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METABOLICKA AKTIVNOST TERMOREZISTENTNIH
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Kratak sadrzaj

Termorezistentni mikroorganizmi, zahvaljujudi otpornosti na termicke tretmane
koji se primenjuju u industriji mleka, kao i mogu¢nostima rasta i metabolickim
aktivnostima u uslovima ¢uvanja gotovih proizvoda, imaju znacaja kao mikro-
organizmi kvara. Ova osobina definiSe tehnoloski znacaj termorezistentnih mikro-
organizama.

Medu populacijom termorezistentnih mikroorganizama, Bacillus spp. pokazuju
znacajnu proteoliticku aktivnost, a s obzirom na njihovo svojstvo razlaganja kazeina,
potencijal njihove proteolize moZe se uspesno koristiti u koagulaciji mleka i zrenja
sireva. Veliki znacaj imaju proteinaze Bacillussubtilis, Ciji se proteoliticki enzimi
uspesno primenjuju u proizvodnji Chedar, Munster i Camembert sira. Suprotno
ovome, aktivnost proteina za Bacillus spp. u sterilisanom mleku, u uslovima ne-
adekvatnog ¢uvanja dovodi do slatkog grusanja ili pojave gorkog ukusa mleka, kao
rezultat nastanka gorkih peptida, dok preterana aktivnost proteinaza bacila pri
proizvodnji Chedar sira uslovljava grus mekse konzistencije, ve¢i sadrzaj proteina i
masti u surutki, Sto dovodi do smanjenog randmana sira za 10%. Oslobadanjem nizih
masnih kiselina delovanjem lipolitickih enzima poreklom od mikroorganizama,
razvija se neprijatan ukus i miris, $to predstavlja manu poznatu pod imenom
hidroliticka uzeglost. Od termorezistentnih mikroorganizama, sposobnost hidrolize
masti pokazuju mikroorganizmi roda Bacillus.

Cilj ovog rada bio je da se ispita sposobnost termorezistentnih mikroorganizama
izolovanih iz mleka da razlaZu proteine, masti i skrob, Sto dovodi do kvara mleka i
proizvoda od mleka.
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0d ukupno 80 izolata termorezistentnih mikroorganizama, proteoliticku
aktivnost je ispoljilo 35 (43,75%) izolata u uslovima inkubacije pri 30°C/72h i 30
(37,50%) izolata u uslovima inkubacije pri 20+2°C/72h, dok nijedan izolat nije
ispoljio proteoliticku aktivnost u uslovima inkubacije pri 10+1°C/10 dana.
Amiloliticka aktivnost je utvrdena kod 16 (20,0%) izolata u uslovima inkubacije pri
30°C/72hi 15 (18,75%) izolata u uslovima inkubacije pri 20+2°C/72h. Amiloliticka
aktivnost termorezistentnih mikroorganizama izostaje u uslovima inkubacije pri
10£1°C/10 dana. Ispitivani izolati termorezistentnih mikroorganizama nisu pokazali
lipoliticku aktivnost, bez obzira na primenjene razlicite uslove inkubacije.

Kljuéne reci: termorezistentni mikroorganizmi, amiloliticka aktivnost,
proteoliticka aktivnost, lipoliticka aktivnost.

Milijana Babi¢, Radoslava Savi¢ Radovanovi¢, Aleksandra Nikoli¢, Silvana
Stajkovi¢

Professional work

METABOLIC ACTIVITY OF HEAT-RESISTANT MICROORGANISMS
Abstract

Heat-resistant microorganisms, thanks to their resistance to thermal treatments
are applied in the dairy industry, and growth opportunities, as well as metabolic
activity in the conditions of storage of final products, are important as spoilage
microorganisms. This attribute defines technological significance of heat-resistant
microorganisms.

