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1. UVOD

S godinama je doslo do sve vece potraznje za probiotickim bakterijama, a posebno nakon Sto
je otkriven velik broj njihovih povoljnih zdravstvenih ucinaka. Probiotici mogu imati preventivni
ili terapijski ucinak, ovisno o stanju organizma u koji ih unosimo pa je zapocela njihova Siroka
primjena u razli¢itim proizvodima, prvenstveno u fermentiranim mlijeCnim proizvodima, ali i u
razliCitim proizvodima ne-mlijeCnog podrijetla kao Sto su fermentirano voce i povrce. Isto tako
je u danasnje vrijeme sve Sira i njihova upotreba u funkcionalnoj hrani i farmaceutskim
pripravcima. S obzirom da su probioticke bakterije, kao Sto je ve¢ spomenuto, prvo koriStene
najvise u mlijeCnim proizvodima, nakon nekog vremena postavljeno je pitanje kako ih uciniti
dostupnim ljudima koji ne koriste mlije¢ne proizvode poput vegana te zbog onih koji zbog
zdravstvenih razloga ne mogu konzumirati mlijeCne proizvode jer su intolerantni na laktozu ili
imaju probleme s visokom razinom kolesterola. Zbog sve vecih zahtjeva potrosaca za
probiotickim proizvodima koji nisu mlijeCnog podrijetla, zapocela je primjena velikog broja
bakterija mlijecne kiseline u vocu i povrcu za proizvodnju probiotickih napitaka. Voce i povrée je
samo po sebi zdrava hrana s puno vitamina, minerala, dijetalnih vlakana, a takoder je i izuzetno
bogata antioksidansima te se zbog toga vole i povrée sve viSe istrazuje za primjenu u
funkcionalnim napitcima. Osim primjene u vocu i povréu, farmaceutska industrija pocela je u
novije vrijeme proizvoditi razlicite farmaceutske pripravke s probioticima te na taj nacin proSiriti
njihovu dostupnost, ali i njihovo koriStenje u bolnicama za prevenciju odredenih stanja te u
obliku enteralne prehrane za pacijente koji ne mogu unositi hranu na usta zbog razlicitih bolesti

ili stanja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Opcenito

2.1.1. Bakterije mlijecne kiseline

Bakterije mlijecne kiseline (BMK) Cine heterogenu skupinu bakterija koje imaju znacajnu ulogu
u procesu fermentacije. Bakterije mlijeCne kiseline su gram-pozitivne, nesporogene i
mikroaerofilne bakterije s niskim udjelom GC (gvanin+citozin) baza, a prema obliku mogu
podijeliti na koke i Stapicaste bakterije (Bintsis, 2018). One su otporne na kisele uvjete s obzirom
da proizvode mlijecnu kiselinu iz razli¢itih ugljikohidrata kao glavni produkt metabolizma. BMK
koje se najcesce koriste kao starter kulture u proizvodnji fermentirane hrane pripadaju rodovima
Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, i Streptococcus, a bakterije iz roda

Bifidobacterium takoder se Cesto nalaze u probiotickoj hrani (Broadbent i sur., 2013).

Prema produktima metabolizma, bakterije mlijecne kiseline dijele se na homofermentativne i
heterofermentativne. Homofermentativne kao produkt reakcije razgradnje ugljikohidrata daju
samo mlijecnu kiselinu, dok heterofermentativne uz mlijecnu kiselinu kao glavni produkt daju i
neke nusprodukte kao Sto su ugljikov dioksid, etanol i acetat. Bakterije mlijene kiseline imaju

GRAS status (eng/. Generally Recognized As Safe) Sto ih ¢ini pogodnim za humanu upotrebu.

2.1.2. Probiotici, prebiotici, sinbioticki koncept

Probiotik je jedna ili vise kultura zivih mikroorganizama koji, primijenjeni u ljudi ili Zivotinja,
djeluju korisno na domacina, poboljSavajuci svojstva autohtone mikroflore probavnog sustava
domacina (Suskovi¢, 1996). Naziv probiotik dolazi iz gréke rijedi ,pro bios" koja oznacava ,za
Zivot", a definicija probiotika se s godinama nadogradivala. Objasnjenje naziva probiotik prvi su
dali Lilly i Stillwell (1965) koji su tim nazivom nazvali spojeve koje proizvode organizmi koji
potiCu rast drugih organizama. Parker (1974) je probioticima nazvao spojeve koji su se koristili
za prehranu Zivotinja, a djelovanjem na crijevnu mikrofloru su poboljSavali zdravlje Zivotinja.
Prema Periti i Tonelli (2001) probiotici se mogu podijeliti na bioterapeutike (farmaceutike) i
probioticke kulture. Bioterapeutici su proizvodi koji se koriste za terapiju ili prevenciju bolesti te
se nazivaju zivim lijekovima, a obuhvacaju kvasce i laktobacile. S druge strane, probioticke
kulture koriste se u proizvodima koji imaju pozitivho djelovanje na zdravlje (slika 1), a mogu se
koristiti kao funkcionalna hrana (hrana i bakterije) ili kao dodaci hrani (bakterije). Probioticke
kulture stabiliziraju ravnotezu intestinalne mikrobiote nakon koristenja antibiotika; produkcijom
octene i mlijecne kiseline, bakteriocina i drugih antimikrobnih spojeva smanjuju razinu patogenih

bakterija, stimuliraju imunoloski sustav i poboljSavaju probavu laktoze u laktoza intolerantnim



pojedincima. Probioticke bakterije smanjuju rizik od razvoja raka debelog crijeva, djeluju
preventivno na kardiovaskularne bolesti, reduciraju kolesterol u plazmi, smanjuju hipertenziju

te djeluju preventivno na urogenitalne infekcije (Kechagia i sur., 2013).

