во северна Сардинија од 289 изолати 29,41% припаѓале на родот Lactococcus, 

32,52% биле идентификувани како Lactobacillus, 23,53% Enterococcus, 8,30% 

Pediococcus, 4,84% Leuconostoc и 7% Streptococcus. 

Во  студијата на Нунез Силва и сор. - Nunes Silva et al. (2023) од 232 изолати од 

занаетчиско козјо сирење од сурово млеко 35% припаѓале на родот Lactococcus, 27,5% 

на Leuconostoc, 17,5% Lacticaseibacillus, 15% Enterococcus, и по 2,5% на родовите 

Loigolactobacillus и Lactobacillus. Lc. lactis бил најзастапен вид во две шпански 

традиционални сирења од козјо млеко (41,9% во Quesailla Arochena - тврдо сирење и 

26,4% во Torta Arochena - меко сирење), проследено со различни видови Lactobacillus 

како Lb. paracasei и Lb. plantarum (38,2% во Quesailla Arochena и 14,6% во Torta 

Arochena). Сојовите Leuconostoc исто така биле застапени во двете сирења (7,8% во 

Quesailla Arochena и 0,002% во Torta Arochena), а ентерококите биле застапени со 6,7% 

во Quesailla Arochena и 20,01% во Torta Arochena (Мартин-Платеро и сор. - Martín-

Platero et al., 2009). Во примероци на сирење од термички обработено козјо млеко 

произведени во Србија мнозинството (87,3%) од анализираните изолати (55 изолати) 

припаѓале на родот Lactobacillus, 9,1% на Lactococcus и 3,6% биле Enterococcus 

(Николиќ и сор. - Nikolic et al., 2008). Грујовиќ и сор. – Grujović et al. (2024) во 

традиционално српско козјо сирење ги идентификуваa следните микроорганизми: 

Enterococcus faecalis (49 изолати), Enterococcus faecium (13 изолати), Enterococcus hirae 

(9 изолати), Lactococcus lactis subsp. lactis (89 изолати), Lacticaseibacillus paracasei (46 

изолати) и Lactiplantibacillus plantarum (32 изолати). 

 Ентерококите се широко распространети во бели саламурирани сирења, бидејќи 

тие се група на LAB отпорна на сол (Елкенани и сор. - Elkenany et al., 2018) и тие се 

исто така добро прилагодени на целиот процес на производство на сирење (Едалатиан 

и сор. - Edalatian et al., 2012). E. faecalis и E. faecium се приближно подеднакво застапени 

во бели саламурени сирења, проследено со E. durans (Бегович и сор. - Begovic et al., 

2011; Јокович и сор. – Jokovic et al., 2011; Николиќ и сор. - Nikolic et al., 2008; Терзич-

Видојевич и сор. - Terzic-Vidojevic et al., 2007). Ентерококите може да бидат присутни 

во голем број во млечните производи (до 108 CFU g−1) (Гирафа - Giraffa, 2002). Тие се 

меѓу најчестите млечнокисели бактерии во суровото млеко (Гао и сор. – Gao et al., 

2018), до кое „пристапуваат“ од средината, изворите на вода, опремата за молзење, 

животните и луѓето (Гирафа - Giraffa, 2002; Гарг & Митал - Garg & Mital, 1991; 

Гелсомино и сор. - Gelsomino et al., 2002; Кагли и сор. - Kagkli et al., 2007). И покрај 

присуството на ентерококи во цревната микробиота на луѓето и животните кои се 

одгледуваат за производсвто на млеко, овие микроорганизми често се разгледуваат од 

аспект на фекална контаминација во синџирот на производство на млечни производи 

(Дапкевициус и сор. – Dapkevicius et al., 2021). Во студијата на Кагли и сор. - Kagkli et 
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al. (2007) само еден Enterococcus (сој на E. casseliflavus) од вкупно 76 наводни 

ентерококни изолати (1,31%) од фецесот на говеда имал слични модели на PFGE (Гел 

електрофореза со пулсивно поле) како ентерококите изолирани од млекото Наместо 

тоа, опремата за молзење се смета за нивен главен извор на сурово млеко. (Кагли и сор. 