Among a population of heat-resistant microorganisms, Bacillus spp. showes a
significant proteolytic activity, and due to its caseolytic activity, proteolytic potential
can be successfully applied in the coagulation of milk and cheese
ripening.Proteinases produced by Bacillus subtilishas great importance and
aresuccessfully used in the production of Chedar, Munster and Camembert cheese.
However, the activity of proteinase Bacillus spp. in sterilized milk in inadequate
storage conditions, leads to the sweet coagulation, or occurrence of sweet or bitter
taste of milk as a result of the formation of bitter peptides, while excessive activity
ofbacillus proteinases in production process of Chedar cheese causes soft curd
consistency, a higher content of proteins and fat in the whey, which leads to reduced
dressing of cheese for 10%.Release of low fatt acids due to activity of lipolytic
enzymes from a microorganisms, develops an unpleasant taste and odor, which is a
foible known as hydrolytic rancidity. Among heat-resistant microorganisms, bacteria
of the genus Bacillusshow the ability to hydrolyse fats.

The aim of this study was to examine the ability of heat-resistant microorganisms,
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isolated from milk to degrade proteins, fats and starches, which can lead to spoilage
of milk and milk products.

Out of 80 isolates of heat-resistant microorganisms, proteolytic activity showed
35 (43.75%) isolates in condition of incubation at 30°/72h and 30 (37.50%) isolates
under coditions of incubation at 20 +2°C/72h, while neither isolate showed
proteolytic activity under conditions of incubation at 10£1°C/10 days. Amylolytic
activity was found in 16 (20.0%) isolates under conditions of incubation 30°C/72h
and 15 (18.75%) isolates under conditions of incubation at 20+2°C/72h. The heat-
resistant microorganisms did not show amylolytic activity under conditions of
incubation at 10£1°C/10 days.Investigated thermoresistant bacteria did not show

lipolytic activity, regardless of the applied different incubation conditions.

Key words: heat-resistant microorganisms, amylolytical activity, proteolytic

activity, lipolytic activity

UVOD/INTRODUCTION

Kvalitet i trajnost mleka i proizvoda
od mleka u najvecoj meri zavisi od
njegove higijenske ispravnosti. Mleko, od
momenta dobijanja, preko transportaiu
toku prerade, izloZeno je velikim mogu-
¢nostima zagadenja. Zbog svog he-
mijskog sastava mleko je sredina veoma
pogodna za razvoj velikog broja mikro-
organizama. Mikroorganizmi koji se
nalaze u mleku kao kontaminenti dospe-
vaju iz kanala i sa povrSine vimena,
preko uredaja za muzu, ljudi koji rade na
muzi, iz vazduha, vode, hrane, tran-
sportnih cisterni, kao i tokom prerade
mleka. Time se kao imperativ namece
neophodna primena termicke obrade
mleka. U mlekarskim industrijama pri-
menjuju se temperature pasterizacije
radi uniStenja patogenih i redukcije
saprofitskih mikroorganizama. Medu
saprofitskim mikroorganizmima postoje
mikroorganizmi koji preZivljavaju te-
mperature pasterizacije i mogu biti spo-
rogene i nesporogene Gram-pozitivne

bakterije. Termorezistentni mikroorga-
nizmi definiSu se kao oni mikro-
organizmi koji prezivljavaju 30 minuta
pri temperaturi 63-65°C. Pojedini mezo-
filni mikroorganizmi imaju termore-
zistentne spore Koje prezivljavaju visoke
termicke rezime, i po zavrSenoj ter-
mickoj obradi postoji moguénost iskli-
javanja spora koje se potom razmno-
Zavaju u uslovima cuvanja proizvoda ili u
uslovima zrenja sireva. Termorezistentni
mikroorganizmi poseduju enzime koji-
ma mogu da hidrolizuju kazein i mast,
$to dovodi do kvara mleka, ako se u
procesu proizvodnje i cuvanja stvore
uslovi za njihov rast i razmnoZavanje.
Prisustvo termorezistentnih mikro-
organizama, Kkoji ispoljavaju prote-
oliticku aktivnost, u sterilisanom mleku
tokom njegovog skladiStenja dovodi do
slatkog gruSanja ili pojave gorkog ukusa.
Takvo mleko nije prihvatljivo za
upotrebu. U proizvodnji sireva, pro-
teoliticka aktivnost ima za posledicu grus
mekse konzistencije. Zahvaljuju¢i spo-
sobnosti formiranja endospora i
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biofilmova, termofilni bacili sluze kao
higijenski indikatori u mlekarskoj pro-
izvodnji (Burgess i sar, 2010). Inte-
nzivnijim ispitivanjima odredenih vrsta
bacila poslednjih decenija, utvrdeno je
da pojedini sojevi mogu stvarati toksine,
pa se predstavnicima roda Bacillus
pridodaje atribut patogenosti i kao takvi
predstavljaju rizik po zdravlje potrosaca.
Bacillus cereus produkuje veci broj
toksina od kojih su dva toksina odgo-
vorna za manifestaciju dijareji¢nog od-
nosno emeti¢nog sindroma (Melling i sar.
1976). Takode, neki od fakultativnih
termofila uklju¢ujuéi B. licheniformis, B.
pumilis i B. subtilis mogu da proizvode
toksine samo pri mezofilnim tempe-
raturama (De Jonghe i sar, 2010; Oh i
Cox, 2009).

