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1. UVOD



Uvod

Bakterije mlijecne kiseline tradicionalno se koriste u industrijskoj proizvodniji razlicitih
proizvoda i ove su bakterije izvanredno pozitivno prihvacene kod krajnjih potrosaca kao
uobicajeni sastojak takvih proizvoda, ali i kao bakterije koje povoljno utjeCu na kvalitetu i
odrzivost proizvoda kao i po zdravlje potroSaca. Kod ovih bakterija prvenstveno se
podrazumijeva pozZeljna proizvodnja mlijecne kiseline, kao krajnjeg proizvoda fermentacije
ugljikohidrata i joS nekih izvora ugljika, kao i joS samo nekoliko krajnjih proizvoda u znatno
manjim koncentracijama, npr. acetoina i diacetila, koji doprinose kvaliteti proizvoda. Nazalost,
regulacija metabolizma ugljikohidrata u stanicama ovih bakterija slabo je istrazena, tako da
nam do danas nisu poznati precizniji mehanizmi na temelju kojih bi se ova grupa bakterija
mogla raspodijeliti u nekoliko karakteristicnih grupa, kao Sto je to uvrijezena podjela na
obligatno  homofermentativne  bakterije = mlijeCne  kiseline,  zatim  fakultativno
heterofermentativne i obligatno fermentativne bakterije mlijecne kiseline. Osim metabolizma
ugljikohidrata, za ove auksotrofne industrijske biokatalizatore se pretpostavlja da imaju
relativno visoke zahtjeve glede potrebitih sastojaka hranjivih podloga u kojima bi mogle
optimalno rasti. Metabolizam aminokiselina, vitamina i drugih sastojaka hranjivih podloga u
kojima rastu bakterije mlije¢ne kiseline sasvim je podzastupljen u dosadasnjim istraZivanjima
i tek nedavno prepoznat od nekoliko istraZivackih grupa, koji su dotakle potencijalnu robusnost
ovih industrijskih biokatalizatora. U skladu s tim je dostupno samo nekoliko znanstvenih radova
koji opisuju hidroliticku aktivnost ove grupe bakterija, kao i njihovo preZivljavanije i specificne
aktivnosti u tzv. ekstremnim uvjetima (npr. niska temperatura, sastav hranjive podloge i dr.).

Cilj ovog rada bio je uzgojiti soj Leuconostoc mesenteroides LMG 7954 Sarznim
postupkom u laboratorijskom mijerilu. Fiziologija ove (navodno) heterofermentativne bakterije
mlijecne kiseline slabo je istrazena, pa je bilo potrebno koristiti nekoliko izvora ugljika tj.
hranjivih podloga razli¢itog sastava, kako bi se utvrdilo moze li ovaj soj koristiti dva razlicita
ugljikohidrata - glukozu i saharozu, kao izvore ugljika i energije. Kako je djelomi¢no opisan
utjecaj otopljenog kisika u suspenziji na metabolizam ugljikohidrata u stanicama bakterija iz
roda Leuconostoc, nadalje je bilo potrebno istraziti utjecaj mikroaerofilnih i aerobnih uvjeta
uzgoja Sarznim postupkom na rast ovog soja. Visoka koncentracija saharoze i glicerola, kao
potencijanih supstrata koji mogu utjecati na regulaciju metabolizma i rast ovog soja, takoder
je parametar koji je istrazen u cilju primjene ovog soja u industrijskim uvjetima.
Permeabilizacija stanica L. mesenteroides LMG 7954 ultrazvukom moze biti neinvazivna
metoda znacajna za industrijsku primjenu ovog soja, pa je utjecaj ultrazvuka u tzv. ekstremnim
uvjetima (visoke pocetne koncentracije saharoze i glicerola) takoder istrazen i opisan u ovom
zavrSnom radu. Ova pionirska istrazivanja svakako ¢e baciti novo svjetlo na fiziologiju i,

sukladno tomu, mogucu primjenu ovog soja u proizvodnji visokovrijednih kemikalija.
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2.1. Heterofermentativne bakterije mlijecne kiseline — rod Leuconostoc

