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1ZvVOD

U ovom radu uradena je karakterizacija 69 izolata bakterija mlecne
kiseline izolovanih iz domaceg sira sa planine Radan. Karakterizacija izolata je
obuhvatala ispitivanje aktivnosti izolata u mleku kao i sintezu diacetila,
egzopolisaharida i bakteriocina. Izolati iz roda Lactococcus najvise snizavaju
pH vrednost inokulisanog mleka, dok laktobacili najslabije rastu u mieku.
Sinteza diacetila je detektovana kod dva izolata koja pripadaju biovarijetetu
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, kod svih izolata iz roda
Enterococcus sa tipi¢nim fenotipskim karakteristikama 1 kod tri izolata iz roda
Lactobacillus. Svi izolati koji pripadaju vrsti Ln. mesenteroides (osim jednog
koji pripada podvrsti cremoris) poseduju sposobnost sinteze dekstrana prilikom
rasta na podlozi sa saharozom, dok nekoliko izolata iz roda Lactobacillus
pokazuju sposobnost sinteze egzopolisaharida. Bakteriocine sintetiSu samo dva
izolata koja pripadaju vrsti En. faecium.

uvoD

Bakterije mle¢ne kiseline (BMK) su heterogena grupa Gram pozitivnih
bakterija koje kao krajnji produkt metabolizma laktoze daju mle¢nu kiselinu.
Dugogodisnje koriS¢enje ovih bakterija kao i1 mnogobrojne interesantne
metaboliticke karakteristike doveli su do znacajnih 1 razliitih primena ovih
mikroorganizama u industriji. U cilju poboljSanja trajnosti 1 kvaliteta
fermentisane hrane u razli¢itim prehrambenim procesima koriste se razlicite
vrste BMK iz nekoliko rodova: Lactobacillus (mleko, meso, povrce, zitarice),
Lactococcus (mleko), Leuconostoc (mleko, povrée), Pediococcus (povrce,
meso), Oenococcus (vino), Enterococcus (mleko) i Streptococcus (mleko)
(Stiles and Holzapfel,. 1997). Zbog njihovog pozitivnog uticaja na zdravlje
ljudi neki sojevi ovih bakterija koriste se kao probiotici.

U savremenoj industrijskoj proizvodnji fermentisanth mlecnih
proizvoda koriste se starter kulture koje predstavljaju kombinaciju razliitih

115



sojeva BMK sa posebnim karakteristikama. Najznacajnija karakteristika ovih
bakterija je produkcija mle¢ne kiseline koja snizava pH supstrata i tako
sprecava razvoj patogenih mikroorganizama. Sa druge strane, prisustvo
proteinaza omogucava razlaganje proteina iz mleka $to uti¢e na krajnji kvalitet
proizvoda. Ostale karakteristike koje su bitne za upotrebu BMK u mlekarskoj
industriji, a koje zavise od primenjenog soja su sposobnost sinteze aromati¢nih
jedinjenja, egzopolisaharida i bakteriocina, kao i1 njihova probioticka svojstva
(Gilliand, 1985).

Cilj ovog rada bio je ispitivanje tehnoloskih svojstava razli¢itih sojeva
bakterija mlecne kiseline koji su izolovani iz autohtonog sira tokom perioda
zrenja radi moguce upotrebe sojeva u komercijalnoj proizvodnji fermentisanih
mle¢nih proizvoda.

MATERIJAL | METODE

Sojevi

Sojevi bakterija mle¢ne kiseline izolovani su tokom zrenja autohtonog
sira sa planine Radan. Svi sojevi su identifikovani fenotipskim i rep-PCR
metodama (Jokovi¢, 2004)
Ispitivanje aktivnosti izolata u mleku

Aktivnost izolata u mleku je odredivana promenom pH vrednosti
inokulisanog mleka, kao i mleka sa dodatkom 2% glukoze i 1% kvascevog
ekstrakta nakon 6 i 24 sata inkubacije na 30°C (za mezofilne sojeve), odnosno
na 37°C (za termofilne sojeve). Za inokulaciju je koris¢en 2% inokulum
bakterija koje su ve¢ tri puta sukcesivno presejavane u mleko.
Ispitivanje produkcije diacetila

