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ABSTRACT

Cheese microflora consists of starter, secondary and advetious microorganisms.
Adventious microflora mostly are heterofermentative lactobacilli that originate from
raw milk and factory environment. This flora opposite to starter cultures increase during
ripening reaching 10° cfu g, and contribute to the formation of typical desirable or
atypical flavour and texture of product. The aim of the paper was to establish diversity
and changes in dynamic of Lactobacillus ssp. during ripening of Krievijas cheese. Three
different Krievijas cheeses were chosen for further analysis. Strain identification and
counting of colony forming units were made for unripened sample right away after
salting, then after 15, 30, 45, and 60 days samples ripened at 6 °C and 12 °C. Serial
dilutions of each cheese sample (1:10 000, 1:100 000, and 1 000 000) in saline were
made. Lactobacillus was cultivated using MRS media. Strain identification was
performed by the API 50 CHL system (BioMerieux, Marey 1’Etoile, France). Analysis
were accomplished for unripened sample then after 15, 30, 45 and 60 days of ripening.
Isolates were grouped by gram reaction by the 3% KOH method and catalase reaction
by H,O, method. Obtained results shown that all isolated Lactobacillus were Gram
positive, catalase negative. Diversity of Lactobacillus indicated prevalence of
Lactobacillus curvatus in Krievijas cheese. Moreover Lactobacillus plantarum 1,
L.delbrueckii ssp. lactis 1, L. acidophilus 3, Leuconostoc lactis were isolated from
Krievijas cheese samples. Lactobacillus plantarum 1 was isolated only from samples
ripened at 12°C. Concentration of colony forming units after 60 days of ripening is
higher in cheese ripened at 6°C.

KEY WORDS: cheese, API, Lactobacillus spp., ripening condition.

IEVADS

Sieru mikroflora ir loti daudzveidiga, tas sastava ietilpst pienskabes bakteriju
ieraugi, sekundara un netipiskd mikroflora. Ieraugu un sekundaro mikrofloru pievieno
pienam, lai attiecigajai siera Skirnei nodroSinatu garSas, smarzas un konsistences
ipasibas. Savukart netipiska mikroflora nonak produkta ar izejvielu un talak jebkura
parstrades procesa, sieram saskaroties ar gaisu, tehnologiskajam iekartam, salijjumu,
u.c., bitiski ietekméjot ta kvalitati. Siera mikrofloras raksturigakie parstavji apkopoti
1.tabula.
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1.tabula/Table 1

Siera mikrofloras raksturigakie parstavji
Typical representatives of cheese microflora (Stiles, Holzapfel, 1997)

lerauga mikroflora

Sekundara mikroflora

Netipiska mikroflora

Lactococcus lactis
Lactococcus cremoris
Leuconostoc spp.
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus delbrueckii
Streptococcus thermophilus

Propionibacterium
shermanii
Brevibacterium linens
Penicillium camamberti
Pencillium roqueforti
Candida valida
Geotrichum candidum

Lactobacillus casei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus reuteri

Pediococcus spp.

Mikrofloras daudzveidiba un attistibas intensitate sieros ir atkariga no udens
aktivitates (ayw), sals satura, pH, nogatavinaSanas temperatiras, red-oks potenciala un
nitratu/nitritu satura. lerauga mikrofloras dzivotsp&ju sieros nosaka laktozes saturs, lidz
ar tas parraudz€Sanu samazinas ierauga sastava esoSo Lactococcus spp. un Leuconostoc
spp., Lactobacillus spp., u.c. pienskabes baktériju dzivotsp&ja un paatrinas S$anu
atmir$anas process. Sieru mikroflora domingjosas kluist netipiskas pienskabes bakterijas.
Netipisko pienskabes baktériju koncentracija no 102 KVV g™ nogatavinasanas sakuma
sasniedz 10%° KVV g paris nedelu laika (Fox et al., 1998).

Lai gan netipiskas pienskabes baktérijas ir homofermentativas, fakultativi
heterofermentativas un obligati heterofermentativas, domingjosie netipisko pienskabes
baktériju parstavji sieros pieder pie fakultativi heterofermentativajiem. Tie laktozi
parraudzeé glikolitiska cela, bet glikonskabi utilizé fruktozes 6-fosfoketolazes cela.
Visbiezak no sieriem izole L.casei, L.paracasei, L.plantarum, L.rhamnosus un
L.curvatus (Coppola et al., 1997, Fitzsimons et al., 1999). Sugu parstavnieciba mainas
nogatavinaSanas laika. Jaunos sieros dominé L.paracasei, L.plantarum un L.brevis, bet
nogatavinatos L.paracasei, u.c.