U porodicu Leuconostocaceae ubrajaju se Gram-pozitivne, nepokretne i nesporogene
bakterije. Stanice ovih bakterija mogu imati elipsoidan ili, vrlo Cesto, izduZeni kuglasti oblik
(Hucker i Pederson, 1930). Tri roda pripadaju porodici Leuconostocaceae. Leuconostoc,
Oenococcusi Weisella. U rod Leuconostocsvrstano je 10 vrsta s tri Leuconostoc mesenteroides
podvrste (Garvie, 1986). Pri tome je Leuconostoc paramesenteroides reklasificiran kao
Weissella paramesenteroides (Collins i sur., 1993), dok je Leuconostoc oenos pridruzen rodu
Oenococcus oeni sp. nov., (Dicks i sur., 1995).

Bakterije iz roda Leuconostoc nepatogene su za Covjeka, zivotinje i biljke. Ove su
bakterije fakultativho anaerobni kemoorganotrofi, koji ne iskazuju katalaznu aktivnost i ne
posjeduju citokrome. U stanicama bakterija iz ovog roda nije identificirana aktivnost aldolaze
fruktoza 1,6-difosfata, dok je okarakterizirana aktivhost glukoza 6-fosfat dehidrogenaze.
Glukozu fermentiraju kombinacijom pentoza-fosfatnog puta (Slika 1.) i fosfoketolaznog puta
(Slika 2.). Na ovaj nacin proizvode ugljikov dioksid i ribulozu 5-fosfat (Slika 1.) i dalje, zbog
aktivnosti ksiluloza 5-fosfat fosfoketolaze i enzima koji slijede u ovom metabolickom putu,
proizvedu jednak broj molova mlijecne kiseline i etanola (acetata) (Cogan, 1987; De Moss i
sur., 1951; Garvie, 1986; Schmitt i sur., 1992). Pri mikroaerofilnim uvjetima reducirani koenzim
NADH regenerira se u NAD* u reakcijama koje kataliziraju laktat dehidrogenaza, acetaldehid
dehidrogenaza i alkohol dehidrogenaza (Condon, 1987). Pri aerobnim uvjetima vrste
Leuconostoc mesenteroides reducirani NADH mogu reoksidirati u reakcijama koje kataliziraju
NADH oksidaze i NADH peroksidaze (Condon, 1987). Proizvodnja acetata prevladava nad
proizvodnjom etanola tijekom uzgoja pri aerobnim uvjetima. Pri tome stanica pridobije
dvostruko vise molova metabolicke energije (ATP) nego pri mikroaerofilnim uvjetima (Condon
1987; Ito i sur., 1983; Johnson i McCleskey, 1957; Keenan, 1968). Vazno je napomenuti da
do danas nije poznato metabolizira li se galaktoza Leloir-ovim putem u stanicama ovog roda
(De Vos i sur., 2009). Kako je ksiluloza 5-fosfat fosfoketolaza klju¢ni enzim u metabolizmu
ugljikohidrata u stanicama iz roda Leuconostoc (Kandler i sur., 1983), pretpostavlja se da bi

ove bakterije iz roda Leuconostoc mogle uspjesno fermentirati i pentoze.
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Slika 1. Razgradnja heksoza pentoza-fosfatnim putem u stanicama bakterija mlijecne

kiseline iz roda Leuconostoc. Prikazane reakcije kataliziraju enzimi pobrojani na sljedecoj