Prebiotici su prehrambeni sastojci koji nisu probavljivi, a koji blagotvorno utjeCu na domacina
selektivnom stimulacijom rasta ili aktivnosti jedne ili ograni¢enog broja bakterija u debelom
crijevu i tako poboljSavaju zdravlje domacina (Glenn i Roberfroid, 1995). Najpoznatiji prebiotici
su oligosaharidi, fruktani, Secerni alkoholi i kompleksi polisaharida. Sinbioticki koncept ukljucuje
zajednicko djelovanje probiotika i prebiotika na poboljSanje zdravlja domadina (Schrezenmeir i
de Vrese, 2001) (slika 2).
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Slika 1. Pozitivna djelovanja probiotika (prilagodeno prema Kechagia i sur., 2013)
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Slika 2. Sinbioticki koncept (Schrezenmeir i de Vrese, 2001)



2.1.3. Mehanizam djelovanja probiotika

Mehanizam djelovanja probiotika nije u potpunosti razjasnjen, medutim, prema dosadasnjim
istrazivanjima, postoje 2 moguca nacina djelovanja probiotika. Prvi od njih je lokalno djelovanje
probiotika u crijevima, a drugi se temelji na modulaciji imunoloskog sustava domacina (Guarner
i sur., 2008). Na slici 3 prikazani su nacini lokalnog djelovanja probiotika te nacini na koje

probiotici moduliraju imunoloski sustav.

e

Lokalno djelovanje probiotika

eRazgradnja hrane i konzumacija nutrijenata potrebnih za razvoj patogena
eRegulacija pH u crijevima

Jacanje crijevne zastitne barijere

eHvatanje slobodnih radikala

eStimulacija proizvodnje mucina

eNatjecanje za receptor-vezaju¢a mjesta s patogenima

eModulacija i razgradnja toksina patogenih mikroorganizama
P

Modulacija imunoloskog sustava

eAktivacija lokalnih makrofaga i stimulacija proizvodnje imunoglobulina
eSmanjenje preosjetljivosti na antigene iz hrane
eModulacija profila upalnih citokina

Slika 3. Mehanizmi djelovanja probiotika (Guarner i sur., 2008)

2.1.4. Funkcionalna hrana i starter kulture

Pojam funkcionalne hrane prvo je uveden u Japanu gdje se tijekom 1980-ih godina razvijao
koncept hrane s povoljnim djelovanjem na zdravlje (Siro i sur., 2008). Funkcionalna hrana se
definira kao hrana koja osim svoje osnovne funkcije, odnosno prehrane organizma, ima
dokazane zdravstvene prednosti koje smanjuju rizik od odredenih kroni¢nih bolesti ili ima ciljane
blagotvorne ucinke izvan svojih osnovnih prehrambenih uloga (Doyon i Labrecque, 2008).
Procjenjuje se da probioticka hrana ¢ini 60-70 % trzista funkcionalne hrane (Tripathi i Giri,
2014), a njezina klasifikacija prikazana je na slici 4. U farmaceutskoj industriji se funkcionalna

hrana naziva jos i nutraceuticima.

Fermentirana hrana obuhvaca hranu i napitke koji su dobiveni kontroliranim rastom
mikroorganizama i konverzijom odredenih komponenti enzimskim reakcijama (Dimidi i sur.,
2019). Kao starter kulture kod proizvodnje fermentirane hrane najceSce se koriste bakterije

mlijeCne kiseline, kvasci i plijesni.



Starter kulture su pripravci koji sadrze zive mikroorganizme, a primjenjuju se za dobivanje
razli¢itih fermentiranih namirnica s krajnjim ciljem oplemenjivanja tih namirnica s razliCitim
proizvodima metabolizma upotrijebljenih starter kultura (Suskovi¢, 2005). Funkcionalne starter
kulture definiraju se kao kulture koje posjeduju barem jedno funkcionalno svojstvo s krajnjim
ciliem poboljSavanja kvalitete kona¢nog proizvoda koji ¢e imati pozitivan ucinak na zdravlje i

fiziologiju potrosaca (Suskovi¢, 2005).

P
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Slika 4. Klasifikacija probioti¢ke hrane (Aspri i sur., 2020)

2.1.5. Bakterije mlijecne kiseline kao probiotici

Antimikrobni uc¢inak bakterija mlije¢ne kiseline potjece od nekoliko razlicitih produkata koji
nastaju. Bakterije mlijecne kiseline sintetiziraju organske kiseline (prvenstveno mlije¢nu i octenu
kiselinu) koje snizavaju pH pa omogucavaju antagonisticki ucinak, a takoder proizvode i diacetil

i vodikov peroksid te bakteriocine koji takoder omogucéavaju antagonisti¢ko djelovanje.

Lactobacillus casei grupa (LCG) obuhvaca vrste Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei i
Lactobacillus rhamnosus kao Sto je prikazano na slici 5 (Felis i Dellaglio, 2007). Komercijalno

se ove bakterije koriste u fermentaciji mlijecnih proizvoda pri ¢emu se dobiva hrana poboljSane
5



teksture i okusa, dok su s druge strane, u ovim bakterijama pronadeni razli¢iti bioaktivni
metaboliti s izuzetno povoljnim djelovanjem na ljudsko zdravlje (Dietrich i sur., 2014) te se u
posljednje vrijeme provode mnoga istrazivanja upravo u cilju otkrivanja Sto vise povoljnih
svojstava Cime su ove bakterije i dobile status probiotika. Kao Sto je ve¢ navedeno, LCG grupa
obuhvada 3 bakterijske vrste koje su genotipski i fenotipski izuzetno slicne te se radi o
fakultativho heterofermentativnim vrstama. Razlike izmedu ovih sojeva bile su predmet mnogih
istrazivanja s obzirom na njihovu komercijalnu vaznost pa se i njihova klasifikacija mijenjala s
godinama. Cilj tih istraZivanja bio je utvrditi toCne karakteristike svake vrste da bi se mogle
upotrebljavati sa sigurnoscu i bez opasnosti. S godinama je upotreba ovih bakterija napredovala
pa nakon primarne upotrebe u proizvodnji mlije¢nih proizvoda i fermentirane hrane, danas imaju

sve vecu upotrebu u prehrambenoj industriji, biotehnologiji i medicini (Hill i sur., 2018).