- Kagkli et al., 2007). Студијата на Гелсомино и сор. –Gelsomino et al. (2002) покажа дека 

машината за молзење и резервоарот (контејнерот) на млеко се важни извори на 

ентерококи за млеко и млечни производи. Во нашето истражување во примероците 

земени од алатките за производство на сирење се пронајдени само LAB од родот 

Enterococcus, што се смета дека довело до високо ниво на овие млечнокиселински 

бактерии во млекото и сирењето.  

Потеклото и квалитетот на млекото, условите на животната средина како 

добиточната храна (трева, сено итн.), годишните времиња, надморската височина на 

пасиштата и процесот на производство на млечни производи и хигиенските услови за 

време на манипулацијата со млекото имаат значително влијание врз присуството на 

микробната популација на овие производи (Гобети и сор. - Gobbetti et al, 2015; Сизен и 

сор. - Siezen et al., 2010; Тилока и сор. - Tilocca et al., 2020), што може да ги објасни 

разликите во горенаведените истражувања.  

Во оваа студија, генот hdcA беше откриен само во еден изолат (примерок од 

сирење) идентификуван како Companilactobacillus alimentarius. Кластерот на гените, 

вклучувајќи го генот hdcA, ја кодира активноста на хистидин декарбоксилазата, 

одговорна за производството на хистамин (Диаз и сор. - Diaz et al., 2016). Хистаминот 

претставува опасност за храната која е предизвикувачки агенс на широк спектар на 

болести кои се пренесуваат преку храна, вклучувајќи главоболка, пореметувања на 

крвниот притисок и дијареа (Ладеро и сор. – Ladero et al., 2010). Според ЕФСА - EFSA 

(2011) по рибата, сирењето е храна која најчесто се поврзува со труење со хистамин. 

Пријавените епидемии вклучуваат сирења направени од сурово, како и од 

пастеризирано млеко (Молер и сор. - Møller et al., 2020). Сепак, содржината на 

хистамин во млечните производи не е предмет на никаква регулатива од страна на 

Европската Унија (Мониенте и сор. - Moniente et al., 2021). Откривањето на 

млечнокисели бактерии кои произведуваат хистамин претставува превентивна 

стратегија за избегнување на нивната употреба како стартер или помошни култури, со 

што се штити здравјето на потрошувачите (Ди Рензо и сор. - Di Renzo et al., 2023; 

Осимани и сор. - Osimani et al., 2023). Соеви на Companilactobacillus alimentarius кои 

произведуваат хистамин веќе се откриени од страна на Табанели и сор. - Tabanelli et al. 

(2024) во Шпански спонтано ферментирани колбаси. Во сирење се пронајдени соеви 

кои произведуваат хистамин кои припаѓаат на видот Lentilactobacillus buchneri, Lent. 

parabuchneri, Lacticaseibacillus casei, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus 

helveticus и Latilactobacillus curvatus (Мониенте и сор. - Moniente et al., 2021). 

Во табела 2 се претставени резултатите за ензимска активност (липаза и протеаза) 

на изолатите од сите примероци. Сите изолати (67) покажаа силна позитивна реакција 

на активноста на протеазата, главно припаѓајќи на видовите ентерококи и стрептококи 

со повисока активност на протеза. Протеолитичкиот систем на млечнокиселите 

бактерии се состои од три главни компоненти: (i) протеиназа на клеточниот ѕид, која 

ги хидролизира екстрацелуларните казеини; (ii) транспортери на пептиди, одговорни 

за носење олигопептиди во клетката; и (iii) интрацелуларни пептидази, кои ги 

разградуваат пептидите на пократки пептиди и аминокиселини (Лиу и сор. - Liu et al., 

2010). Овие механизми се од суштинско значење за опстанокот и размножувањето на 

клетките за време на ферментацијата бидејќи овозможуваат снабдување со 

аминокиселини неопходни за раст на бактериите (Савијоки и сор. - Savijoki et al., 2006; 