stranici.
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Enzimi: A, glukoza 6-fosfat dehidrogenaza (EC 1.1.1.49); B, 6-fosfoglukonolaktonaza (EC
3.1.1.31); C, 6-fosfoglukonat dehidrogenaza (EC 1.1.1.44); D, ribuloza-5P epimeraza (EC
5.1.3.1); E, fosfoketolaza (EC 4.1.2.9); 5, gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (EC 1.2.1.9) i
fosfoglicerat kinaza (EC 1.1.1.95); 6, fosfogliceromutaza (EC 2.7.5.3) i enolaza (EC 4.2.1.11);
7, piruvat kinaza (EC 2.7.1.40); 8, laktat dehidrogenaza (D-LDH, EC 1.1.1.28 i/ili L-LDH, EC
1.1.1.27); 11, acetaldehid dehidrogenaza (EC 1.2.1.3) i alkohol dehidrogenaza (EC 1.1.1.1);
12*, fosfotransacetilaza (EC 2.3.1.8); 12**, acetat kinaza (EC 2.7.2.1).
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Slika 2. Fosfoketolazni put u stanicama bakterija mlijecne kiseline iz roda Leuconostoc.
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2.1.1. Vrsta Leuconostoc mesenteroides

Soj Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (LMG 7954; Knudsen i Sgrensen,
1929) joS se oznacava i ovim brojevima iz razliCitih zbirki mikroorganizama: Hucker P2615,
LMG 18973, NCFB 801, NCFB 1589, NCIMB 3356, NCTC 3356, NRRL B-1146, ATCC 19254,
CCUG 21965, CIP 103009, DSM 20346, LMG 6909, NCIMB 12008, NRRL B-3252, VKM B-1420
(Anonymous 1, 2019). Tijekom rasta stanice ovog soja mogu formirati dugacke lance. Vecina
vrsta ne moze fermentirati saharozu (Whittenbury, 1966), medutim ukoliko im je glavni izvor
ugljika i energije saharoza, stanice ovog soja ne proizvode dekstran. Piruvat im obicno sluZi
kao elektron-akceptor u reakciji regeneracije NADH i pri tome se proizvodi D-(-)-laktat, a ne
proizvode se acetoin i diacetil. Ovaj auksotrofni soj treba brojne vitamine i aminokiseline za

optimalan rast pri temperaturi izmedu 18°C i 25°C.
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3.1. Materijali

3.1.1. Mikroorganizam

Soj heterofermentativne bakterije mlijeCne kiseline Leuconostoc mesenteroides LMG
7954 je koristen kao radni mikroorganizam u ovom zavrSnom radu. Soj se odrzava i Cuva u
zbirci mikoorganizama Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

3.1.2. Hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj bakterijske kulture

Cista kultura ovog bakterijskog soja se ¢uva u hranjivoj De Man, Rogosa i Sharpe (MRS)
podlozi (De Man i sur., 1960). Za uzgoj bakterijskog soja u laboratorijskom mijerilu u
Erlenmeyer tikvicama koriStena je kemijski djelomi¢no definirana hranjiva podloga u kojoj je
saharoza glavni izvor ugljika i energije za rast ove bakterije (Vandamme i sur., 1987; Tablice
1.i2.).

Tablica 1. Cistoca i porijeklo kemikalija za pripravu hranjive kemijski djelomi¢no definirane

podloge (Vandamme i sur., 1987) za uzgoj soja Leuconostoc mesenteroides LMG 7954.

kemikalija kemijska formula Cistoca proizvodac
saharoza C12H22011 p.a. Gram-mol, Hrvatska
" za upotrebu u o -
kvascev ekstrakt - ) Liofilchem, Italija
biotehnologiji
kalijev dihidrogen .
KH2PO4 tehnicki Kemika, Hrvatska
fosfat
magnezijev sulfat
MgS04-7H,0 p.a. Kemika, Hrvatska
heptahidrat
manganov sulfat ] .
MnSQO4-H,O p.a. Merck, Njemacka

monohidrat
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Tablica 1. Cistoca i porijeklo kemikalija za pripravu hranjive kemijski djelomi¢no definirane
podloge (Vandamme i sur., 1987) za uzgoj soja Leuconostoc mesenteroides LMG 7954
(nastavak).