Produkcija diacetila od strane izabranih izolata je ispitivana nakon 24
sata gajenja u mleku. Kvalitativno odredivanje diacetila je vrSeno dodavanjem
1ml 30% NaOH i 1-2 mg kreatina u cm?® zgrusanog mleka. Nakon 1-2 sata
oitani su rezultati pri ¢emu je pojava crvenog prstena oznacavala pozitivnu
reakciju.
Ispitivanje produkcije EPS-a

Produkcija egzopolisaharida detektovana je vizuelno (formiranje
sluzavih kolonija) nakon rasta izolata na rekonstruisanoj MRS podlozi sa
dodatkom glukoze, saharoze, laktoze i fruktoze na temperaturi od 30°C za
mezofilne i 37°C za termofilne izolate.
Antimikrobijalni eseji

Za detekciju sinteze antimikrobijalnih supstanci koris¢en je difuzioni
metod u bunarc¢i¢ima. Eksperiment je radjen tako $to su petri Solje sa ¢vrstim
MRS ili GM17 (Merck, Germany) podlogama prelivane sa 5 cm? soft (0,7%)
GM17 ili MRS agara, u kome je inokulisano oko 10° ¢elija indikatorskog
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soja/cm® medijuma. Za izolate iz rodova Lactococcus i Enterococcus koriséeni
su indikator sojevi Lc. lactis subsp. cremoris NS1 i Lc. lactis subsp. lactis
MN1-596 dok su za laktobacile i leukonostoke koris¢eni sojevi Lactobacillus
casei subsp. casei ATCC393 i Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
BGBUK2-16/K4. U soft agaru su pravljeni bunarcic¢i pre¢nika 5 mm u koje je
sipano 100 ul 16 sati stare kulture potencijalnog producenta bakteriocina.
Prisustvo antimikrobijalnih supstanci je detektovano na osnovu pojave svetle
zone oko bunarcica, kao posledice inhibicije rasta indikatorskog bakterijskog
soja. Za ispitivanje proteinske prirode antimikrobijalne supstance na samu ivicu
bunarci¢a dodavan je kristal pronaze E. Ako je zona inhibicije izostajala na
mestu gde je dodavana pronaza E potvrdeno je da je produkovana antimikrobna
supstanca proteinske prirode.

REZULTATI
Aktivnost izolata u mleku

Lactococcus sp.

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem aktivnosti izolata Koji
pripadaju podvrsti Lc.lactis ssp. lactis u mleku i u mleku oboga¢enom
glukozom i kvaséevim ekstraktom, u trajanju od 6 sati i 24 sata (Slika 1), svi
izolati se mogu svrstati u tri grupe.

Izolati prve grupe (BGGJ1-11, BGGJ1-12, BGGJ2-9, BGGJ2-13,
BGGJ2-17, BGGJ3-20 i BGGJ3-28) nakon 6 sati inkubacije na 30°C snizavaju
pH vrednost mleka na 5-5,5, a nakon 24 sata do pH 4.1. Najbolju aktivnost u
mleku u ovoj grupi pokazuje izolat BGGJ3-20 koji u prvih 6 sati inkubacije
snizava pH vrednost mleka do 5.

Druga grupa izolata (BGGJ3-15, BGGJ3-16 i BGGJ3-17 i BGGJ4-4)
pokazuje slabiju aktivnost u mleku u odnosu na prethodnu grupu. Nakon 24
sata inkubacije na 30°C prva tri izolata sniZzavaju pH inokulisanog mleka na 4,8,
dok izolat BGGJ4-4 snizava pH vrednost mleka ispod tacke zgruSavanja (4,6).

Tre¢u grupu izolata ¢ine BGGJ2-8 i BGGJ4-1 (Lc. lactis ssp. lactis
biovar. diacetylactis) koji pokazuju izrazito slabu aktivnost u mleku. Nakon 24
sata inkubacije obaraju pH vrednost mleka na 5,9 odnosno 6.

Svi laktokokalni izolati bolje rastu u mleku sa dodatkom glukoze i
kvascevog ekstrakta.
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Slika 1. Vrednosti pH mleka i mleka obogacenog glukozom i kvas¢evim ekstraktom nakon
inkubacije laktokokalnih izolata u trajanju od 6 sati (2) i 24 sata (b). k-kontrola, 1-BGGJ1-11, 2-
BGGJ1-12, 3-BGGJ2-8, 4-BGGJ2-9, 5-BGGJ2-13, 6-BGGJ2-17, 7-BGGJ3-15, 8-BGGJ3-16,
9-BGGJ3-17, 10-BGGJ3-20, 11-BGGJ3-28, 12-BGGJI4-1, 13-BGGJI4-4.
O - Mieko; B - Obogaceno mleko.