oo ‘_\—\

A_actobacillus Lactobacillus \

\_  paracasei casei /

T ,,-/'/
e

Lactobacillus
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Slika 5. Bakterije koje Cine Lactobacillus casei grupu (Felis i Dellaglio, 2007)



2.2. Funkcionalna uloga Lactobacillus caseii Lactobacillus paracasei
kod razlicitih bolesti i stanja

2.2.1. Utjecaj na imunoloski sustav

Odredene bakterije mlijene kiseline koje su prisutne u proizvodima od fermentiranog mlijeka,
nakon Sto koloniziraju crijeva domacina, imaju ulogu u aktiviranju imunoloskog sustava (De
Simone, 1986). Oralna primjena Lb. casei poboljSava funkciju peritonealnih makrofaga i
poboljSava produkcija IgA (Sato i sur., 1988) te na taj nacin aktivira imunoloski sustav. Marin i
sur. (1997) proveli su studiju o utjecaju laktobacila iz mlijecnih proizvoda na produkciju citokina
koje proizvode makrofagi te je za vecinu sojeva otkriveno da izravna interakcija sojeva s
makrofagima uzrokuje povecanje produkcije interleukina. Time je otkriveno da Lb. casei moze
djelovati preventivno na entericke infekcije te potaknuti sekreciju IgA kod pothranjenih zZivotinja,
a takoder potice i translokaciju bakterija. Uzimanje jogurta moglo bi inhibirati ili sprijeciti rast
karcinoma debelog crijeva povec¢anom aktivnos¢u IgA, makrofaga i T-stanica. Takoder, na slici

6 prikazana su joS neka utvrdena pozitivna djelovanja probiotickih vrsta na imunoloski sustav.

prevencija
. _enterickih infekcija -

Lactobacillus sp.

prevencija alergija «~  imunomodulacija u '
na hranu . bolestima sluznice -

Slika 6. Imunoloski efekti bakterija roda Lactobacillus (Marin i sur., 1997; Isolauri, 1995;
Marteau i Rambaud, 1993)

2.2.2. Koronarna bolest srca

Koronarna bolest srca najceséi je uzrocnik smrti u svijetu, a osobe s poviSenom razinom
kolesterola posebno su rizi¢ne skupine jer je 3 puta veca Sansa da ce dozivjeti srcani udar. S
godinama je zapoceto istrazivanje bakterija mlijecne kiseline kao probiotickih sojeva koji bi mogli
djelovati na smanjenje razine kolesterola i na taj nacin smanjiti mogucnost razvoja koronarne
bolesti srca. Albano i sur. (2018) proveli su ispitivanje u kojem su ispitane vrste Lactobacillus

casei VC199, Lactobacillus paracasei ssp. paracasel SE160 i VC213, Lactobacillus plantarum

7



VS166 i VS513, Enterococcus faecium N C223 i Enterococcus /lactis BT161 te je utvrdeno da ove
bakterije smanjuju razinu kolesterol za 42 do 55 % te su nakon toga te bakterije upotrijebljene
u proizvodniji sira. Rezultati su pokazali da je tijekom zrenja sira kod kojeg su prisutne ove
bakterije doSlo do pada razine kolesterola tijekom procesa, a najvecu redukciju kolesterola u
vrijednosti od 23 % pokazala je vrsta Lb. paracasei. Dodane kulture nisu pokazale nikakve loSe

utjecaje na senzorska svojstva proizvedenog sira.

2.2.3. Funkcionalna uloga Lactobacillus casei u lijecenju i prevenciji koznih
bolesti

KoZa je najvedi organ ljudskog tijela i kao takva predstavlja glavnu barijeru za prolaz vanjskih
faktora ukljucujuéi fizikalne, kemijske i mikrobne prijetnje. Na koZi se nalazi mnoStvo
mikroorganizama cija simbioza stvara mikrobiotu koZe koja ima vaZnu ulogu u imunoloskom
sustavu Covjeka jer produkcijom prirodnih antimikrobnih spojeva, aktivacijom razliitih signalnih
puteva i modulacijom upalnih odgovora stiti Covjeka od Stetnih mikroorganizama (Cogen i sur.,
2008). Postoji relativno mali broj studija koje su se bavile istraZivanjem utjecaja probiotickih
bakterija na zdravlje koze, medutim Lee i sur. (2015) dokazali su da koriStenje odredenih
probiotickih bakterija na dnevnoj bazi doprinosi poboljSanju svojstava koze, odnosno ¢ini ju
hidratiziranijom, smanjuje dubinu postojecih bora te poveéava njezin sjaj i elasti¢nost (slika 7).
Na slici 8 prikazana je povezanost razliCitih koznih bolesti s mehanizmima prevencije koji su

posljedica djelovanja probiotika i prebiotika.
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Slika 7. Djelovanje probiotika na kozu (Lee i sur., 2015)
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Slika 8. Povezanost razliCitih koznih bolesti s mehanizmima prevencije koji su posljedica

djelovanja probiotika i prebiotika (Lolou i Panayiotidis, 2019)