Zeljezov sulfat

heptahidrat FeS04-7H,0 p.a. Kemika, Hrvatska
tiamin-HCI Ci2H1sCl2N40S p.a. Merck, Njemacka
natrij-L-askorbat CeH2NaOs p.a. Merck, Njemacka
glicerol C3HsOs p.a. Kemika, Hrvatska
natrijev hidroksid NaOH p.a. Kemika, Hrvatska

3.1.3. Aparatura i pribor

3.1.3.1. Spektrofotometar

Tijekom uzgoja soja Leuconostoc mesenteroides LMG 7954 pracena je opticka gustoéa
suspenzije izuzete iz Erlenmeyer tikvice. Opticka gustoéa se odredivala pomocu
spektrofotometra Helios Epsilon (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) pri
valnoj duljini svjetlosti (A) od 608 nm. Odredivanje se provodilo u staklenim kivetama promjera
10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka) u koje je dodana izvorna suspenzija, odnosno

njezino prvo i/ili drugo decimalno razrjedenje u sterilnoj demineraliziranoj vodi.

3.1.3.2. Mikroskop

Bakterijske stanice obojene po Gramu vizualizirane su svjetlosnim mikroskopom Olympus

CX21 (Olympus; Hamburg, Njemacka) pri povecanju od 1000 puta (imerzijski objektiv).
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3.1.3.3. Ultrazvucna kupelj

Nakon uzgoja bakterijskog soja Leuconostoc mesenteroides LMG 7954 pri aerobnim
uvjetima na magnetskoj mijeSalici, bakterijska suspenzija je prebacena u laboratorijsku ¢asu
ukupnog volumena 100 mL u kojoj je priredena reakcijska smjesa, koja je sadrzavala glicerol
(c= 2,0 mol/L) i saharozu (¢ = 0,8 mol/L). Ovako priredena reakcijska smjesa tretirana je u
ultrazvucnoj kupelji Elmasonic P 300 H (Elma, Singen, Njemacka) pri 37 kHz, 90 Wi 34,0 +
1,5°C.

3.1.3.4.0stala oprema

- Analiticka vaga Shimadzu AX-200 W/O AC ECTA (Shimadzu; Kyoto, Japan);

- Tehnicka vaga Tehtnica ET-1211 (Tehtnica; ielezniki, Slovenija);

- Autoklav Sutjeska (Beograd, Jugoslavija);

- Susionik Instrumentarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska);

- pH-metar 744, Metrohm (metrohm AG; Zofingen, Svicarska);

- bakterioloski elektronski termostat BTE-S (Termomedicinski aparati, Zagreb,
Hrvatska);

- hladnjak Gorenje (Gorenje gospodinjski aparati d.d.; Velenje Slovenija)

- magnetska mijesalica (Thermo Scientific; Cimarec i Poly; Waltham, Massachusetts,

SAD).

Rezultati dobiveni tijekom istraZivanja, koja su opisana u ovom zavrSnom radu, su prikupljeni

i obradeni pomocu osobnog racunala s programskim paketom MS Office 2007.

3.2. Metode rada

3.2.1 Priprava hranjivih podloga

Za Cuvanje i odrzavanje kulture soja L. mesenteroides LMG 7954 koristena je hranjiva MRS
podloga (De Man i sur., 1960). Za uzgoj soja u staklenim epruvetama (Vi ~ 10 mL) koriStena
je MRS podloga (za pripravu cjepiva), dok je za uzgoj bakterijskih stanica u Erlenmeyer
tikvicama ( Wk = 100 mL) koristena hranjiva podloga u kojoj je saharoza glavni izvor ugljika i
energije (Vandamme i sur., 1987; Tablice 1. i 2.). Ova hranjiva podloga za uzgoj stanica



Eksperimentalni dio

bakterijskog soja u Erlenmeyer tikvicama pripremljena je tako da su svi sastojci navedeni u
Tablici 2. A, odvagani, otopljeni u 100 mL demineralizirane vode i sterilizirani u autoklavu pri
121°C tijekom 20 minuta. U ovu sterilnu otopinu nakon hladenja do sobne temperature dodano
je 1,0 mL prethodno profiltrirane otopine (filteri sa porama 0,20 pm; LLG-Syringe filters, nylon,
0,2 um, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), koja je sadrzavala sastojke u koncentracijama

prikazanim u Tablici 2. B.