Analiz€jot mazumtirdznieciba iegadajamos Latvijas uznémumos razotos Krievijas
sierus, tajos noteikts L.curvatus vai L.curvatus un L.plantarum, vai L.curvatus un
L.acidophilus asociacijas (Mikelsone, Ciprovi¢a, 2009). Katram sieram ir sava
raksturiga mikroflora, pat vienas Skirnes dazadu razotaju sieriem mikrofloras sastavs
varbiit atSkirigs.

Zinatniskaja literatiira diskusijas par mezofilo pienskabes bakteriju, pie kuram pieder
gan ierauga, gan netipiskas, augSanas dinamiku un sasaisti ar laktozes saturu siera tiek
nepartraukti turpinatas. Ka minéts ieprieks, nogatavinasanas sakuma (Iidz 15. dienai)
laktozi pilniba parraudzé ierauga mikroflora (Turner, Thomas, 1980). Samazinoties
laktozes saturam, ierauga mikroorganismi pamazam atmirst, taja pat laika mezofilie
netipisko pienskabes baktériju parstavji turpina vairoties. Tas nozimé, ka siera ir citi So
mikroorganismu augsanai pieejamie substrati. Netipisko pienskabes baktériju energijas
avoti ir no glikomakropeptidiem atvasinati cukuri un tauku lodiSu apvalkos esoSie
glikoproteini (Fox et al., 1998; Williams et al., 2000). Ari riboze, kas atbrivojas ierauga
Sinu atmirSanas rezultata, ir jauzskata par netipiskas mikrofloras energijas avotu
(Thomas, 1987; Rapposch et al., 1999). Citi autori (Lane et al., 1997) uzskata, ka Stnu
lizats nav galvenais netipiskas mikrofloras baribas avots un ir apstiprinajumi, ka ta
nemaz nav spéjiga utilizét ribozi. Pie citiem siera esoSajiem netipisko pienskabes
bakteriju augSanas substratiem tiek minéti citrati un arginins. Ve&rojot daudzveidigo
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netipisko pienskabes baktériju parstavniecibu sieros, to augSanai piemérotos apstaklus
un baribas vielu pieejamibu, jautajums par to lomu sieru kvalitates veidoSana aktuals ir
katram sieru razotajam. Tap&c vienigais veids ka nodroS$inat sieru kvalitati, ir apzinat
sieru mikrofloras raksturigakos parstavjus, to mainibu nogatavinasanas laika un analiz&t
proteolizes, lipolizes un glikolizes produktus, saistot ar sieru sensorajam ipasibam. Lidz
ar to pétnieciskd darba merkis bija noskaidrot Krievijas siera mikrofloras mainibu
nogatavinasanas laika.

MATERIALS UN METODE
Peétijumiem izveleti Latvija raZotie Krievijas siera paraugi ar 2.tabula dotajiem
kvalitates raditajiem.

2.tabula/Table 2
Analizeto sieru kvalitates raditaji
Quality parameters of analysed cheese

Tauku saturs | Udens saturs, _ E.coli, KVV ¢
. - Sals saturs, % 1
Siers sausna, % % Salt content
Cheese Fat in dry Moisture % | Ecoli,CFU g™
matter, % content, % 0 i
Krievijas sters 1 /1 g, 3 40-44 1.0-1.6
Krievijas cheese |
Krievijas siers 11 / m<100
Krievijas cheese | 50+2 <43 <1.8 M<1000 KVV
1 g™
Krievijas siers Ill n=5, c=2
/ Krievijas cheese | 50+3 40-44 1.0-1.6
[H1**

*- Eiropas Padomes un Parlamenta Regula 2073/2005
**- jerauga sastavs papildinats ar pienskabes baktériju sugam (Lactococcus lactis subsp.lactis,
Lactococcus lactis subsp.cremoris), kuram ir lieldka lipolitiskda un proteolitiska aktivitate

Krievijas siers gatavots atbilsto$i uznémumu normativi-tehniskaja dokumentacija
noteiktajam prasibam. P&tjjumiem izmantoti 3 nenogatavinata siera paraugi. Siera
paraugi laboratorija nogadati taja paSa diena, kad izpemti no salijjuma un apzavéti.
Sapemtie paraugi analiz€ti uzreiz un talak parvietoti nogatavinaSanai, iepakojot
poliméra materiala plévé. Siers nogatavinats LLU Partikas tehnologijas katedras
laboratorijas, izvéloties 2 nogatavinasanas rezimus 6°C un 12°C temperatiira un 75-85%
relativaja mitruma. NogatavinaSanas temperatiiras izvél&tas, pamatojoties uz normativi-
tehniskaja dokumentacija noteiktajiem parametriem, ka ari, lai modelétu iesp&jamas
mikrofloras sastava izmainas $aja laika.

