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SaZetak

U ovom je radu istraZen rast i fermentativna sposobnost
bakterije Lactobacillus brevis. Da bi se proizvele visokoak-
tivne starter-kulture za pekarstvo, proveden je uzgoj bakterije
L. brevis u podlozi sa sladnim ekstraktom (40 g/L) i u podlo-
gama istog osnovnog sastava uz dodatak kvaSéeva ekstrakta, ka-
zein hidrolizata i mesnog ckstrakta kao izvora vitamina, prote-
ina i aminokiseling te uz dodatak mineralnih toari.

Eksperimenti prikazani u ovom radu pokazuju da se sladni
ckstrakt moze koristiti kao osnovni supstrat 1 proizvodnji bakterije
L. brevis. Medutim, dobiveni rezultati potvrduju da dodatak
ispitivanih hranjivih i mineralnih tvari uvelike utjede na brzinu
rasta bakterije L. brevis, a i na brzinu proizvodnje metabolita.

Najvecéa specificna brzina rasta postignuta je kada je osnovna
podloga bila obogacéena kalij-hidrogen-fosfatom, magnezij-sulfa-
tom i kvaséevim ckstraktom (0,77 1/h), dok je proizvodnja mli-
Jecne kiseline i hlapljivih kiselina postigla najvecu vrijednost
kada je uzgoj bakterije L. brevis proveden u podlozi obogacenoj
kalij-hidrogen-fosfatons i natrij-acetatom.

Uvod

Danas se u svim razvijenim zemljama, a i u Hrvat-
skoj, proizvodi stabilan kvasac dobre kakvoée koji zadovo-
ljava suvremene postupke brzog zamjesa i kratke fermen-
tacije u proizvodnji kruha. Naime, visokoaktivni pekarski
kvasac omogucuje brzo stvaranje CO,, tj. kratki proces
dizanja tijesta. I pored svih prednosti takva brza postup-
ka u proizvodnji kruha, kakvoca gotova proizvoda ne
zadovoljava u potpunosti zahtjeve potrogaca.

Da bi se poboljSala kakvoca pekarskih proizvoda,
istraZivaci su obavili inokulaciju tijesta odabranim mi-
kroorganizmima (bakterijama i/ili kvascima) koji ubrza-
vaju proizvodnju metabolita i tako pridonose poboljsa-
nju okusa i mirisa proizvoda. Prednost procesa u kojem
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Summary

This study presents the investigation of growth and fer-
mentation activity of Lactobacillus brevis bacteria. With the
aim of producing highly active starter-cultures for the bakery
industry, bacteria L. brevis was cultivated in the medium of
malt extract (40 g/L) and in media based on malt extract sup-
plemented with yeast extract, casein peptone, meat extract and
addition of minerals.

The experiment led to the conclusion that the malt extract
may be used as basic substrate for the production of L. brevis.
1t appears that the growth of bacteria L. brevis, as well as the
metabolites production, depend to a large extent on the compo-
sition of the medium used.

The most satisfying specific growth rate was achicved when
the medium was enriched with potassium hydrogen phosphate,
magnesium sulphate, and yeast extract (0.77 1/h). On the other
hand, the production of metabolites, lactic and acctic acid, was
higher when the medium was enriched with potassium hydro-
gen phosphate and sodium acetate.

se upotrebljava kiselo tijesto od raZenog i pSeni¢nog bragna
u pripravi gotovih proizvoda utvrdili su mnogi istraZi-
vadi (1-4). Posebna pozornost usmjerena je na uporabu
bakterija iz roda Lactobacillus u mjeSovitim kulturama s
kvascima (2,3). Primjena tih kultura dogla je do izraZaja
u proizvodnji raZenog kruha, peciva i slastica (panetona).