Tablica 2. Sastav kemijski djelomic¢no definirane hranjive podloge (A) i filtracijom sterilizirane

otopine (B) (Vandamme i sur., 1987).

A)
kemikalija kemijska formula y (g/L)
saharoza Ci2H22011 100
kvascev ekstrakt - 10
kalijev dihidrogen karbonat KH,PO4 10
B)
kemikalija kemijska formula y (g/L)
magnezijev sulfat heptahidrat MgSO; * 7H,0 0,4
manganov sulfat monohidrat MnSO4 * H,0O 0,2
Zeljezov sulfat heptahidrat FeSO4 * 7H,0 0,01
tiamin-HCI C12H18Cl2N40S 0,01
natrij-L-askorbat CsH2NaOs¢ 0,05

3.2.2. Priprava cjepiva

Bakterijski soj je uzgajan i odrzavan u hranjivoj MRS podlozi (De Man i sur., 1960). Kultura
je precjepljivana svakih 48 h, inkubirana pri 37°C preko noéi i nakon toga spremljena u
hladnjaku pri +4°C. Prije provodenja uzgoja u Erlenmeyer tikvici, proveden je uzgoj cjepiva
najprije u dvije epruvete sa po 8-10 mL sterilne hranjive MRS podloge pri 37°C preko nodi, a
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zatim je ovako uzgojenom suspenzijom nacijepljena sterilna hranjiva kemijski djelomicno

definirana podloga (Vandamme i sur., 1987) u Erlenemeyer tikvici.

3.2.3. Uzgoj soja Leuconostoc mesenteroides LMG 7954 sarznim postupkom

Sarzni uzgoj zapocet je nacjepljivanjem sterilne hranjive kemijski djelomic¢no definirane
podloge (Vandamme i sur., 1987) u Erlenemeyer tikvici (4 = 100 mL, V = 300 mL) s
magneti¢em. Volumni udio cjepiva iznosio je 5%. Sarzni uzgoj proveden je stati¢no (bez
mijeSanja) i uz mijeSanje na magnetskoj mijeSalici pri 250 rpm. Sukladno tomu, Sarzni uzgoj
proveden bez mijeSanja smatra se mikroaerofilnim, dok se Sarzni uzgoj uz mijeSanje s pomocu
magneti¢a na magnetskoj mjesalici smatra aerobnim uzgojem. Uzgoji su provedeni pri
temperaturi od 28 £ 0,05 °C.

3.2.4. Pracenje krivulje rasta u hranjivoj podlozi i reakcijskoj smjesi

Krivulja rasta ove heterofermentativne bakterije mlijecne kiseline je pracena pri
mikroaerofilnim (stati¢no, bez mijeSanja) i aerobnim (uz mijeSanje) uvjetima. Opticka gustoca
(ODsos) asepticno izuzete suspenzije odredivana je svakih sat vremena tijekom prvih dviju faza
rasta bakterije u Erlenmeyerovim tikvicama, a nakon ulaska u stacionarnu fazu rasta,
izuzimanje uzoraka i odredivanje ODsos nacinjeno je kroz samo nekoliko puta. Na ovaj je nacin
procijenjeno trajanje eksponencijalne faze rasta ovog bakterijskog soja. Nakon toga, uzgoj je
ponovljen, ali samo do polovine eksponencijalne faze rasta, nakon cega je suspenzija
prebacena u reakcijsku smjesu, koja je sadrzavala glicerol (¢ = 2,0 mol/L) i saharozu (c= 0,8
mol/L), i tretirana u ultrazvucnoj kupeliji (37 kHz; 90 W i 34,0 = 1,5 °C). I u ovim relativno
nepovoljnim uvjetima je praéeno prezivljavanje i rast stanica bakterijskog soja L.
mesenteroides LMG 7954.
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4. REZULTATI I RASPRAVA