Termofilni mikroorganizmi imaju
sposobnost stvaranja kiselina i termo-
stabinih enzima, ukljucujuéi lipaze i
proteinaze, koje dovode do kvara mle-
¢nih proizvoda (Chen i sar, 2004;
Gundogan i Arik, 2004; Murugan i Villi,
2009).

U industriji mleka, termofilni bacili se
dele u dve grupe i to na: obligatne i
fakultativne termofilne mikroorganizme.
Obligatni termofili rastu na viSim
temperaturama (priblizno 40-68°C)
ukljucujuéi Anoxybacillus flavithermusi
Geobacillus spp. (Ronimus i sar., 2003;
Scott i sar. 2007). Fakultativnim ter-
mofilima pripadaju bakterije roda
Bacillus koje rastu na termofilnim i
mezofilnim temperaturama u zavisnosti
od soja, kao Sto su Bacillus licheniformis,
Bacillus coagulans, Bacillus pumilus,
Bacillus sporothermodurans i Bacillus
subtilis (Ronimus i sar, 2003; Sche-
ldeman i sar, 2005).

Termorezistentni mikroorganizmi su
Cesto i uzroc¢nici kvara namirnica, jer

poseduju lipoliticke i proteoliticke enzi-
me, Koji imaju sposobnost da menjaju
supstrat oslobadajuci gorke peptide i
masne kiseline paleceg ukusa.

Proteoliza pod uticajem mikroorga-
nizama moZe teci do razliitog stepena,
ukljucujuci peptide, aminokiseline, amo-
nijak, sve do slobodnog azota. Neke od
njih izazivaju slatko gruSanje. Prote-
oliticke bakterije koje ne stvaraju spore
pripadaju rodovima Proteus, Pseu-
domonas, Serratia, Alcaligenes, Brevibac-
terium. Proteoliticke sporogene bakterije
su otporne na delovanje visokih te-
mperatura, pa mogu preZiveti paste-
rizaciju. Mogu se nadi u pasterizovanom
mleku i proizvodima napravljenim od
njega. Tu spadaju mnoge vrste iz roda
Bacillus i Clostridium.

Proteinaze su enzimi koji katalizuju
hidrolizu peptidnih veza unutar pe-
ptidnih lanaca. Diferencijacija unutar ove
grupe enzima se postiZe na osnovu
specifi¢nosti peptidnih veza koje grade
odredene amino kiseline, kao i na osnovu
strukture Kkatalitickog centra. Prema
katalitickom centru, odnosno koje bocne
grupe aminokiselina ga Cine, proteinaze
se klasifikuju u Cetiri tipa: serinske,
aspartiCne, cisteinske i metaloprote-
inaze. Proteinaze Bacillus spp. ve¢inom
pripadaju tipu serinskih i metalopro-
teinaza (Fira, 1998).

Lipoliticke bakterije sintetiSu enzime
lipaze, koje vrse razgradnju mlecne masti
uz oslobadanje masnih kiselina i glice-
rida. Oslobadanje nizih masnih kiselina
dovodi do neprijatnog mirisa i ukusa, Sto
se naziva hidroliticka uzeglost (Pordevic,
1982). Lipoliticke bakterije imaju spo-
sobnost rasta na niskim temperaturama
(5°C), sto otezava zaStitu proizvoda od
njihovog delovanja. Najznacajniji pre-
dstavnici lipolitickih bakterija su vrste
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rodova  Pseudomonas, Aeromonas,
Flavobacterium, Micrococcus, Coryne-
bacterium, Escherichia, Klebsiella i
Bacillus.