2.2.3.1. Alergijski kontaktni dermatitis (AKD)

Alergijski kontaktni dermatitis nastaje kad koza dode u kontakt s odredenim alergenom koji tada
izaziva alergijsku reakciju. Simptomi alergijskog kontaktnog dermatitisa mogu biti razliciti, ali
uglavnom ukljucuju upalu, svrbez, suhu kozu i mjehuri¢e. Alergijska reakcija je regulirana
pomocu CD4* T-stanica na nacin da peptidi iz alergena aktiviraju citokine tipa Th-2, koje
produciraju CD4* T-limfociti, ukljucujuéi i interleukine 4, 5 i 13 (Woodfolk, 2007). Razlicitim
istrazivanjima je utvrdeno da probiotici i prebiotici djeluju preventivno na razvoj AKD-a i
posljedicno umanjuju njegove simptome. Najvazniju ulogu u tome imaju probioticke bakterije
Lactobacillus casei koje smanjuju upalnu reakciju na nacin da inhibiraju INF-y tako da
produciraju CD8* efektorske T-stanice (Chapat i sur., 2004) ili mehanizmom koji podrazumijeva
ukljucenje regulatornih CD4* T-stanica (Hacini-Rachinel i sur., 2009). Takoder, dokazano je i da
Lb. caseipovecava proizvodnju IL-10, protuupalnog citokina, na nacin da potice aktiviranje CD4*
i CD25* T-regija te na taj nacin dodatno podrzava specificni nacin djelovanja protiv upalnih

procesa.



2.2.3.2. Infekcije koze - rane

NajviSe infekcija koze nastaje kada dode do otvaranja koze te se ona inficira patogenim
mikroorganizmom. Kad dode do narusavanja kohezije koze, bez obzira dogodi li se to slucajno
ili je posljedica odredene bolesti, nastaju rane koje mogu biti karakterizirane kao rastrgana koza
ili kao hematomi tkiva. Postoji veliko zanimanje o ulozi mikroflore koZe u zacjeljivanju rana i na
temelju provedenih istrazivanja doslo se do zakljucka da odsustvo mikrobiote na kozi smanjuje
potrebno vrijeme za zacjeljivanje rana. Takoder, otkriveno je da do infekcija dolazi kada
egzogene bakterije dominiraju nad sistemskim i lokalnim faktorima rezistencije domacina Sto
znadi da je za normalno zacjeljivanje rana potrebno uspostavljanje ravnoteze. Zadnjih godina,
znanstvenici sve viSe zanimanja pridaju upotrebi specifi¢nih probiotickih mikroorganizama pri
c¢emu se odreduje njihova efektivnost u prevenciji upala rana kao i njihova uloga u ubrzavanju
zacjeljivanja rana. Jedan od najpoznatijih patogena koji inficiraju rane je meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA) (Sikorska i Smoragiewicz, 2013). U nekoliko studija dokazano je
da odredene vrste, medu kojima je i Lb. casei, djeluju antibakterijski protiv MRSA (Karska-
Wysocki, 2010). Preciznije re¢eno, nakon 24 sata inkubacije pri 37 °C eliminirano je 99 %

patogena.

2.2.4. Funkcionalna uloga Lactobacillus paracasei kod raka debelog crijeva
covjeka

Lactobacillus paracasei K5 pripada u grupu LCG bakterija mlijecne kiseline, a izoliran je iz feta
sira. KoriStenje Lb. paracase/i K5 kao starter kulture nudi brojna poboljSanja u novim
fermentiranim prehrambenim proizvodima, a ponaijprije se radi o poboljSanim organoleptickim i
tehnoloskim svojstvima proizvoda. Lb. paracasei K5 posjeduje probiotiki potencijal koji je
dokazan u nekoliko in vitro testova, a ukljuCuje prezivljavanje pri niskim pH vrijednostima,
otpornost na djelovanje pepsina i pankreatina te toleranciju na Zucne soli i osjetljivost na
antibiotike. Chondrou i sur. (2018) proveli su istrazivanje u kojem su ispitani utjecaji primjene
Lb. paracasei K5 te Lb. casei ATCC 393 i Lb. rhamnosus GG kao referentnih sojeva na adheziju
sojeva na stanice raka, antiproliferacijsku aktivnost i na apoptozu stanica raka debelog crijeva.
Ovim istrazivanjem je utvrdeno da Lb. paracasei K5 ima istu razinu adhezije na stanice raka kao
Sto imaju i referentni sojevi. Iduca ispitivana Cinjenica bila je moze li Lb. paracasei K5 inhibirati
rast stanica tumora debelog crijeva Caco-2 u razli¢itim vremenskim intervalima i pri razlicitim
koncentracijama stanica te je takoder zaklju¢eno da ima slicnu aktivnost inhibicije kao i
referentni sojevi. Trece ispitivano svojstvo bilo je mogu li stanice Lb. paracasei K5 izazvati

apoptozu — ,programiranu smrt" stanica te je dokazano da stanice Lb. paracasei K5 izazivaju
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apoptozu stanica raka debelog crijeva. Ovim istrazivanjem je otkriven mehanizam djelovanja
soja Lb. paracasei K5 Cime je poduprijeta teorija o potencijalnom probiotickom djelovaniju

bakterije Lb. paracasei K5.