Rezultati i rasprava

4.1. Uzgoj heterofermentativne bakterije mlijecne kiseline Leuconostoc
mesenteroides LMG 7954 u hranjivoj kemijski djelomicno definiranoj

podlozi $arznim postupkom pri razlicitim uvjetima

U ovom su poglavlju prikazani rezultati dobiveni tijekom uzgoja heterofermentativne
bakterije mlije¢ne kiseline Leuconostoc mesenteroides LMG 7954 (Slika 3.) u hranjivoj kemijski
djelomicno definiranoj podlozi Sarznim postupkom pri razli¢itim uvjetima. Na Slici 4. prikazana
je promjena temperature (6), a na Slici 5. promjena pH vrijednosti suspenzija tijekom uzgoja
ovoga soja Sarznim postupkom pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima. Na slici koja slijedi
nakon ove dvije slike u ovom poglavlju prikazane su promjene opticke gustoCe bakterijske
suspenzije (ODss) i njezinog decimalnog razrijedenja (10!) tijekom uzgoja soja L.
mesenteroides LMG 7954 u Erlenmeyer tikvici pri mikroaerofilnim uvjetima (Slika 6.). Slicno
tomu, prikazani su rezultati za uzgoj ovoga soja pri aerobnim uvjetima (Slika 7.).

U Tablici 3. prikazane su procijenjene vrijednosti za trajanje pojedinih faza rasta kao i
izraCunate specificne brzina rasta (vidi Prilog 1. i Prilog 2.) ovog bakterijskog soja tijekom
Sarznog uzgoja pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima.

Promjena ODsos tijekom uzgoja bakterijskog soja u hranjivoj MRS podlozi do polovine
eksponencijalne faze raste i, nakon toga, u reakcijskoj smjesi uz tretman ultrazvukom (37 kHz;
90 Wi 34,0 + 1,5 °C) prikazana je na Slici 10., dok su pripadajuce vrijednosti za temperaturu
i pH vrijednost suspenzije odnosno reakcijske smjese prikazane na Slikama 8. i 9.

U Tablici 4. prikazane su vrijednosti za trajanje faza rasta i procijenjene vrijednosti za
specificne brzine rasta soja L. mesenteroides LMG 7954 u kemijski djelomicno definiranoj
hranjivoj podlozi, kao i u reakcijskoj smjesi visokog osmotskog tlaka pri aerobnim uvjetima

sarznog uzgoja.
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Rezultati i rasprava

Slika 3. Mikroskopska slika L. mesenteroides LMG 7954, koji je obojan po Gramu i promatran
pod imerzijskim objektivom (povecanje 1000 puta) mikroskopa Olympus CX21 (Olympus;

Hamburg, Njemacka).
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Rezultati i rasprava
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Slika 4. Promjena temperature (&, ¢) tijekom Sarznog uzgoja soja L. mesenteroides LMG 7954
pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima. Na slici su prikazane srednje vrijednosti temperature

u termostatu tijekom svih uzgoja koji su opisani u ovom zavrsnom radu.
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Rezultati i rasprava
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Slika 5. Promjena pH vrijednosti suspenzije (srednja vrijednost, A) tijekom Sarznog uzgoja

soja L. mesenteroides LMG 7954 pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima
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Rezultati i rasprava
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Slika 6. Promjena opticke gustoce suspenzije bakterijske biomase (ODsos; 0) i njenog prvog
razrjedenja (ODsos; m) tijekom Sarznog uzgoja soja L. mesenteroides LMG 7954 pri

mikroaerofilnim uvjetima.
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Rezultati i rasprava
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Slika 7. Promjena opti¢ke gustoce suspenzije bakterijske biomase (ODss; o) i njenog prvog
razrjedenja (ODsos; m) tijekom Sarznog uzgoja soja L. mesenteroides LMG 7954 pri aerobnim

uvjetima.
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Rezultati i rasprava