Paraugi analizeti nogatavinaSanas sakuma un talak ik péc 15 dienam 60 dienu laika.
Sieri nogatavinati 60 dienas, atbilsto$i Krievijas sieru nogatavinasanas reZimu un
ilguma rekomendacijam. Pienskabes baktériju koloniju veidojoso vienibu skaits
noteikts, lietojot MRS barotni. Sagatavotie paraugi, $adas atSkaidijuma pakapes 1:10
000, 1: 100 000, 1:1 000 000, inkubéti 37°C 48 h. Izaugusas kolonijas mikroskopgtas, ar
merki izdalit tirkultiiras veidoSanai raksturigakos parstavjus. Tirkultliras pavairoSana
veikta 37°C 48 h.

Lidzas veiktajiem izmeklgjumiem, veikts krasojums péc Grama, lietojot Gregersena
metodi, un katalazes tests ar 5% H50,.
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Lactobacillus gints sugu identifikacija veikta, lietojot API 50 CHL testu (Bio
Merieux, Mareyl’Etoile, Francija), pamatojoties uz ferment€jamo substratu krasu
reakcijam un to profilu analizi. Sugas noteiksanai lietota APl LAB plus version 4.0 (Bio
Merieux) programma. Visas analizes veiktas 3 atkartojumos katrai atSkaidijumu serijai.

REZULTATI UN DISKUSIJA

Krievijas siera razoSana tiek lietots mezofilo pienskabes baktériju ieraugs
(Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Lactococcus diacetylactis, Leuconostoc
cremoris). Pamatojoties uz siera razoSanas Ipatnibam, pievienojot vairak ierauga,
intensificgjot pienskabo rigSanu siera graudu apstrades laika un paildzinot sieru
izturéSanu starp preséSanu un saliSanu, laktoze tiek parraudzeéta 2-3 nogatavinasanas
dienu laika. Nogatavinasanas sakuma strauji sartik ierauga pienskabes baktériju
koncentracija, atbrivojot celu netipisko pienskabes baktériju vairo$anai. Netipisko
pienskabes bakteriju kvantitate, augSanas atrums un sugu daudzveidiba ir atkariga gan
no piena mikrofloras, tehnologiska procesa reZimiem un nogatavinasanas apstakliem
siera razoSana. 3. un 4.tabula ir apkopotas no Krievijas sieriem izdalitas pienskabes
baktériju sugas.

3.tabula/Table 3
Krievijas siera paraugu mikrofloras analize, nogatavinot to 60C temperatiira
Microflora analysis of Krievijas cheese ripened at 60C

Nogatavinasanas
ilgums, dienas Krievijas siers | Krievijas siers 11 Krievijas siers 11l
Ripening time, | Krievijas cheese | Krievijas cheese 11 Krievijas cheese 111
days
Lactococcus lactis
Nenogatavinats / | ssp. lactis 1 Lactococcus lactis
Unripened Lactobacillus ssp. lactis 1 .
: Leuconostoc lactis
curvatus Lactococcus lactis :
- : Lactobacillus
Lactococcus lactis ssp. lactis 2 acidoohilus 3
15 dienas / ssp.lactis 2 Lactobacillus P
15 days Lactobacillus curvatus
curvatus
Lactobacillus
30 dienas / Lactobacillus delbrueck!! SSp.
30 days curvatus delbrueck_u
Lactobacillus
acidophilus 3
. Lactobacillus
Lactobacillus . .
. . delbrueckii ssp. lactis 1
45 dienas / curvatus Lactobacillus .
) Lactobacillus
45 days helveticus .
delbrueckii ssp.
bulgaricus
Lactobacillus
60 dienas / Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1
60 days curvatus Lactobacillus
acidophilus 3
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4.tabula/Table 4
Kfrievijas siera paraugu mikrofloras analize, nogatavinot to 120C temperatiira
Microflora analysis of Krievijas cheese ripened at 120C