Leuconostoc sp.
Aktivnost izolata iz roda Leuconostoc u mleku i mleku obogacenom

glukozom 1 kvasS€evim ekstraktom pracena je takode preko promene pH
vrednosti mleka (Slika 2).
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Slika 2. Vrednosti pH mleka i mleka obogacenog glukozom i kvaséevim ekstraktom nakon
inkubacije izolata iz roda Leuconostoc u trajanju od 6 sati (a) i 24 sata (b). k-kontrola, 1-
BGGJ1-9, 2-BGGJ1-14, 3-BGGJ1-23, 4-BGGJ2-16, 5-BGGJ3-13, 6-BGGJ4-8, 7-BGGJ4-23,
8-BGGJ4-26, 9-BGGJ4-27, 10- BGGJ4-31

O- Mleko; - Obogaéeno mleko.

Najbolju aktivnost u mleku pokazuje izolat BGGJ4-27 (Ln.
mesenteroides subsp. cremoris) koji nakon 24 sata inkubacije snizava pH
vrednost inokulisanog mleka do 4.8. Svi ostali izolati pokazuju slabu aktivnost
u mleku koja je daleko iznad granice zgruSavanja mleka.

Dodatak glukoze i kvasc¢evog ekstrakta u mleko doprinosi povecanju
brzine koagulacije mleka u prvih 6 sati inkubacije, dok obogaceno mleko nakon
24 sata inkubacije zgruSava veci broj izolata.

Lactobacillus sp.

Svi izolati iz roda Lactobacillus pokazuju izrazito slabu aktivnost u
mleku 1 mleku sa dodatkom glukoze i kvas¢evog ekstrakta nakon 6 1 24 sata
inkubacije (Slika 3). Vecina izolata ne snizava pH vrednost mleka ispod 6 ¢ak
ni nakon 24 sata inkubacije. lzuzetak su izolati BGGJ2-21, BGGJ5-25 (Lb.
paracasei ssp. paracasei), BGGJ6-1 (Lb. plantarum) koji za 24 sata obaraju pH
vrednost mleka na 5,6 odnosno 5,4.
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Slika 3. Vrednosti pH mleka i mleka obogac¢enog glukozom i kvas¢evim ekstraktom nakon
inkubacije laktobacilusnih izolata u trajanju od 6 sati (a) i 24 sata (b). k-kontrola, 1-BGGJ2-21,
2-BGGJ4-3, 3-BGGJ5-6, 4-BGGJ5-22, 5-BGGJ5-25, 6-BGGJI5-28, 7-BGGJI5-30, 8-BGGJ5-
31,9-BGGJ6-1, 10-BGGJ6-8, 11-BGGJI6-10, 12-BGGJ6-11, 13- BGGJ6-16, 14-BGGJI6-31, 15-
BGGJ6-35, 16-BGGJ6-38, 17-BGGJ6-40, 18-BGGJI7-4, 19-BGGJ7-9,20-BGGJ7-16, 21-
BGGJ7-18, 22-BGGJ7-20, 23-BGGJ7-21, 24-BGGJ7-29.

O- Mleko; [ - Obogaéeno mleko.

Dodatak glukoze i kvas¢evog ekstrakta i u sluCaju laktobacila ima
stimulativni efekat na njihov rast. | pored toga nakon 24 sata inkubacije, samo
izolati BGGJ5-25 i BGGJ7-21 obaraju pH vrednost na oko 5 $to je nedovoljno
za formiranje grusa.

Enterococcus sp.

Aktivnost izolata iz roda Enterococcus pracena je u mleku i mleku sa
dodatkom glukoze i kvas¢evog ekstrakta nakon inkubacije ¢elija u trajanju od 6
i 24 sata inkubacije na temperaturi od 37°C (Slika 4).

Enterokoke pokazuju slabu aktivnost u mleku nakon 6 sati inkubacije.
Sa dodatakom glukoze 1 kvaS€evog ekstrakta znatno se poboljSava brzina
koagulacije mleka, tako da vecina izolata obara pH na vrednost koja je bliska
tacki zgruSavanja mleka.