Tablica 3. Trajanje faza rasta i procijenjene specificne brzine rasta (y;, vidi Prilog 1. i Prilog

2.) soja L. mesenteroides LMG 7954 tijekom Sarznog uzgoja pri mikroaerofilnim i aerobnim
uvjetima.

prvo razrjedenje suspenzije u
destiliranoj vodi (101)

suspenzija

mikroaerofilno aerobno mikroaerofilno aerobno

trajanje lag 2 1 2 1
faza
rasta eksponencijalna 4 6 4 6
(h)
specificna brzina rasta
. 0,13 0,17 0,13 0,14
u(h)
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Rezultati i rasprava
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Slika 8. Promjena temperature (srednja vrijednost, @) tijekom Sarznog uzgoja soja L.
mesenteroides LMG 7954 u hranjivoj kemijski djelomic¢no definiranoj podlozi do polovine
eksponencijalne faze rasta soja L. mesenteroides LMG 7954 (¢ = 0,0-4,0 h; 0) i zatim u
reakcijskoj smjesi (&= 5,0-8,0 h i 25,0-26,0 h; ¢) uz tretman ultrazvukom (Slika 10.).
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Rezultati i rasprava
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Slika 9. Promjena pH vrijednosti suspenzije (srednja vrijednost) tijekom Sarznog uzgoja soja
L. mesenteroides LMG 7954 u hranjivoj kemijski djelomicno definiranoj podlozi do polovine
eksponencijalne faze rasta (¢= 0,0 - 4,0 h; A) i zatim u reakcijskoj smjesi (&= 5,0-8,0 hi 25,0
- 26,0 h; A) uz tretman ultrazvukom (Slika 10.).
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Rezultati i rasprava
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Slika 10. Promjena opticke gustoce (ODxss) suspenzije bakterijske biomase tijekom Sarznog
uzgoja soja L. mesenteroides LMG 7954 u hranjivoj kemijski djelomi¢no definiranoj podlozi do
polovine eksponencijalne faze rasta (£ = 0,0-4,0 h; x) i zatim u reakcijskoj smjesi (= 5,0-8,0

h i 25,0-26,0 h; o) uz tretman ultrazvukom.
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Rezultati i rasprava

Tablica 4. Trajanje faza rasta i procjena specificne brzine rasta (y, vidi Prilog 3. i Prilog 4.)
soja L. mesenteroides LMG 7954 u kemijski djelomi¢no definiranoj hranjivoj podlozi kao i u

reakcijskoj smjesi visokog osmotskog tlaka uz permeabilizaciju bakterijskih stanica
ultrazvukom.

rast L. mesenteroides LMG
rast L. mesenteroides LMG

. 7954 u reakcijskoj smjesi
7954 u kemijski djelomicno

. ) glicerol — saharoza uz tretman
definiranoj hranjivoj podlozi

ultrazvukom

prvo razrjedenje prvo razrjedenje
- suspenzije u y suspenzije u
suspenzija suspenzija
destiliranoj vodi destiliranoj vodi
(10Y) (10Y)
trajanje lag 1 1 / /
faza
rasta  eksponencijalna 3 3 3 3
t(h)
specificna brzina rasta
0,26 0,09 0,12 0,06

p ()
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5. ZAKLJUCCI



Zakljucci

Na temelju eksperimenata opisanih u ovom radu moze se zakljuciti sljedece:

1. Soj Leuconostoc mesenteroides LMG 7954 raste u hranjivim podlogama u kojima su
glukoza i saharoza glavni izvori ugljika i energije. KoriStenje saharoze kvalificira ovaj soj
neskodljiv za Covjeka, zivotinje i biljke za njegovu primjenu u brojnim biotehnoloskim
industrijskim procesima.