Od Lactobacillus vrsta za kiseljenje tijesta primjenjuju
se homofermentativne i heterofermentativne vrste. Dr7i
se da bakterija L. plantarum od homofermentativnih bak-
terija ima najveée znadenje u pripravi kiselih tijesta (2).
Medutim, zbog vaZnosti proizvodnje smjese metabolita
(mlije¢na i octena kiselina, ugljik-(IV)-oksid) znaéajnije
su heterofermentativne bakterije od kojih treba spome-
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nuti bakterije L. brevis i L. sanfrancisko (3). Naime, kise-
lienjem tijesta navedenim bakterijama sintetiziraju se aro-
matiéne supstancije i prekurzori arome, poboljsavaju se
svojstva tijesta, tj. njegova elastitnost, Sto se ocituje u bo-
ljoj strukturi kore kruha, aromati¢nijem okusu, produlje-
nju trajnosti te smanjenju mrvljenja i kvarenja kruha (5).

IstraZivadi posebno naglasavaju vaZnost primjene bak-
terije L. brevis u kiseljenju tijesta (6-8). Naime, dodatkom
vode u tijesto aktiviraju se amilaze brasna ¢ime pocinje
razgradnja kroba do maltoze. Kako bakterija L. brevis vrlo
dobro asimilira maltozu, prisutnosti fizioloski aktivne
bakterije L. brevis u starter-kulturi omogucuje fermenta-
ciju maltoze do osnovnih kiselina, mlije¢ne i octene, koje
gotovom proizvodu daju potrebnu aromu i svjeZinu.

Da bi se proizvodace pekarskih proizvoda moglo
opskrbiti aktivnim mikrobnim kulturama, vaZan je oda-
bir podloge prikladne za uzgoj fizioloski aktivne starter-
kulture, koja u fermentaciji tijesta utje€e na snizivanje
pH-vrijednosti, proizvodnjom mlije¢ne kiseline i hlap-
ljivih kiselina (u najvecoj mjeri octene) u Zeljenom mase-
nom omjeru (4:1). U ovom je radu za pripravu startera
odabrana podloga na bazi sladnog ekstrakta, a kao star-
ter-kultura upotrijebljena bakterija L. brevis. Sladni ekstrakt
sadrZava oko 70 % fermentabilnih $ecera, a bogat je ami-
nokiselinama i vitaminima, tvarima prijeko potrebnim za
dobar rast bakterije L. brevis (9). Dodatak tvari za stimu-
laciju rasta bakterije L. brevis u osnovnu podlogu utjece
na dobar puferski sustav, $to nakon uzgoja omogucuje
odrZavanje starter-kulture dulje vrijeme u aktivnem fizi-
oloskom stanju (10).

Materijal i metode rada

Radni mikroorganizam

U radu je primijenjena liofilizirana kultura bakterije
L. brevis, oznadene pod brojem 62, dobivena iz Labora-
torija CHR HANSENS' (Danska). Kultura je reaktivirana
i odrZavana u modificiranoj MRS- podlozi (naziv podlo-
ge uzet je prema pocetnim slovima autora) (9). Glukoza
je zamijenjena istom koli¢inom maltoze. Bakterija L. bre-
vis ¢uvana je na ¢vrstoj MRS-podlozi s 15 g/L Difco-aga-
ra. MRS-podloga pripremljena je otapanjem 20 g malto-
ze, 10 g kazein hidrolizata, 10 g kvasfeva ekstrakta, 5 g
kalij-hidrogenfosfata, 2 g amonij-citrata, 2 g natrij-aceta-
ta, 0,05 g mangan-sulfata, 2 g magnezij-sulfata, 1 g Tween
80 i 15 g agara u destiliranoj vodi i dopunjena do 1 L,
a pH-vrijednost otopine bila je 6,5.

Priprema cjepiva

S kosog agara kultura L. brevis precijepliena je u epru-
vete koje su sadrzavale po 10 mL tekude sterilne modi-
ficirane MRS-podloge. Inkubacija je provedena u termo-
statskoj komori pri 37 °C tijekom 24 h.