Izolat BGGJ3-18 nakon inkubacije od 24 sata obara pH vrednost mleka
na 4.8, dok ostali izolati za isto vreme obaraju pH vrednost mleka na 5 do 5,2.
Dodatak glukoze 1 kvas¢evog ekstrakta pospeSuje rast svih enterokokalnih
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izolata tako da se pH vrednost mleka nakon 24 sata inkubacije kre¢e u intervalu
od 3,9 do 4,3.
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Slika 4. Vrednosti pH mleka i mleka obogacenog glukozom i kvascevim ekstraktom nakon
inkubacije enterokokalnih izolata u trajanju od 6 sati (a) i 24 sata (b). k-kontrola, 1-BGGJ1-3, 2-
BGGJ1-5, 3-BGGJ2-7, 4-BGGJ2-14, 5-BGGJ3-6, 6-BGGJI3-12, 7-BGGJ3-18, 8-BGGJ3-19, 9-
BGGJ3-30, 10-BGGJ3-37, 11-BGGJ4-2, 12-BGGJI4-15, 13-BGGJ5-2, 14-BGGJ5-3, 15-
BGGJ5-26, 16-BGGJ6-3, 17-BGGJ6-23, 18-BGGJI7-3, 19-BGGJI7-6.

O- Mieko; M- Obogaéeno mleko.

Sinteza diacetila

Sinteza diacetila je uocena kod izolata iz rodova Lactococcus,
Lactobacillus i Enterococcus (Tabelal). Dva izolata iz roda Lactococcus koja
pripadaju varijetetu Lc. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (BGGJ2-8 i
BGGJ4-1) produkuju diacetil. Svi izolati iz roda Enterococcus koji imaju
tipicne fenotipske karakteristike ovog roda produkuju diacetil za razliku od
atipi¢nih predstavnika za koje je test na diacetil bio negativan. Izolati Lb.
plantarum BGGJ6-7 i BGGJ6-40, kao i Lb. paraplantarum BGGJ6-16 takode
sintetiSu diacetil, mada u manjoj koli¢ini u odnosu na ostale izolate. U okviru

roda Leuconostoc nije detektovan ni jedan izolat koji poseduje sposobnost
sinteze diacetila.
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Tabela 1. Broj sojeva iz razli¢itih rodova BMK koji produkuju diacetil i
egzopolisaharide

ukupan broj sojevi koji produkuju diacetil  sojevi koji produkuju
sojeva egzopolisaharide
Lactococcus 13 15% -
Leuconostoc 13 - 91%
Enterococcus 19 79% -
Lactobacillus 24 13% 12.5%

Produkcija egzopolisaharida

Produkcija egzopolisaharida je detektovana kod izolata iz rodova
Leuconostoc i Lactobacillus, dok kod izolata koji pripadaju rodovima
Lactococcus i Enterococcus ovo svojstvo nije uoceno (Tabela 1). Svi izolati
identifikovani kao Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides/dextranicum
obrazuju sluzave kolonije na c¢vrstoj podlozi sa saharozom pod aerobnim
uslovima. lzolati iz roda Lactobacillus obrazuju slabo mukoidne kolonije.
Izolati BGGJ6-31, BGGJ6-32 produkuju EPS na galaktozi i saharozi, a izolat
BGGJ7-16 na saharozi i laktozi. Za ostale izolate detektovana je produkcija
EPS-a prilikom rasta samo na jednom Seceru: izolat BGGJ6-40 produkuje EPS
na glukozi, a izolat BGGJ6-1 na galaktozi.
Produkcija antimikrobijalnih supstanci

Od svih ispitivanih izolata dva En. faecium izolata, BGGJ5-2 i BGGJ7-
6, obrazuju zonu inhibicije oko bunara veli¢ine Smm, na indikator soju Lc.
lactis subsp. lactis MN1-596 (Slika 5). Dodavanjem pronaze E na ivicu bunara
zona inhibicije je izostala na tom mestu ¢ime je potvrdeno da je produkovana
antimikrobna supstanca proteinske prirode. Isti izolati ne inhibiraju rast
indikator soja Lc. lactis subsp. cremoris NS1.

MN1-396

5-2

% 1-6

S-50 §
Slika 5. Inhibitorno delovanje izolata En. faecium BGGJ5-2 i BGGJ7-6 na indikator soj Lc.
lactis subsp. lactis MN1-596, X-kristal pronaze E.