2. Tijekom rasta L. mesenteroides LMG 7954 u hranjivoj kemijski djelomi¢no definiranoj
hranjivoj podlozi sa saharozom pri temperaturi od 28 + 0,05°C snizava se pH vrijednost
suspenzije od pocetnih 5 do 4 pH jedinice nakon 24 h uzgoja Sarznim postupkom. Dakle,
fermentacijom saharoze proizvode se krajnji proizvodi metabolizma koji se transportiraju iz
bakterijskih stanica i disociraju u vanstaniénom prostoru, ¢ime povecavaju koncentraciju H*
iona.

3. Koncentracija kisika u suspenziji utjece na izgled krivulje rasta ove heterofermentativne
bakterije mlije¢ne kiseline. Pri mikroaerofilnim i aerobnim uvjetima trajanje faza rasta (lag faze
i eksponencijalne faze rasta) se razlikuje kao i specificna brzina rasta (w) stanica ovog soja.
Tako je na temelju eksperimentalnih podataka procijenjena specificna brzina rasta L.
mesenteroides LMG 7954 pri mikroaerofilnim uvjetima od 0,13 h, a pri aerobnim uvjetima od
0,17 h't,

4. Soj L. mesenteroides LMG 7954 prezivljava i u tzv. ekstremnim uvjetima tj. uvjetima
visokog osmotskog tlaka. Ovakvi uvjeti su uobicajeni kod nekih proizvodnih procesa, a u
laboratorijskom mijerilu su kreirani prebacivanjem suspenzije bakterijskih stanica, koje su
porasle do polovine eksponencijalne faze rasta (¢ = 4,0 h), u reakcijsku smjesu koja sadrZi
visoke koncentracije glicerola (¢ = 2,0 mol/L) i saharoze (c = 0,8 mol/L).

5. Nadalje, ovaj soj prezivljava i neinvazivan tretman ultrazvukom u uvjetima visokog
osmotskog tlaka i nastavlja eksponencijalno rasti u opisanim uvjetima uzgoja Sarznog postupka

kroz narednih 4 h pri ¢emu je vrijednost za y procijenjena na 0,12 h',
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7. PRILOZI



Prilozi
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Slika 11. Prikaz procjene vrijednosti za specificnu brzinu rasta (z = 0,13 h*; = 0,13 h1) i
to kao nagiba pravca funkcije ovisnosti In vrijednosti opticke gustoce (ODxos, o) i njezina prvog
razrjedenja (ODsos, ®) 0 vremenu trajanja eksponencijalne faze rasta (£ = 4 h) tijekom

mikroaerofilnog uzgoja soja L. mesenteroides LMG 7954.

25



Prilozi
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Slika 12. Prikaz procjene vrijednosti za specificnu brzinu rasta (z = 0,17 h*; = 0,14 h') i
to kao nagiba pravca funkcije ovisnosti In vrijednosti opti¢ke gustoce (ODsos, 0) i njezina prvog
razrjedenja (ODs0s, ®) 0 vremenu trajanja eksponencijalne faze rasta (¢ = 6 h) tijekom

aerobnog uzgoja soja L. mesenteroides LMG 7954.
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Prilozi
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Slika 13. Prikaz procjene vrijednosti za specificnu brzinu rasta (z = 0,26 h*; = 0,09 h') i
to kao nagiba pravca funkcije ovisnosti In vrijednosti opti¢ke gustoce (ODsos, 0) i njezina prvog
razrjedenja (ODs0s, ®) 0 vremenu trajanja eksponencijalne faze rasta (£) tijekom aerobnog

uzgoja u kemijski djelomicno definiranoj hranjivoj podlozi soja L. mesenteroides LMG 7954.
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Prilozi
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Slika 14. Prikaz procjene vrijednosti za specificnu brzinu rasta (z = 0,12 h*; 4 = 0,06 h't) i
to kao nagiba pravca funkcije ovisnosti In vrijednosti opti¢ke gustoce (ODsos, 0) i njezina prvog
razrjedenja (ODsos, ®) 0 vremenu trajanja eksponencijalne faze rasta (¢ = 5-8 h) tijekom

izlaganja ultrazvuku reakcijske smjese soja L. mesenteroides LMG 7954.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

ime i prezime studenta