2.2,5. Prevencija dijareje i infekcija uzrokovanih bakterijom Clostridium
difficile

Pacijentima koji borave na intenzivnoj njezi u 70 % slucajeva se prepisuje koristenje odredenih
antibiotika Sto znacajno narusava mikrobiom crijeva (Wischmeyer i sur., 2016). Naime, uzimanje
antibiotika narusava sastav crijevne mikroflore domacina pri ¢emu dolazi do pojave dijareje
povezane s antibioticima pri ¢emu je za 1/3 sluCajeva uzrokovana patogenom bakterijom
Clostridium difficile (McFarland, 2008). Odredeni antibiotici kao Sto su penicilini i cefalosporini
smatraju se posebno rizicnima za razvoj ovih tegoba (Grayson, 2010). Probioticki utjecaji na
pacijente na intenzivnoj njezi ukljuCuju prevenciju razvoja dijareje uzrokovane antibioticima i
Clostridium difficile infekcije. 2013. godine napravljen je sistemski pregled 31 istrazivanja s 4492
sudionika koji nudi dokaze koji sugeriraju da su profilakticki probiotici sigurni i ucinkoviti za
sprjeCavanije dijareje povezane s Clostridium difficile (Goldenberg i sur., 2013). Studije koje su
dobile najbolje rezultate u prevenciji dijareje koristile su kombinaciju dviju probiotickih vrsta,
Lactobacillus caseii Lactobacillus acidophilus, koje su dane pacijentima 48h nakon antibiotika
(Shen i sur., 2017). Ucinkovitost hrane koja sadrZi probioticke bakterije je manje zastupljena u
istrazivanjima, a samim time i u literaturi, medutim, Hickson i sur. (2007) su u svom istraZivanju
dosli do otkri¢a da ako se pacijentima daje probioticki napitak s 20 bilijuna Zivih stanica, dolazi
do stope smanjenja infekcije za 65 %. Alberda i sur. (2018) su u Kanadi proveli istrazivanje gdje
su pacijentima na odjelu intenzivne njege preko nosne ili oralne Zelucane cjevCice dani
probioticki napitci koji su lako dostupni u Kanadi. Dobiveni rezultati istraZivanja su prikazani u
tablici 1.
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Tablica 1. Dobiveni rezultati istrazivanja o djelovanju probiotika na prevenciju dijareje

uzrokovane antibioticima i razvoja infekcije s Clostridium difficile na odjelu intenzivne njege

(Alberda i sur., 2018)

Dijareja

Dijareja n (%)

Nema poznatog uzroka

Dijareja uzrokovana antibioticima 77 (%)
Laksativni uzrok n (%)

Ishodna dijareja (uzrokovana
antibioticima ili bakterijom Clostridium
difficile)

Razmjer uzastopnih dana dijareje

=2, n (%)

Dijareja (stopa na 100 bolnickih dana)
Trajanje dijareje nakon dijagnoze,
vrijednost dana + SD

Ukupni dani trajanja dijareje, vrijednost
+ SD

Infekcija Clostridium difficile

Infekcija dobivena na odjelu intenzivne
njege, n (%)

Infekcija stecena u zajednici, 7 (%) **
30 dnevni ishod

Prezivljavanje, n (%)

Razvitak infekcije uzrokovane s
Clostridium difficile 30 dana nakon
otpustanja s odjela intenzivne njege, n
(%)

Razvitak dijareje uzrokovane
antibioticima 30 dana nakon otpustanja
s odjela intenzivne njege, n (%)
Razvitak infekcije s Clostridium difficile
ili dijareje uzrokovane antibioticima 30
dana nakon otpustanja s odjela
intenzivne njege, n (%)

Prezivljavanje i duljina boravka
Prezivljavanje na odjelu intenzivne
njege, n (%)

Prezivljavanje u bolnici, 7 (%)

Grupa s
probiotickom
intervencijom (n =
16)

11 (68,8)

2 (12,5)

2 (12,5)

5(1,3)

3(18,7)

5(31,3)

19/100
1,0+ 2,73

2,13+ 2,8

1 (6,0)
1 (6,0)

13 (81,3)
1(6,3)

2 (12,5)

3(18,8)

15 (93,7)

14 (87,5)

Kontrolna
grupa (n=
16)

10 (62,5)
0 (0,0)
5(31,3)
3 (18,7)
7 (44,0)
8 (50,0)

24/100
1,44 + 2,99

3,69 + 4,44

2 (12,5)
0 (0,0)

12 (75,0)
3 (18,8)

5 (31,3)

6 (37,5)

14 (87,5)

14 (87,5)

p-
vrijednost

1,000

0,394
0,685
0,252

0,473

0,574

0,241

0,600
1,000

1,000
0,600

0,394

0,433

1,000

1,000
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2.3. Funkcionalni proizvodi koji sadrze Lactobacillus casei

2.3.1. Mlijecni proizvodi

2.3.1.1. Jogurt

Jogurt je mlijecni, kiselkasti napitak koji se najceSce dobiva fermentacijom mlijeka pomocu
bakterije Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus. Sidira i sur. (2013) su proveli istrazivanje u
kojem su usporedili preZivljavanje vrsta Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus i Lb. casei ATCC 393 u
imobilizircanom i neimobilizicanom obliku u jogurtu. Naime, da bi probioticki napitci imali
zdravstveni ucinak, potrebno je da se Zivi mikroorganizmi nalaze u proizvodu u minimalnoj
koncentraciji od 10® do 107 CFU g (Boylston i sur., 2004; Oliveira i sur., 2002) te da mogu

preZivjeti kisele uvjete gornjeg gastrointestinalnog trakta (Vinderola i sur., 2002).