Izolat Lb. plantarum BGGJ5-22 pokazuje inhibitorno delovanje na rast
indikator soja Lb. casei subsp. casei ATCC393 (Slika 6). Zona inhibicije nije
izostala na mestu dodavanja pronaze E tako da inhibitorna aktivnost
najverovatnije ne poti¢e od bakteriocina. Priroda antimikrobne supstance nije
dalje ispitivana.
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Slika 6. linhibitorno delovanje izolata Lb. plantarum BGGJ5-22 na indikator soj Lb. casei
subsp. casei 393, x-kristal pronaze E.

DISKUSIJA

Izolacija BMK iz autohtonih mle¢nih proizvoda je baza za selekciju
novih sojeva sa svojstvima koja su pogodna za njihovu upotrebu u starter
kulturama. Kriterijumi na osnovu kojih se vrsi selekcija sojeva za starter kulture
su aktivnost izolata u mleku, sinteza ekstracelularnih proteinaza, diacetila,
egzopolisaharida i bakteriocina.

BMK koje ulaze u sastav starter kultura bi trebalo da prioizvode
dovoljno mlecne kiseline tako da snizavaju pH mleka ispod 5,3 za 6 sati
inkubacije na 30°C (Beresford et al., 2001). U radovima Herrerosa i saradnika
(2003) proucavana je aktivnost izolata iz rodova Lactococcus, Leuconostoc i
Lactobacillus koji su dobijeni iz kozjih sireva. lzolati identifikovani kao Lc.
lactis subsp lactis imali su najbolju aktivnost u mleku nakon 6 i 24 sata
inkubacije, dok izolati identifikovani kao Ln. mesenteroides subsp dextranicum
i Lb. plantarum nisu grusali mleko nakon 24 sata inkubacije. Sli¢ni rezultati
dobijeni su i u ovom radu. Najbolju aktivnost u mleku pokazuju izolati iz roda
Lactococcus. Vecina izolata identifikovanih kao Lc. lactis subsp. lactis dobro
raste u mleku 1 nakon 6 sati inkubacije snizava pH inokulisanog mleka na 5,4
do 5. lIzolati koji pripadaju biovarijetetu Lc. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis znatno slabije rastu u mleku i ne zgrusavaju mleko ni nakon 24
sata inkubacije. Najbolju aktivnost u mleku pokazuje izolat BGGJ3-20 koji
nakon 6 sati inkubacije na 30°C snizava pH inokulisanog mleka na 5. Po svojim
tehnoloskim svojstvima izolati BGGJ3-20 i BGGJ4-1 mogu biti ukljuceni u
sastav starter kultura.

Svi izolati iz roda Lactobacillus jako sporo rastu u mleku cak i sa
dodatkom glukoze i kvaS¢evog ekstrakta. Slab rast u mleku moze se javiti zbog
tipa proteinaza koje ovi sojevi sintetisu ili zbog specifi¢nosti oligopeptidaznog
transportnog sistema (Centeno et all., 1996) Laktobacili koji pokazuju slabu
aktivnost bi mogli da budu ukljuceni u sastav starter kultura kao pomo¢ni sojevi
s obzirom da je pokazano da imaju ulogu u ubrzanju procesa zrenja (Fitzsimons
etall., 1999).

Lb. plantarum BGGJ6-40 produkuje diacetil i egzopolisaharide prilikom
rasta na glukozi, dok Lb. paraplantarum BGGJ6-16 pokazuje dobru aktivnost u
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mleku 1 sintetiSe diacetil. Kako su ova svojstva bitna za formiranje finalnih
organolepti¢kih karakteristika fermentisanih mle¢nih proizvoda, ovi sojevi
mogu biti iskori§¢eni kao pomo¢ni starteri u industrijskoj proizvodnji

Ln. mesenteroides subsp. cremoris BGGJ4-27 najbolje raste u mleku od
svih sojeva iz roda Leuconostoc. 1z literature je poznato da ova podvrsta ulazi u
sastav starter kultura za meke i polutvrde sireve (Tamime, 1983). Koris¢enje
Leuconostoc vrsta u proizvodnji sireva zasniva se i na njihovoj sposobnosti da
produkuju diacetil. U ovom radu izolati koji pripadaju rodu Leuconostoc nisu
sintetisali diacetil u mleku, iako neki od njih rastu na podlogama sa citratom.
Kako vrste iz roda Leuconostoc sintetiSu diacetil samo u kometabolizmu citrata
i Secera (Marty-Teysset et all, 1995), u daljem radu je neophodno analizirati
sposobnost sinteze diacetila na razlic¢itim Se¢ernim podlogama uz dodatak
citrata.