Priprema podloge i uzgoj bakterije L. brevis

Uzgoj je proveden u podlogama na bazi sladnog ek-
strakta uz dodatak hranjivih i mineralnih tvari potrebnih
za stimulaciju rasta kulture L. brevis. Sastav podloga za
uzgoj prikazan je u tablici 1. Uzgoj je proveden u Erlen-
meyerovim tikvicama od 500 mL (s 200 mL podloge), u
termostatu pri 37 °C tijekom 24 sata.

Tablica 1. Podloge za uzgoj bakterija L. brevis
Table 1. Media for the growth of bacteria L. brevis

o Masenakoncentracija
Podloga Sastojci Mass concentration
Medium Ingredient
g/L

Osnovna podloga
(podloga 1) Sladni ekstrakt 40
Basic medium Malt extract
(medium 1)
Podloga 2 Sladni ekstrat 40
Medium 2 Malt extract

K;HPO, 2,0

MgSCh - 4H20 2,0
Podloga 3 Sladni ekstrakt 40
Medium 3 Malt extract

K;HPO, 2,0

CH; - COONa 20
Podloga 4 Sladni ekstrakt 40
Medium 4 Malt extract

Kvasdev ekstrakt 50

Yeast extract -

K;HPO, 20

MgSO), - 4H,0 2,0
Podloga 5 Sladni ekstrakt 40
Medium 5 Malt extract

Kazein hidrolizat 10

Casein peptone

Mesni ekstrakt 10

Meat extract

Kvascev ekstrakt 5

Yeast extract 2

CH;COONa 20

Analiticke metode

Hlapljive kiseline mjerene su metodom po Mustro-
viéu (11). Slobodna mlijeéna kiselina odredivana je me-
todom po Gregru (12). Broj Zivih bakterija tijekom uzgoja
pracen je brojenjem kolonija izraslih u Petrijevim zdjeli-
cama na ¢vrstoj MRS-podlozi. Nakon 48 sati inkubacije
pri 30 °C izbrojene su izrasle kolonije, 5to je prera¢unano
na broj Zivih bakterija u mililitru komine.

Prirast broja bakterija izra¢unan je prema izrazu:

AN = N; - N, gdje je,
N; — broj bakterija nakon 24 sati uzgoja
u 1 mL komine
N, — pocetni broj bakterija u 1 mL komine

Maksimalna specifiéna brzina rasta izratunana je u
eksponencijalnoj fazi rasta prema izrazu:

In (Nz = Nl)

&-h gdje je,

Hmax =

N, — broj bakterija u 1 mL komine na kraju
eksponencijalne faze rasta

N; - broj bakterija u 1 mL komine na pocetku
eksponencijalne faze rasta

t; — vrijeme na kraju eksponencijalne faze rasta

t; = vrijeme na pocetku eksponencijalne faze rasta
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Rezultati i rasprava

Sladni je ekstrakt izabran za umnoZavanje bakterije
L. brevis jer je to relativno jeftina, a po sastavu komplek-
sna podloga, koja kao osnovni Secer sadrZava maltozu.
Neki autori (13) navode da bakterija L. sanfrancisko i ne-
ke druge heterofermentativne bakterije dobro previru
maltozu. Kako danas geneti¢ari drZe da je L. sanfrancisko
identi¢an bakteriji L. brevis var. lindneri, a po fizioloskim
znadajkama sli¢an temeljnoj bakteriji L. brevis, ta je bak-
terija odabrana u ovom radu. Osnovni cilj rada bio je
odrediti kinetiku rasta bakterije L. brevis na podlozi koja
kao osnovni sastojak sadrZava sladni ekstrakt te optimirati
tu podlogu za proizvodnju starter-kulture u pekarstvu.