Jos je ranije utvrdeno da imobilizacija stanica povecava preZivljavanje kulture (Kourkoutas i sur.,
2006; Kourkoutas i sur., 2005; Mattila-Sandholm i sur., 2002) vjerojatno zato jer se stvara
zastitna mikrookolina oko stanica. Imobilizacija se provodila na prebiotickim sredstvima,
komadi¢ima jagoda, banana i zobi, koji olakSavaju transport probiotickih stanica do
gastrointestinalnog trakta (Saxami i sur., 2012; Sidira i sur., 2010). Proces proizvodnje jogurta
prikazan je na slici 9. Kao Sto je i oekivano, u uzorcima kojima su dodane imobilizirane stanice
fermentacija se provodila brze. Takoder, ovim istrazivanjem je utvrdeno da su i slobodne i
imobilizirane stanice Lb. casei ATCC 393 nakon 30 dana skladiStenja u hladnjaku pri 4 °C
prisutne u koncentraciji vecoj od 6 log CFU g, ali nakon 67 dana skladiStenja viSe ne sadrze
dovoljnu koli¢inu Zivih stanica. S druge strane, i imobilizirani i neimobilizirani oblik Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus prisutan je u dovoljnoj koli¢ini samo nakon 10 dana skladistenja dok nakon tog
razdoblja dolazi do pada bez obzira na imobilizaciju. Veca stopa preZivljavanja Lb. caseimoguca
je posljedica vece otpornosti soja na kiselinu (Zhang i sur., 2012; Sidira i sur., 2010; Kourkoutas
i sur., 2005) dok je s druge strane Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus osjetljiviji na kiselost (Dave i
Shah, 1997).
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Slika 9. Proces usporedne proizvodnje jogurta s neimobiliziranim i imobiliziranim probiotickim
stanicama Lb. casei ATCC 393 i Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus i starter kulturom Streptococcus

salivarius ssp. thermophilus (Sidira i sur., 2013)

2.3.1.2. Kefir

Kefir je prirodno gazirani, blago kiseli fermentirani mlijeni proizvod koji se dobiva pomocu
kefirnih zrnca i sadrzi sloZenu i specificnu mjeSavinu kvasca i bakterija u polisaharidnoj matrici.
Konzumacija kefira povezuje se s brojnim zdravstvenim prednostima kao Sto su smanjenje
upalnih procesa, antikancerogeno djelovanje, smanjenje razine kolesterola, poboljSana probava

i zdravlje crijeva, redukcija hipertenzije i regulacija reaktivnih vrsta kisika.

Slattery i sur. (2019) u kefiru su pronasli razlicite vrste bakterija roda Lactobacillus, medu kojima
su najznacajnije bakterije iz grupa Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuterii Lactobacillus buchneri. Soj Lb. paracasei

MRS59 pokazao je znacajnu inhibiciju rasta bakterija Escherichia colii Staphylococcus aureus, a
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takoder je pokazao i znacajnu antioksidacijsku aktivnost te visoku sposobnost adhezije na Caco-
2 stanice, stanice raka debelog crijeva. Sojevi Lb. paracasei subs. paracaseii Lb. casef NWL63
znacajno su smanijili broj zivih stanica patogena Mycobacterium bovis BCG, dok je Lb. paracasei
CIDCA 8339 takoder pokazao znacajnu adheziju na Caco-2 stanice. Ovim istraZivanjem
dokazano je da ovi sojevi Lb. casei i Lb. paracasei posjeduju znacajnu probioticku aktivnost

povoljnu za ljudsko zdravlje.

2.3.1.3. Feta sir

Feta sir je polumekani, bijeli, slani, tradicionalni grcki sir koji se tradicionalno proizvodi iz sirovog
mlijeka na nacin da se ono koagulira pomocu enzima izdvojenog iz Cetvrtog Zeluca prezivaca,
siriSta. Ponekad proizvodaci zagrijavaju sirovo mlijeko i dodaju jogurtnu kulturu. S druge strane,
u industrijskoj proizvodniji koristi se pasterizirano i standardizirano mlijeko kojem se dodaju

komercijalne starter kulture.

Mantzourani i sur. (2018) ispitali su svojstva feta sira proizvedenog pomocu soja Lactobacillus
paracasei SP3. Dobiveni su rezultati da se upotrebom ovog soja dobiva proizvod vece kiselosti,

nize pH vrijednosti, smanjenog broja kvasaca i gljivica te bolje kvalitete.

2.3.2. Tarhana

Tarhana je fermentirana smjesa Zitarica i jogurta ili fermentiranog kravljeg, ovcjeg ili kozjeg
mlijeka. Medu glavnim probiotickim sojevima uklju¢enim u produkciju arome i kiseline tijekom
fermentacije, nalaze se i bakterije vrste Lactobacillus casei. Uz glavne sastojke koji ukljucuju
Zitarice i fermentirani mlijecni proizvod, mogu se dodati joS neki sastojci u odredenim postocima
kao Sto su sol, sok od raj¢ice, maslinovo ulje, sezam i drugi koji onda poboljSavaju prihvatljivost
dobivenog proizvoda i utjecu na sastav hranjivih tvari samog proizvoda. Tarhana se susi i ¢uva
u obliku keksa, a karakteristi¢nog je kiselog okusa s jakom aromom kvasca te je izuzetno bogati
izvor vitamina i proteina. Ovaj proizvod ima visoku nutritivnu vrijednost jer osim Sto sadrzi velike
kolicine osnovnih proteina Zitarica, on takoder sadrzi i potrebne proteine iz mlijeka. Niski pH
tarhane (3,8 - 4,2) i mali udio vlage (6 - 9 %) Cine ga loSim medijem za razvoj patogenih
mikroorganizama. Takoder, ima nisku higroskopnost pa je pogodan za dulje ¢uvanje bez ikakvih

znakova kvarenja (Haard, 1999).
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2.3.3. Funkcionalni proizvodi od voca