U novije vreme se intezivnije istrazuje uloga Enterococcus sp. u
procesima zrenja sireva, kao i moguénost njihove primene u starter kulturama.
lako mnogi autori navode da enterokokalni sojevi imaju dobru proteoliticku
aktivnost, Andrighetto i saradnici (2001) su ispitivanjem izolata iz italijanskih
sireva dosli do zakljucka da samo 20% enterokokalnih sojeva snizava pH
vrednost inokulisanog mleka do 5,2 nakon 16 sati inkubacije na 37°C.
Produkcija diacetila u okviru ovog roda se poslednjih godina intenzivno
izucava, iako su dobijeni razliciti rezultati. U nekim radovima je pokazano da
enterokoke mogu da sintetiSu acetoin, etanol 1 acetaldehid ali ne i diacetil
(Andrighetto et al., 2001). Medutim, u novije vreme potvrdeno je da izolati iz
mlec¢nih proizvoda koji pripadaju vrstama En. faecium i En. faecalis mogu da
sintetiSu diacetil u velikom procentu (Giraffa, 2003). U ovom radu En. faecium
izolati slabo rastu u mleku ali dobro u obogac¢enom mleku. Svi izolati roda
Enterococcus sa tipicnim fenotipskim karakteristikama ovog roda sintetiSu
diacetil.

Veliki broj enterokokalnih sojeva sintetiSe bakteriocine tkz. enterocine
koji su znaCajni zbog mogucée primene u industriji hrane s obzirom da
sprecavaju rast bakterija iz roda Listeria (Giraffa, 2003). Dva En. faecium
izolata BGGJ5-2 i BGGJ7-6 pokazuju antimikrobijalnu aktivnost ukoliko se
kao indikator soj koristi Lc. lactis subsp. lactis MN1-596. Na osnovu dobijenih
rezultata moze se zakljuditi da je antimikrobna supstanca proteinske prirode .
da se radi o bakteriocinima. Da bi se utvrdila tacna priroda ove supstance
potrebno je uraditi dalju karakterizaciju bakteriocina.

ZAKLIUCAK

Na osnovu tehnoloske karakterizacije izolata dobijenih iz autohtonog
sira utvrdeno je da izolati imaju razli¢ita tehnoloSka svojstva. Sojevi BGGJ3-
20, BGGJ4-1, BGGJ4-27, BGGJ6-16, BGGJI6-40, BGGJ5-2, BGGJ7-3 i
BGGJ7-6 koji poseduju najmanje dve osobine koje se koriste kao kriterijumi za
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selekciju startera za industrijsku proizvodnju mogu da udu u sastav definisanih
starter kultura.
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SUMMARY
TECHNOLOGICAL CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM RADAN’S CHEESE
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Faculty of Technology, Leskovac

2Faculty of Technology and Metallurgy, Belgrade
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Isolation of lactic acid bacteria from artisanal dairy products is base for
selection of new strains with properties which are important for their industrial
application. In this work, characterization of 69 strains isolated from home-
made cheese from mountain Radan was done. Characterization of isolates
included examination of their acidifying activity, proteolytic activity and
production of diacetyl, exopolysaccharides and antimicrobial substances.
Isolates from genus Lactococcus showed the best acidifying activity, while
lactobacilli grew slowly in milk. The most isolates from genera Lactococcus i
Lactobacillus synthesized extracellular proteinases, while isolates identified as
Enterococcus faecium and Leuconostoc mesenteroides showed weak acidifying
activity. Two isolates of Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis,
all isolates of En. faecium with typical phenotypical characteristics and 3
isolates of the genus Lactobacillus were able to produce diacetyl. All isolates
identified as Ln. mesenteroides (except one identified as subspecies cremoris)
were able to produce dextran growing on medium with sucrose and also some
isolates from the genus Lactobacillus produced exopolysaccharides. Only two
isolates of En. faecium produced bacteriocins.
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