CIL]

Cilj ovog rada bio je da se ispita
sposobnost termorezistentnih mikro-
organizama izolovanih iz mleka da
razlazu proteine, masti i skrob, $to moze
da ima za posledicu kvar mleka i
proizvoda od mleka.

MATERIJAL I METODE

/MATHERIAL AND METHODS

Mikroorganizmi: 80 izolata termore-
zistentnih mikroorganizama iz mleka.

Proteoliticka aktivnost izolata termo-
rezistentnih mikroorganizama ispitana
je na agaru sa kazeinom. Podloga sa
kazeinom (3% Hranljivi agar “Torlak” +
sterilno obrano mleko) zasejana je sa
ispitujucim izolatima i inkubisana pri tri
razlic¢ite temperature (30°C; 20£2°C i
10£1°C dana). Prosvetljenja duz linije
zasejavanja ispitujuceg izolata su pro-
cenjivana kao pozitivan rezultat. Ispi-
tivanje lipoliticke aktivnosti izolata
termorezistentnih mikroorganizama iz-
vedeno je na tributirin agaru (Torlak),
inkubacijom 72h pri 30°C, a 20+2°C i
10+1°C/10 dana, a zona prosvetljenja
oko izraslih kolonija tumacena je kao
lipoliticka aktivnost. Sposobnost razla-
ganja skroba je procenjivana na podlozi
sa dodatkom skroba (Hranljivi agar
"Torlak" + 2-3% skroba). Podloga posle
inkubacije (30°C/72h, i 20£2°C i
10+1°C/10 dana) preliva se Lugolovim
rastvorom, a zona prosvetljenja oko
izraslih kolonija tumaci kao amiloliticka
aktivnost.

REZULTATI I DISKUSIJA
/RESULTS AND DISCUSSION

Termorezistentni mikroorganizmi,
zahvaljuju¢i otpornosti na termicke
tretmane primenljive u industiji mleka,
kao i mogucénosti rasta, ali i metabo-
lickim aktivnostima u uslovima Cuvanja
gotovih proizvoda, imaju znacaja kao
mikroorganizmi kvara. Ova osobina
definiSe tehnoloSki znacaj termo-
rezistentnih mikroorganizama.

Medu populacijom termorezistentnih
mikroorganizama, Bacillus spp. pokazuju
znacajnu proteoliticku aktivnost (Marino
i sar, 1995; Degheidi i sar,, 1996), a s
obzirom na njihovo svojstvo razlaganja
kazeina, potencijal njihove proteolize se
moze uspesSno Koristiti u koagulaciji
mleka i zrenja sireva. Posebno dobro su
okarakterisane proteinaze Bacillus
subtilis, Ciji se proteoliticki enzimi
uspesno primenjuju u proizvodnji
Chedar, Munster i Camembert sira (Pu-
han, 1969). Suprotno ovome, aktivnost
proteinaza Bacillus spp. u sterilisanom
mleku, u uslovima neadekvatnog ¢uvanja
dovodi do slatkog grusanja ili pojave
gorkog ukusa mleka, kao rezultat nas-
tanka gorkih peptida, dok preterana
aktivnost proteinaza bacila pri pro-
izvodnji Chedar sira uslovljava grus
mekse konzistencije, ve¢i sadrZaj pro-
teina i masti u surutki, sto rezultuje u
smanjenom randmanu sira za 10%.
Oslobadanjem nizih masnih kiselina
delovanjem lipoliti¢kih enzima poreklom
od mikroorganizama, razvija se nepri-
jatan ukus i miris, Sto predstavlja manu
poznatu pod imenom hidroliticka
uzeglost. Od termorezistentnih mikro-
organizama, sposobnost hidrolize masti
pokazuju bakterije roda Bacillus.
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Tabela 1. Metabolicka aktivnost termorezistentnih mikroorganizama u odnosu
na supstrat i uslove inkubacije.