2.3.3.1. Kokosova voda

Kokosova voda je Cista, bistra tekuéina koja se nalazi u endospermu zelenih kokosa kao sto je
Cocos nucifera L., a njezina primjena je Siroko rasprostranjena zahvaljujuéi svom jedinstvenom
sastavu vitamina, minerala, Secera, enzima i hormona. Naime, kokosova voda sadrzi niski udio
masti i kalorija, ali puno Secera, vitamina, minerala i aminokiselina Sto ju Cini odlichom prirodnom
zamjenom za umijetne sportske napitke koji su potrebni sportasima za obnavljanje zaliha
elektrolita potroSenih tijekom vjezbanja (Seesuriyachan i sur., 2011; Yong i sur., 2009; Saat i
sur., 2002). Jestivi kokosovi dijelovi sadrze velike koli¢ine fenolnih i flavonoidnih spojeva koji
posjeduju visoku antioksidacijsku aktivnost (Arivalagan i sur., 2018), takoder su zastupljeni (+)-
katehini i (-)-epikatehini (Chang i Wu, 2011). Uz antioksidacijska svojstva, razmotrena su i
antibakterijska, antiviralna, antifungalna, antiprotozoalna i andijabeticka svojstva, a utvrdeno je
i pozitivno djelovanje na rad srca, sprjeCavanje tromboze, kolecistitisa, hipolipidemije i bolesti

jetre te isto tako djeluje stimulacijski na imunoloski sustav (DebMandal i Mandal, 2011).

Giri i sur. (2018) su u fermentaciji kokosove vode koristili soj Lacobacillus casei L4 koji je
pokazao dobar rast u kulturi do 28 dana nakon cega je broj zivih stanica poceo padati Sto je
prikazano u tablici 2. Takoder je dokazana antibakterijska aktivnost na vrste Listeria
monocytogenes, Salmoneélla typhi, Staphylococcus aureusi Bacillus cereus, a isto tako posjeduje
i antioksidacijsku aktivnost. Tijekom procesa, razine glukoze, fruktoze i vrijednosti pH padaju,
dok raste udio organskih kiselina, odnosno mlije¢ne kiseline. Sto se ti¢e mineralnog sastava,
koncentracije natrija i kalcija su porasle tijekom procesa fermentacije, dok su koncentracije
mangana, kalija i fosfora znacajno pale. Koncentracije ostalih mineralnih tvari ostale su
nepromijenjene. Vitamin B12 ima veoma bitnu ulogu u sintezi DNA te je otkriveno da nakon 48
sati dolazi do znacajnog povecanja razine vitamina B12 ¢ime se fermentirana kokosova voda
pokazuje kao odli¢an funkcionalni napitak za prevenciju nedostatka vitamina B12, posebice kod

vegetarijanaca.
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Tablica 2. Broj Zivih stanica, pH vrijednost i ukupna kiselost u kokosovoj vodi fermentiranom s

bakterijom Lactobacillus casei L4 (Giri i sur., 2018)

Parametar Fermentacijsko vrijeme (h) Vrijednost
Zive stanice (Log CFU/mL) 0 8,02 £ 0,052
24 9,31 + 0,06
48 9,47 + 0,03°
Dani skladistenja
7 (sobna temperatura) 7,4 £ 0,04
7 (4 °C) 9,32 + 0,08
14 (4 °C) 9,03 + 0,12
21 (4 °C) 8,58 + 0,06
28 (4 °C) 7,84 + 0,07
pH 0 6,5 + 0,012
24 4,02 £+ 0,04°
48 3,32 £ 0,05¢
Ukupna kiselost (%) 0 0,05 + 0,00
24 0,61 £ 0,03
48 0,77 + 0,02

* vrijednosti u stupcu (broj Zivih stanica i pH) s razli¢itim slovima su znacajno razlicite

2.3.3.2. Fermentirani sok od ananasa

Costa i sur. (2013) su proveli istrazivanje kojim su dokazali da je sok ananasa koji je prethodno
tretiran ultrazvukom pogodan medij za razvoj probioti¢kog napitka pomocu probioti¢ke bakterije
Lactobacillus casei NRRL B442 bez dodataka drugih nutrijenata. Istrazivanje je provedeno na
nacin da fermentacija trajala 12 h, a nakon toga se u dio soka dodao Secéer sukroza, dok je drugi
dio soka stao nezasladen. Tretman ultrazvukom je sprije¢io posmedivanje soka tijekom stajanja
Sto je inace karakteristi¢no za sok od ananasa te je time ocuvana Zeljena boja soka. Broj Zivih
stanica nakon 21 dana skladistenja na 4 °C bio je zadovoljavajuci, a senzorska svojstva soka

takoder su ocuvana. Rezultati istrazivanja prikazani su graficki na slici 10.
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Slika 10. Graficki prikaz odredenih parametara tijekom skladistenja: pH (a); mikrobno
preZivljenje (b); potrosSnja Selera: nezasladeni sok (c); potroSnja Selera: zasladeni sok (d)
(Costa i sur., 2013)