Na slici 1 prikazan je rast bakterije L. brevis u pod-
lozi koja je sadrZavala samo sladni ekstrakt (osnovna
podloga). Bududi da sladni ekstrakt, osim fermentabilnih
Secera, sadrZava i razli¢ite aminokiseline (9,14), posti-
gnut je dobar rast stanica bakterije L. brevis (9,1x10°/mL
komine). Medutim, mali prinosi mlije¢ne kiseline (3,6 g/L)
i hlapljivih kiselina (0,6 g/L) nakon provedene fermen-
tacije tijekom 24 sata upucuju na nedovoljno fizioloski
aktivnu starter-kulturu. Da bi se povedala brzina rasta
bakterije L. brevis i pobolj§ala njezina fermentativna ak-
tivnost, osnovna je podloga bila obogadena dodacima
koji, prema literaturnim podacima, pospjesuju rast bak-
terija mlije¢no-kiselog vrenja (9,14).

Osnovni pokazatelji kinetike rasta bakterije L. brevis
i proizvodnje metabolita u razli¢itim podlogama nakon
24 sata submerznog uzgoja u Erlenmeyerovim tikvicama
(500 mL) pri 37 °C prikazani su u tablici 2.

Kako je vidljivo iz tablice 2, ve¢ dodatak anorganskog
fosfata i prisutnosti kationa (Mg povoljno utje¢u na
brzinu rasta bakterije L. brevis, a jo§ vie na proizvodnju
metabolita (podloga 2). To potvrduje nalaze nekih autora
koji drze da je za dobar rast bakterija roda Lactobacillus
potrebna prisutnost kationa Mg'?, Mn*?, Fe'? i izvora anor-
ganskog fosfata (14). U skladu s tim dodatkom kalij-hi-
drogenfosfata i natrij-acetata (podloga 3, tablica 2) jo$ vi-
Se je pospjeSena proizvodnja mlije¢ne kiseline i hlapljivih
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Slika 1. Krivulja rasta, promjena pH-vrijednosti (A) i proizvod-
nja metabolita (B) tijekom uzgoja bakterije L. brevis u osnovnoj
podlozi (sladni ekstrakt 40 g/L)

Fig. 1. Growth rate, changes of pH value (A) and production of
metabolites (B) during cultivation of bacteria L. brevis in basic
medium (malt extract 40 g/L).

Tablica 2. Pregled rezultata za ocjenu rasta i fizioloske aktivnosti bakterije L. brevis
Table 2. Review of results for estimation of the physiological state of L. brevis bacteria

Proizvodnja metabolita tijekom 24 h

Metabolite production for 24 h

. stanica

Fodlogd mlijetna kiselin hlapljivekiseline cell

R lactic acid volatile acids T

g/L g/L

Osnovna podloga (podloga 1) 33 i Bt
Basic medium (medium 1) 4 / :
Podloga 2 9
Medium 2 58 08 1,9 x 10
Podloga 3 @
Medium 3 10,5 3,6 2,1 %10
Podloga 4 3
Medium 4 82 07 39 x 10
Podloga 5 9
Medium 5 82 2,2 3,2 %10

* Sastav podloga prikazan je u tablici 1
Media composition is shown in Table 1
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kiselina, a takoder je bio veéi prirast stanica. Naime, ka-
lij-hidrogenfosfat i natrij-acetat utje¢u na veli¢inu stanica
a time i na fiziolosku aktivnost, ¢ime se mogu objasniti
dobri rezultati dobiveni fermentacijom bakterije L. brevis
u toj podlozi (14).

Poznato je da kvascev ekstrakt koji sadrZava razlici-
te vitamine i aminokiseline pospjesuje rast vec¢ine mikro-
organizama (9). Da bi se to provjerilo u ovom radu, u
podlogu 4 dodani su kvaséev ekstrakt te kalij-hidrogen
fosfat i magnezijeve soli. Rezultati uzgoja bakterije na tako
obogadenoj podlozi prikazani su na slici 2 i u tablici 2.