Supstrat Uslovi inkubacije iz]iligia pozBitriovjnih Prcég/oe)n at
30°C/72h 35 43,75
Agar sa kazeinom 20+2°C/72h 80 30 37,50
10+1°C/10 dana 0 0
30°C/72h 16 20,00
Podloga sa dodatkom 20£2°C/72h 80 15 1875
skroba
10+£1°C/10 dana 0 0
300C/72h 0 0
Tributirin agar 20+2°C/72h 80 0 0
10+1°C/10 dana 0 0
Od ukupno 80 izolata termorezi- na primenjene razliCite uslove

stentnih mikroorganizama, najveci broj
35 (43,75%) izolata je pokazao pro-
teoliticku aktivnost u uslovima inkuba-
cije pri 30°C/72h. U uslovima inkubacije
pri 20+2°C/72h, proteoliza je utvrdena
kod 30 (37,50%) izolata, a pri inkubaciji
na temperaturi od 10+1°C tokom deset
dana, nije utvrdena proteoliticka akti-
vnost ispitivanih izolata (tabela 1). Na
znacajnu proteoliticku aktivnost bacila
ukazuju i rezultati Bulajic¢ (2001), koja je
utvrdila da je od ukupno 473 ispitana
soja Bacillus spp., proteolizu na agaru sa
kazeinom pokazalo 248 (52,43%) sojeva,
Sto je nesto veca vrednost od one koju
smo mi dobili.

Amiloliticka aktivnost ispitivanih izo-
lata termorezistentnih mikroorganizama
najizrazenija je u uslovima inkubacije pri
30°C/72h kod 16 (20%) izolata, i pri
20x2°C/72h kod 15 (18,75%) izolata,
dok se aktivnost u odnosu na skrob ne
utvrduje u uslovima inkubacije pri
10£1°C/10 dana (tabela 1). Nasi rezultati
pokazali su da ispitivani izolati
termorezistentnih mikroorganizama ne
pokazuju lipoliticku aktivnost bez obzira

inkubacije. lako pojedini sojevi u okviru
populacije termorezistentnih mikro-
organizama pokazuju sposobnost rasta u
uslovima inkubacije pri nizim tempe-
raturama, koje ujedno predstavljaju i
temeprature zrenja sireva, njihova me-
tabolicka aktivnost u odnosu na kazein i
skrob nije izrazena u istim uslovima
inkubacije. U nekim istrazivanjima (Chen
i sar. 2004), za razliku od naSih rezultata,
lipoliticka aktivnost je bila ve¢a u odno-
su na proteoliticku, ali su oba enzima
prezivela temperature pasterizacije od
72°C tokom dva minuta. Enzimi mogu
preziveti itoplotni rezim za proizvodnju
mleka u prahu. Ukoliko su enzimi
prisutni u mleku u prahu, oni opstaju
tokom skladiStenja i postaju aktivni u
mlecnim proizvodima napravljenim od
rekombinovanog mleka u prahu.

Nasi rezultati razlikuju se od rezultata
Marchand i sar. (2007), koji su dokazali
da 73% termorezistentnih mikroorga-
nizama poreklom iz mleka ispoljava
proteoliticku aktivnost nakon zagrevanja
uzoraka mleka pri 95°C/8,45min.
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Termorezistentne bakterije poseduju
enzime koji mogu da hidrolizuju kazein i
masti i da na taj nacin kvare namirnice,
ako se u procesu proizvodnje i ¢uvanja
stvore uslovi za njihov rast i razmno-
Zavanje. Iz literature se vidi da pojedini
mezofilni mikroorganizmi imaju ter-
morezistentne spore koje prezivljavaju
visoke termicke rezime, ali po zavrSenoj
termickoj obradi postoji mogu¢nost is-
klijavanja spora, koje se potom raz-
mnoZavaju u uslovima temperature
ambijenta ili u uslovima zrenja sireva.