2.3.4. Funkcionalni proizvodi od povrca

2.3.4.1. Fermentirani sok od krumpira

Krumpir je jedan od najvaznijih usjeva u svijetu, a radi se o jeftinoj namirnici s niskim udjelom
masnoca i visokim udjelom ugljikohidrata, visokokvalitetnih proteina, vitamina i minerala Sto ju
¢ini pogodnom za Siroku primjenu u ljudskoj prehrani (Al-Weshahy i sur., 2009). Za eksperiment
koji su proveli Kim i sur. (2012) koriSteni su obicna vrsta krumpira (bijeli) i 3 vrste obojanog
krumpira (Zuti, crveni i ljubicasti) te bakterijska kultura Lactobacillus casei ATCC 393. Tijekom
72 h fermentacije broj Zivih stanica u sve 4 vrste krumpira premasio je zadanu vrijednost od 108
CFU ml. Tijekom fermentacije je takoder doslo do znacajnog pada pH vrijednosti i razine Seéera
¢ime se sok od krumpira pokazao dobrim medijem za uzgoj probioticke kulture Lb. casei.
Ustanovljeno je i znacajno povedanje antioksidacijske aktivnosti tijekom fermentacije te
otpornost na zelucani sok i zu¢ne soli ¢ime se Lb. casei pokazao uspjeSnom vrstom u proizvodnii
fermentiranog soka od krumpira koji se moze koristiti kao funkcionalni napitak ne-mlijecnog

podrijetla s mnostvom povoljnih zdravstvenih utjecaja.
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2.3.4.2. Fermentirani sok od rajcice

Sok od rajcice sadrzi 93,1 % vlage, 4,89 % ugljikohidrata, vitamine i minerale te nizak udio
proteina i masti (Abdel-Rahman, 1982) te je prepoznat kao jedan od zdravih napitaka (Suzuki i
sur., 2002). Rajcica takoder sadrzi obilje antioksidativnih spojeva kao Sto su likopeni, B-karoten,
fenoli, lutein i askorbinska kiselina (Kips i sur., 2017; Nazir i Adrian, 2016). Liu i sur. (2018)
proveli su istrazivanje o djelovanju Lactobacillus caseii Lactobacillus plantarum na poboljSanje
okusa, antioksidacijske aktivnosti i antimikrobne sposobnosti fermentiranog soka od rajcice.
Ovim istrazivanjem je dokazano poboljSanje svih ispitivanih parametara nakon fermentacije
pomocu bakterija Lb. caseii Lb. plantarum te se fermentirani sok od rajCice dobiven na ovaj
nacin moze Kkoristiti kao visokofunkcionalni probioticki napitak s mnoStvom pozitivnih

zdravstvenih ucinaka.

2.3.4.3. Fermentirani sok od cikle

Cikla je povrcée koje se osim u svjezem obliku, koristi u prehrambenoj industriji za proizvodnju
susene i smrznute hrane, zatim razli¢itih koncentriranih i nekoncentriranih sokova, a takoder se
koristi i kao prirodno bojilo te je vrlo Cesti aditiv koji se dodaje u proizvodnji prehrambenih
namirnica. Gamage i sur. (2016) proveli su istrazivanje o razvoju sinbiotickog napitka od soka
cikle koristeci probioti¢ku bakteriju Lactobacillus casei431. Prvenstveno su ispitivana senzorska
svojstva i sposobnost prezZivljavanja probioticke kulture tijekom 6 tjedana. Dokazano je da
najbolja senzorska svojstva, koja ukljucuju okus, miris, boju i konzistenciju, napitak ima nakon
fermentacije koja je trajala 2 sata, a broj probiotickih bakterija nakon 6 tjedana skladistenja
iznosio je oko 108 CFU ml! te je time zadovoljena zahtijevana kolic¢ina probiotickih bakterija u
napitku. Zakljucak ovog istraZivanja je da se koriStenjem bakterije Lactobacillus casei 431 za
fermentaciju soka cikle moze dobiti sinbioticki napitak koji ima visokodjelotvorno djelovanje na
zdravlje konzumenta. Naime, cikla sadrZi brojne pogodnosti za ljudsko zdravlje jer je bogat izvor
Zeljeza, folne kiseline, vitamina C i antioksidansa te mnogih drugih spojeva, a u kombinaciji s

probioti¢kim bakterijama se pozitivno djelovanje na zdravlje jos viSe poboljSava.
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3.ZAKLJUCAK

U ovom radu prikazana su pozitivna djelovanja probiotickih bakterija na zdravlje s naglaskom
na djelovanje probiotickih bakterija iz Lactobacillus casei grupe. Bakterije koje pripadaju u
Lactobacillus casei grupu su Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei i Lactobacillus
rhamnosus te se one danas sve ¢eSCe upotrebljavaju za proizvodnju probiotickih napitaka.
Ispocetka su se pod probitickim proizvodima podrazumijevali veéinom proizvodi mlije¢nog
podrijetla u kojima je koristenje ovih vrsta probiotickih bakterija pokazalo znacajna poboljSanja
funkcionalnih svojstava proizvoda, posebice u proizvodnji jogurta, kefira i feta sira. Takoder, sve
se viSe ispitivala mogucnost dobivanja funkcionalnih probiotickih napitaka od sokova razlicitih
vrsta voca i povrcéa pa su tako bakterije LCG grupe ispitane u dobivanju fermentirane kokosove
vode, fermentiranog soka od ananasa, krumpira, cikle i rajcice Ciji rezultati su prikazani u ovom
radu. U svim navedenim istrazivanjima, dobiveni proizvodi imali su Zeljene karakteristike i
svojstva u smislu pozitivnog djelovanja na zdravlje Covjeka, ali i zadovoljavajuce senzorske
osobine. Jos jedan proizvod u kojem se za fermentaciju koristi Lactobacillus casei, a prikazan je
u ovom radu, je tarhana. Tarhana takoder ima povoljno djelovanje na zdravlje te je svakako
jedan od funkcionalnih proizvoda koji je poznat od davnina, samo Sto su fermentacijom s
bakterijom Lactobacillus casei dobivena jos neka pozitivna svojstva tarhane. Iz ovog pregleda,
moze se zakljuciti da probioticke bakterije uistinu imaju veliki utjecaj na zdravlje organizama te

da je pozeljna njihova konzumacija od strane ljudi da bi poboljsali i ocuvali svoje zdravlje.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem 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 naveden.
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