Гарциа-Кано и сор. - García-Cano et al., 2019). 
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LAB (бр. на изолати) 

Активност на 

липаза* (бр. на 

изолати) 

Активност на 

протеза* (бр. на 

изолати) 

Enterococcus (46) 

-  

+  

++  

+++ 

(5) 

(21) 

(17) 

(3) 

+ 

++ 

(26) 

(20) 

Lactococcus (6) 
+ 

++ 

(4) 

(2) 

+ 

++ 

(4) 

(2) 

Levilactobacillus (1) +++  +  

Lactiplantibacillus (2) 
- 

++ 

(1) 

(1) 
+ (2) 

Streptococcus (9) 
+ 

+++ 

(8) 

(1) 

+ 

++ 

(3) 

(6) 

Companilactobacillus (1) +  +  

Lacticaseibacillus (2) ++  +  
*+, позитивен (1 mm); ++, позитивен (1-2 mm); +++, позитивен (>2 mm). 

Табела 2: Ензимска активност на изолатите 

Во производството на сирење, се смета дека протеолизата на казеинот игра 

клучна улога, бидејќи аминокиселините што произлегуваат од протеолизата се 

главните прекурсори на специфичните соединенија за вкус, како што се различни 

алкохоли, алдехиди, киселини, естри и сулфурни соединенија (Смит и сор. - Smit et al., 

2005). Покрај тоа, протеолитичката активност на млечнокиселите бактерии може да 

обезбеди потенцијални здравствени придобивки за потрошувачите, вклучително и 

подобрена сварливост, подобрено здравје на цревата (антимикробна активност) и 

ослободување на биоактивни пептиди (Савијоки и сор. - Savijoki et al., 2006; Гарциа-

Кано и сор. - García-Cano et al., 2019). Општо земено, млечнокиселите бактерии се слабо 

протеолитички во споредба со другите микробни групи кои се наоѓаат во микробиотата 

на млечните производи (МкСвинеу & Соуза - McSweeney & Sousa, 2000). Сепак, ова 

својство може да варира во зависност од видот, подвидот, па дури и специфичниот сој 

(Киелзек и сор. - Kieliszek et al., 2021). Меѓу лактококите, L. cremoris обично покажува 

повисока протеолитичка активност во споредба со L. lactis (Киелзек и сор. - Kieliszek et 

al., 2021). Покрај тоа, протеолитичката активност на Enterococcus spp. е добро 

документирана во литературата (Линарес-Моралес и сор. - Linares-Morales et al., 2020; 

Саиди и сор. - Saidi et al., 2020). Во сирењето Batzos (сирење од сурово козјо млеко), E. 

durans и E. faecium покажаа екстрацелуларна протеолитичка активност (Псони и сор. - 

Psoni et al., 2006). Нивната способност да ги разградуваат казеините и да формираат 

прекурсори на ароматични соединенија и да ги инхибираат несаканите 

микроорганизми може да придонесат за квалитетот на сирењата со зреење (Литополоу-

Тзанетаки и сор. - Litopoulou-Tzanetaki et al., 1993; Сарантинополос и сор. - 

Sarantinopoulos et al., 2002a; Сарантинополос и сор. - Sarantinopoulos et al., 2002b). 

Многу изолати покажаа активност на липаза, главно припаѓајќи на групата 

ентерококи. Липазите се ензими кои ја катализираат хидролизата на триглицеридите до 

глицерол и слободни масни киселини преку интерфејсот масло-вода (Медина и сор. - 

Medina et al., 2004; Треихел и сор. - Treichel et al., 2010). Ензимската хидролиза 

(липолиза) на триацилглицериди (триглицериди) до слободни масни киселини (FFAs- 

Free Fatty Acids) и глицерол, моно- или диглицериди се смета за суштинска за развојот 

на вкусот на сирењето (Колинс и сор. - Collins et al., 2003; МкСвинеу & Соуза - 

McSweeney & Sousa, 2000). Познато е дека млечнокиселите бактерии се слабо 
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липолитички во споредба со другите микробни групи (на пр. Pseudomonas, Bacillus и 

Achromobacter) (Медина и сор. - Medina et al., 2004). Всушност, липолитичката 

активност на Lactococcus spp. изолирани од млечни производи ретко се пријавени 

(Никосиа и сор. - Nicosia et al., 2023; Јерликаја - Yerlikaya, 2019; Катз и сор. - Katz et al., 

2002).  Наместо тоа, има повеќе докази за липолитичката активност на Enterococcus spp. 