Vidljivo je da je na tako obogadenoj osnovnoj pod-
lozi postignut maksimalan rast bakterije L. brevis pri ¢emu
je na kraju uzgoja (24 h) postignuta koncentracija stanica
od 9,6 x 10° /mlL komine. Medutim, prinosi mlije¢ne ki-
seline, a napose hlapljivih kiselina, bili su nesto niZi ne-
go u podlozi 3. Dobiveni rezultati potvrduju literaturne
podatke da je za optimalan rast bakterije L. brevis bilo

log N pH
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Slika 2. Krivulja rasta, promjena pH-vrijednosti (A) i proizvod-
nja metabolita (B) tjekom uzgoja bakterije L. brevis u osnovnoj
podlozi uz dodatak kvadceva ekstrakta, kalij-hidrogenfosfata i
magnezij-sulfata (podloga 4).
Fig. 2. Growth rate, changes of pH value (A) and production of
metabolites (B) during cultivation of bacteria L. brevis in me-
dium with addition of yeast extract, potassium phosphate, and
magnesium sulphate (medium 4).
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Slika 3. Utjecaj sastava podloge na specifi¢nu brzinu rasta bakterije
L. brevis. (Sastav podloga 1-5 prikazan je u tablici 1.).
Fig. 3. Influence of medium composition on the specific growth
rate of bacteria L. brevis. (Compositions of media 1-5 is shown
in Table 1)

potrebno osigurati dodatni izvor vitamina i aminokiseli-
na u obliku kvaséeva ekstrakta.

Takoder je pracen rast i proizvodnja metabolita bak-
terije L. brevis u podlozi kojoj je osim kvasdeva ekstrakta
dodan kazein hidrolizat i mesni ekstrakt (podloga 5, ta-
blica 2). lako je ta podloga sadrzavala vise izvora vita-
mina, aminokiselina i proteina nego podloga 4, nije po-
stignut vedi prirast stanica, ali je prinos hlapljivih kiselina
bio bolji. Bolji rast bakterije L. brevis u podlozi 4 moze
se objasniti ¢injenicom $to je tijekom fermentacije pad
pH-vrijednosti tekao sporije u usporedbi s njezinim
smanjenjem u podlozi 5 pa je postignut i bolji rast bak-
terije L. brevis. Dodatak kalij-hidrogenfosfata u podlogu
4 svojim puferskim svojstvima utjecao je na sporiji pad
pH-vrijednosti podloge. Maksimalna specifitna brzina
rasta bakterije L. brevis postignuta je kada je pH pao do
55 (0,77 1/h). Naime, potvrdeno je da bakterije roda Lac-
tobacillus najbolje rastu u slabo kiselom mediju (pH do
5,5) (8,15).

Utjecaj sastava podloge na specifi¢nu brzinu rasta bak-
terije L. brevis saZeto je prikazan histogramski na slici 3.

Na slici 3 takoder se vidi da dodatak stimulatora ra-
sta u podlogu znatno povecava specificnu brzinu rasta
bakterije L. brevis, Sto je u suglasnosti s literaturnim na-
vodima (9,14). te da je najveca vrijednost (0,77 1/h) po-
stignuta u podlozi 4. Prethodnim istraZivanjima utvrde-
no je da se, u istim uvjetima uzgoja kao u ovom radu,
u MRS-podlozi postize maksimalna specifi¢na brzina ra-
sta bakterije L. brevis od 1,02 1/h (16). Medutim, to je bo-
gata podloga sloZena kemijskog sastava i vrlo je skupa.

Postignuti rezultati pokazuju da su (unato¢ optimal-
nom rastu bakterije L. brevis u podlozi 4) podloge 31 5
prikladnije za pripremu starter-kulture za pekarstvo jer
omogucuju dobar rast i Zeljenu fiziolosku aktivnost bak-
terije L. brevis. Naime, u spomenutim podlogama (3 i 5),
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koje su kudikamo jeftinije od MRS-podloge, postiZe se
optimalan odnos mlije¢ne kiseline i hlapljivih kiselina uz
zadovoljavajuéi rast bakterije L. brevis, to je potpuno u
suglasju s literaturnim podacima (1,4,8) i zahtjevima pe-
karske industrije za proizvodnju panetona i raZenog kru-
ha (4,18).