Nasi rezultati se razlikuju se od
rezultata Mijacevic i Bulaji¢ (1998) koje
su ispitale biohemijske karakteristike
Bacillus spp. i utvrdile da je od 108
ispitanih izolata izolovanih iz sirovog
mleka, 86 (79,63%) izolata pokazalo
proteoliticku aktivnost, Sto je veca vre-
dnost od vrednosti koju smo mi dobili.
Isti autori su utvrdili da je od 27
psihrotrofna izolata Bacillus spp., 23
(85,18%) izolata pokazalo sposobnost
razgradnje kazeina, dok u nasem ispi-
tivanju nijedan soj nije pokazao prote-
oliticku aktivnost pri temperaturi od 10
°C. Iz navedenog se zapaza da nalaz
Bacillus spp. u sirovom mleku mozZe biti
uzrok slabe odrzivosti termicki obra-
denog mleka, jer moZe dovesti do slatke
koagulacije mleka, ili do pojave gorkog
ukusa.

U prilog znacaju termorezistentnih
mikroorganizama govore i rezultati
Oljacic¢ i Kasalica (2006), koje su ispitale
prisustvo termorezistentnih mikroor-
ganizama, njihovu lipoliticku i pro-
teoliticku aktivnost, kao i sposobnost
rasta na temperaturama skladiStenja do
navedenog roka upotrebe sira. Uzorci
sira uzeti su u mlekari posle proizvodnje
nakon ¢uvanja sira Sest meseci pri tem-
peraturi od 7°C. U ispitanim uzorcima

dokazano je prisustvo termorezistentnih
mikroorganizama koji su pripadali rodu
Bacillus i Micrococcus i koji su pokazali
psihrotrofne karakteristike, $to se odra-
zilo na povecanje ukupnog broja mikro-
organizama na kraju perioda skladi-
Stenja sira. Prisustvo ovih mikro-
organizama uticalo je na trajnost i
organolepticka svojstva sira. Isti autori
su ustanovili kod polutvrdog sira, odmah
posle proizvodnje, da je ukupan broj
termorezistentnih mezofilnih mikro-
organizama (2,33 log cfu/g) bio veci u
odnosu na termorezistentne termofilne
mikroorganizme (2,14 log cfu/g). Tako-
de, ukupan broj termorezistentnih
mezofilnih lipolitickih (2,22 logcfu/g) i
proteolitickih (2,16 logcfu/g) mikro-
organizama bio je vec¢i od ukupnog broja
termorezistentnih termofilnih lipoliti-
¢kih (1,34 log cfu/g) i proteolitickih
(1,78 log cfu/g) mikroorganizama. Au-
tori smatraju da je vece prisustvo te-
rmorezistentnih mikroorganizama u
ispitivanom polutvrdom siru posledica
loSeg kvaliteta sirovog mleka. Rezultati
ispitivanja prisustva mikroorganizama u
polutvrdom siru posle skladistenja Sest
meseci pri 7°C pokazuju da je doslo do
znatnog povecanja ukupnog broja termo-
rezistentnih mezofilnih (3,35 log cfu/g)
i termorezistentnih termofilnih (3,13 log
cfu/g) mikroorganizama. Uoc¢ava se da se
broj termorezistentnih mikroorgani-
zama u odnosu na pocetni broj povecao
za jedan logaritam, a da je odnos izmedu
mezofilnih i termofinih lipolitickih i
proteolitickih mikroorganizama ostao
nepromenjen.

ZAKLJUCAK/CONCLUSION

0d ukupno 80 izolata termore-
zistentnih mikroorganizama, proteoli-
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ticku aktivnost je ispoljilo 43,75% izolata
u uslovima inkubacije pri 30°C/72h i
37,50% izolata u uslovima inkubacije pri
20£2°C/72h, dok ni jedan izolat nije
ispoljio proteoliticku aktivnost u uslo-
vima inkubacije pri 10+1°C/10 dana.
Amiloliticka aktivnost je utvrdena kod
20,00% izolata u uslovima inkubacije pri
30°C/72h i 18,75% izolata u uslovima
inkubacije pri 20+2°C/72h. Amiloliticka
aktivnost termorezistentnih bakterija
izostaje u uslovima inkubacije pri
10+1°C/10 dana. Ispitivani izolati termo-
rezistentnih mikroorganizama nisu
pokazali lipoliticku aktivnost, bez obzira
na primenjene razlic¢ite uslove inku-
bacije.
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