(Псомас и сор . - Psomas et al., 2023; Моранди и сор. - Morandi et al., 2006; Грахам и сор. 

- Graham et al., 2020), иако податоците често се контрадикторни (Graham et al., 2020). 

Контрадикторните податоци во врска со липолитичките активности на ентерококите се 

рефлектираат во наодите на Дурлу-Озкаја и сор. - Durlu-Ozkaya et al. (2001) кои 

заклучил дека ентерококите покажуваат изразена липолитичка активност, и Вилани & 

Копола - Villani & Coppola (1994), кои пријавиле дека ентерококите покажуваат ниска 

липолитичка активност. Затоа, липолитичката активност меѓу ентерококите се чини 

дека е специфична за сојот и/или регионот (Грахам и сор. - Graham et al., 2020). 

5. Заклучок  

Козјото млеко содржи богата и сложена микробиота, вклучувајќи млечнокисели 

бактерии кои се главно одговорни за природната ферментација на млечните 

производи, вклучувајќи го и традиционалното бело саламурено козјо сирење, кое се 

произведува без термички третман на млекото и без додавање стартер култури. 

Автохтоната микрофлора од суровото млеко, како и микроорганизмите што 

потекнуваат од изложеноста на животната средина за време на производството на 

сирењето, исто така, играат важна улога во процесот на ферментација, биохемиските 

својства и конечниот развој на сирењето. 

Во ова истражување беше утврден диверзитет на млечнокисели бактерии во 

сирењето, при што доминантен идентификуван род беше Enterococcus, проследен со 

претставници од родот Streptococcus. Enterococcus исто така беше доминантен род во 

суровото козјо млеко и примероците од алатките. Ова укажува на големо влијание на 

ентерококите во процесот на правење сирење, особено кај белите саламурени 

традиционални сирења, благодарение на нивната отпорност на сол. Резултатите исто 

така сугерираат дека алатките за правење сирење се значајни извори на овие бактерии. 

Генот hdcA беше детектиран само кај видот C. alimentarius во примерок од сирење, 

што ја потврдува загриженоста во врска со присуството на бактерии кои можат да 

произведуваат хистамин, како потенцијален ризик за здравјето на потрошувачите. 

Млечнокиселите бактерии, особено ентерококите и стрептококите, покажуваат 

значителна активност на протеаза, што е од клучно значење за процесите на 

ферментација и производството на сирење. Протеолизата на казеин не само што ја 

подобрува сварливоста на млечните производи, туку може да придонесе и за развој на 

специфични соединенија кои влијаат на вкусот на сирењата. Исто така, 

протеолитичката активност на овие бактерии може да обезбеди здравствени 

придобивки, како што се подобрување на здравјето на цревата и ослободување на 

биоактивни пептиди. Овие наоди укажуваат на важноста на изборот на соеви со висока 

протеолитичка активност за производство на квалитетни млечни производи. 

Ентерококите покажуваат значителна липолитичка активност, која е важна за развојот 

на вкусот на сирењето преку хидролиза на триглицериди во слободни масни киселини 

и глицерол. Иако, млечнокиселите бактерии генерално се помалку липолитични 

активни од другите микроорганизми ентерококите се меѓу оние кои најчесто ја 

покажуваат оваа активност. Сепак, врз основа на резултатите, потребни се 

дополнителни истражувања за да се разјасни влијанието на липолитичката активност 

на изолатите врз квалитетот на анализираните млечни производи. 
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