S umnoZenom biomasom bakterije L. brevis u podlo-
zi 3 provedena je fermentacija tijesta radi provijere njezine
fiziologke aktivnosti. Za usporedbu provedena je fermenta-
cija tijesta s umnoZenom biomasom bakterije L. brevis u
MRS-podlozi (20). Rezultati su pokazali vrlo dobru fizi-
olosku aktivnost bakterije umnoZene u podlozi 3. Nai-
me, postignuti su dobri prinosi mlije¢ne i hlapljivih ki-
selina u Zeljenom omjeru. Utvrdeno je takoder da su
prinosi mlije¢ne i hlapljivih kiselina inokulacijom tijesta
s biomasom iz MRS-podloge bili samo vigi 5-10 %.

Zakljucak

Prema postignutim rezultatima moZe se zaklju&iti da
je podloga na bazi sladnog ekstrakta (40 g/L) prikladna
7a uzgoj bakterije L. brevis. Medutim, za uzgoj te bakte-
rije kao starter-kulture u pekarstvu tu je podlogu bilo
prijeko potrebno optimirati. Dodatkom kvagéeva ek-
strakta postignut je bolji rast bakterije L. brevis, ali ne i
zadovoljavajuca proizvodnja metabolita. Daljnjim obo-
gadivanjem podloge, dodatkom stimulatora rasta u obli-
ku kazein hidrolizata i mesnog ekstrakta, postignut je jo§
brzi rast i zadovoljavajuca proizvodnja metabolita. Najbo-
lia proizvodnja metabolita postignuta je u podlozi koja
je osim sladnog ekstrakta (40 g/L) sadrZavala kalij-hi-
drogenfosfat (2 g/L) i natrij-acetat (2 g/L). Dobra fizio-
loska aktivnost uzgojene kulture te zadovoljavajucéa kineti-
ka rasta bakterije L. brevis uputili su na konaénu ocjenu da
je ta podloga prikladna za uzgoj starter-kulture u pekar-
stvu. Mogucénost zamjene kompleksne i skupe MRS-po-
dloge s jeftinijom podlogom na bazi sladnog ekstrakta
uz dodatak kalij-hidrogenfosfata i Na-acetata pridonosi
ekonomicnosti proizvodnje pekarskih proizvoda s pomocu
starter-kultura.

Extended Abstract

For the cultivation of L. brevis bacteria, malt extract
was chosen as a basic substrate, because it is relatively
cheap. On the other hand, this medium is not rich enough
in vitamins and aminoacids, components which are con-
sidered to be very important for the growth of bacteria.

For this reason the cultivation kinetics of bacteria used
in malt extract medium supplemented with yeast extract
wich contains vitamins, aminoacids and added mineral
was investigated. The cultivation of L. brevis bacteria has
been conducted under anaerobic conditions at 37 °C.
Results in Fig. 1 show the possibility of using malt ex-
tract medium as the basic supstrate for the production
of L. brevis bacteria. The results of cultivation in media
2-5 proved that the growth of bacteria L. brevis as well
as the metabolite production depended to a large extent
on the different components of the basic medium.

Namely, the components wich have been used for
the enrichment of malt extract medium improved con-
siderably the growth kinetic of bacteria I. brevis and the
production of metabolites (lactic acid and volatile acids).
The most satisfying specific growth rate was achieved
when the medium was enriched with potassium hydro-
gen phosphate, magnesium sulphate and yeast extract.
On the other hand, the production of metabolites, lactic
acid and volatile acids, were higher when the medium
was enriched with potassium hydrogen phosphate and
sodium acetate.

The results presented in this paper show that malt
extract could be used as the basic substrate for the pro-
duction of bacteria L. brevis. Also it is important to point
out that the optimal physiological state of used bacteria
can be achieved when medium was enriched with po-
tassium hydrogen phosphate and sodium acetate.
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