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Folate plays an important role in human life as one of the most important components 

for the synthesis of purine, guanine, adenine, pyrimidine and thymine. In this study, 

lactic acid bacteria (Lactococcus lactis NZ 9000 and MG 1363, Lactobacillus plantarum 

I-UL4, and Lactobacillus johnsonii DSM 20553) were investigated for the biosynthesis 

of folate. The total folate concentrations in lactic acid bacteria were determined by 

microbiological assay as a reliable method to evaluate the folate level and Lactobacillus 

rhamnosus (Lactobacillus casei, ATCC 7469) was used to analyze total folate and 

responds to most native folates. From this study, all lactic acid bacteria able to 

synthesized folate and Lb. plantarum I-UL4 exhibited as the best folate biosynthesis and 

used throughout investigation on the medium optimization.   

 

Five components of medium composition (carbon source, lactose, nitrogen source, meat 

extract and p-aminobenzoic acid (PABA)) were optimized conventionally and the 
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cultivation process was conducted in shake-flask experiment. From the investigation, 

lactose, meat extract and PABA at concentration 20 g/L, 15 g/L and 10 µM respectively 

gave significant effect towards growth of Lb. plantarum I-UL4 and folate biosynthesis. 

Thus, these three concentrations were subsequently used for further medium 

optimization study based on response surface methodology (RSM).     

 

Through RSM approach, twenty experiments of three factors in response to folate 

biosynthesis were carried out.  Estimated optimize conditions of the factors for the 

growth of Lb. plantarum I-UL4 and folate biosynthesis as suggested by RSM are as 

follows: lactose, 20 g/L; meat extract, 16.57 g/L and PABA concentration, 10 µM.  The 

optimized medium composition was then further applied in the cultivation process using 

2 L stirred tank bioreactor. Finally, about 61.89 µg/L of folate was synthesized by Lb. 

plantarum I-UL4 using the bioreactor, which was slightly higher than in shake-flask 

experiment (59.88 µg/L) using the optimized medium composition. In a conclusion, a 

better understanding of the relationship among the factors was obtained by RSM, which 

was used as a statistical tool to improve the folate biosynthesis of Lb. plantarum I-UL4 

in small and large scale cultivation. 
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Abstrak tesis yang dikemukakan kepada Senat Universiti Putra Malaysia sebagai 

memenuhi keperluan untuk ijazah Master Sains 

 

 

PENGOPTIMUMAN FORMULASI MEDIA UNTUK BIOSINTESIS FOLAT 

OLEH Lactobacillus plantarum I-UL4 MENGGUNAKAN KAEDAH 

RANGSANGAN PERMUKAAN  

 

 

Oleh 

 

NORFARINA BT MUHAMAD NOR 

 

Mei 2011 

 

 

Pengerusi :  Profesor Madya Rosfarizan Mohamad, PhD 

 

Fakulti :  Bioteknologi dan Sains Biomolekul 

 

Folat memainkan peranan yang penting dalam kehidupan manusia dimana ianya 

digunakan sebagai satu komponen untuk sintesis purin, guanin, adenin, piarimidin dan 

tiamin. Dalam kajian ini, bakteria asid laktik (Lactococcus lactis NZ 9000 and MG 

1363, Lactobacillus plantarum I-UL4, dan Lactobacillus johnsonii DSM 20553) telah di 

uji untuk biosintesis folat. Jumlah kepekatan folat dalam bakteria asid laktik ditentukan 

dengan kaedah mikrobiologi iaitu kaedah yang tepat untuk menilai tahap folat dan 

Lactobacillus rhamnosus (Lactobacillus casei, ATCC 7469) digunakan untuk 

menganalisis jumlah folat dan semua folat natif. Dalam kajian ini, semua bakteria asid 

laktik boleh mensintesiskan folat dan Lb. plantarum I-UL4 telah menunjukkan 

keupayaan untuk biosintesis folat yang terbaik dan digunakan dalam seluruh kajian 

pengoptimuman medium. 
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Lima komponen komposisi media (sumber karbon, laktosa, sumber nitrogen, ekstrak 

daging dan asid p-aminobenzoik) telah di optimumkan secara konvensional dan proses 

pertumbuhan ini dijalankan di dalam kelalang kon. Daripada kajian, laktosa, ekstrak 

daging dan PABA pada kepekatan  20 g/L, 15 g/L dan 10 µM masing-masing 

memberikan kesan pada pertumbuhan Lb. plantarum I-UL4 dan folat biosintesisnya. 

Demikian juga tiga kepekatan ini digunakan untuk kajian seterusnya dalam 

pengoptimuman medium berasaskan kaedah rangsangan permukaan (RSM). 

 

Melalui kaedah rangsangan permukaan, dua puluh eksperimen untuk tiga faktor telah 

dijalankan. Anggaran kondisi faktor yang optimum untuk pertumbuhan Lb. plantarum I-

UL4 dan penghasilan folat seperti yang disyorkan oleh RSM adalah seperti berikut: 

laktosa, 20 g/L; ekstrak daging, 16.57 g/L dan kepekatan PABA, 10 µM masing-masing. 

Medium yang optimum pada proses pertumbuhan seterusnya telah dikaji menggunakan 

bioreaktor 2 L yang berpengaduk. Akhir sekali, biosintesis folat oleh Lb. plantarum I-

UL4 menghasilkan folat sebanyak 61.89 µg/L. Dengan menggunakan medium yang 

optimum yang sama seperti di dalam bioreaktor, folat di dalam kelalang kon dihasilkan 

sebanyak 59.88 µg/L. Sebagai kesimpulan, kefahaman yang mendalam mengenai 

hubungan antara faktor-faktor tersebut telah diperolehi dari RSM, dimana ianya 

digunakan sebagai alat statistik untuk memperbaiki biosintesis folat oleh Lb. plantarum 

I-UL4 dalam skala yang kecil mahupun yang besar.  
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