Nogatavinasanas
ilgums, dienas Krievijas siers | Krievijas siers |1 Krievijas siers 111
Ripening time, Krievijas cheese | Krievijas cheese Il Krievijas cheese 11
days
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis ssp. lactis 1 :
. . . Leuconostoc lactis
Nenogatavinats / | ssp.lactis 1 Lactococcus lactis .
) . : Lactobacillus
Unripened Lactobacillus ssp. lactis 2 : :
! acidophilus 3
curvatus Lactobacillus
curvatus
15 dienas / Leuconostoc lactis
15 days Lactobacillus brevis
Leuconostoc lactis,
Lactobacillus Lactobacillus
30 dienas / plantarum 1 curvatus,
30 days . Lactobacillus
Ic_l?;:\fg?ua}scﬂlus delbrueckii ssp.
delbrueckii
45 dienas / Lactobacillus
45 days pIantarun_1 L Lactobacillus
Lactobacillus
. curvatus,
60 dienas / curvatus, L euconostoc lactis
60 days Lactobacillus
plantarum 1

Analiz€tajos paraugos ir novérota pienskabes bakteriju sugu mainiba, pieméram,
Krievijas sieros I un II lidz 30 dienam, nogatavinot tos 6°C temperatiird, un lidz 15
dienam, nogatavinot 12°C temperatiira. P& minéta nogatavinasanas laika sieros
doming&ja Lactobacillus curvatus un Lactobacillus plantarum 1. Tas sasaucas ar
Fitzsimons un lidzautoru (2001) un Williams un lidzautoru (2002) p&tijumu atzinam, ka
nogatavinaSanas laika nov@rojama netipisko pienskabes bakteriju sugu mainiba, bet
sieros nogatavinasanas beigas ir parstavéta tikai viena Lactobacillus gints suga.

AtSkiriga situacija vérojama Krievijas siera III analizé, nogatavinot paraugus 6°C.
Redzam, ka Leuconostoc lactis pamazam izkonkuré Lactobacillus acidophilus 3 un
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis 1. Sugu daudzveidibu $aja siera ir jaskaidro ar
izmainito ieraugu sastavu un ipaSibam, jo $1 produkta razoSana lietotajam ieraugam
sastavs ir papildinats ar pienskabes baktériju sugam, kuram ir lielaka proteolitiska un
lipolitiska aktivitate.

Ar1 12°C temperatiira nogatavinot Krievijas siera Il paraugus, var novérot, ka
Leuconostoc lactis saglaba savu dzivotsp&ju visu sieru nogatavinaSanas laiku, bet
konkurencé par pastavésanu Lactobacillus acidophilus 3, Lactobacillus brevis un
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii zaudé pozicijas, laujot nostiprinaties
Lactobacillus curvatus dominancei.

Sugu mainibu (3.4. tabula) un mikrofloras kvantitati raksturo pienskabes baktériju
koloniju veidojoSo vienibu skaita dati, kas apkopoti 1. un 2.attéla.
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1.attéls. Pienskabes baktériju koloniju veidojoSo baktériju skaita izmainu
dinamika, nogatavinot sierus 6°C temperatiira
Figure 1. The dynamic of colony forming units changes in cheese ripened at 6°C
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2.attels. Pienskabes bakteriju koloniju veidojoSo baktériju skaita izmainu
dinamika, nogatavinot sierus 12°C temperatiira
Figure 2. The dynamic of colony forming units changes in cheese ripened at 12°C

Nogatavinot Krievijas sieru 6°C temperatiira, Lactobacillus ssp. maksimalo
koloniju veidojoso vienibu skaitu sasniedza ap 45.dienu, iznemot Krievijas sieru Ill,
kura pienskabes baktériju maksimala koncentracija tiek sasniegta ap 30.dienu. 12°C
nogatavinataja Krievijas siera I un II Lactobacillus ssp. augstako skaitu sasniedz ap
30.nogatavinasanas dienu, bet Krievijas siera III pienskabes baktériju intensiva augSana
turpinajas lidz 45.dienai. Pienskabes baktériju koloniju veidojoSo vienibu skaita
izmainas paraugos parada, ka to pieaugums ir atkarigs no nogatavinasanas temperattras
(Folkertsma et al., 1996), ierauga sastava un ta pasibam.
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SECINAJUMI

1.

2.
3.

Analizétajos Krievijas sieru I, II un III paraugos nogatavinaSanas beigas ir
novérojama tendence dominét vienai no Lactobacillus gints sugam.

Sieru mikrofloras sastavs ir atkarigs no nogatavinasanas temperatiiras.

lerauga sastavs un pilnveidotas ta funkcijas sieru mikrofloras kvalitativo sastavu
batiski (p<0.05) ietekmét nespé;.
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