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researching community due to its great impact on the human health and wellbeing. Because of various 

ethical norms in the research of gut microbiota, new in vitro systems are being developed. Their goal 

is to simulate the physiological conditions in the human gut. There are a few limiting factors in 

researching the gut micorbiota in in vitro systems and the biggest one is its inability to replicate all the 

conditions that exist in vivo in the colon. The aim of this thesis was to evaluate how adequate is the 

chosen and adapted in vitro system to mantain a stable composition of the inoculated micorbiota, to 

keep track of the responses that the microbiota has to the conditions in the system, to investigate the 

impact of SIEM on the microbiota composition and the reproducibility od the in vitro system. The 

experiment has given the results that the used in vitro system is reproducible and is able to adequately 

simulate the conditions present in the human colon. In the future experiments, it is necessary to 

optimize the composition of SIEM to be able to mantain the biodiversity of micorbiota and the 

composition as similar as possible to the original inoculate. 
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1.  UVOD 

�³�6�Y�H���E�R�O�H�V�W�L���]�D�S�R�þ�L�Q�M�X���X���F�U�L�M�H�Y�X���³ 

  - Hipokrat 460 BC 

Pojmove mikrobiote i mikrobioma se prvenstveno povezuje s mikroorganizmima koji 

obitavaju u ljudskom debelom crijevu. Neki znanstvenici tvrde za mikrobiotu da je ona visoko 

�V�S�H�F�L�M�D�O�L�]�L�U�D�Q�� �R�U�J�D�Q�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �]�D�M�H�G�Q�L�F�X�� �P�L�N�U�R�E�D�� �þ�L�M�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �L�P�D�� �Girektan 

utjecaj na zdravlje ili bolest ljudi. Najnovije istra�åivanje je dalo rezultate koji procjenjuju da 

se u i na ljudskom tijelu nalazi bakterija te�åine do 0,2 kg, odnosno 3,8*1013 bakterija���� �ãto 

zna�þi da je omjer mikrobnih i ljudskih stanica otprilike 1:1 naspram dosada�ãnjih tvrdnji da je 

u ljudskom tijelu 10 puta vi�ãe bakterijskih nego ljudskih stanica (Sender i sur., 2016)�����7�D�N�R�ÿ�H�U��

se procjenjuje da se crijevna mikrobiota sastoji od 500-1000 zasebnih vrsta bakterija koje sve 

pripadaju u �V�H�G�D�P���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���N�R�O�M�H�Q�D���R�G���þ�H�J�D�����������X�N�X�S�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���þ�L�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�H���N�R�O�M�H�Q�D��

Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria te manje od 1% pripada koljenima 

Verrucomicrobia, Cianobacteria i Fusobacteria ���'�¶�$�U�J�H�Q�L�R�� �L�� �6�D�O�Y�D�W�R�U�H���� ������������ �;�X�� �L�� �.�Q�L�Jht, 

�������������� �&�U�L�M�H�Y�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �M�H�� �V�O�R�å�H�Q�� �L�� �G�L�Q�D�P�L�þ�D�Q�� �H�N�R�V�L�V�W�H�P�� �N�R�M�L�� �R�E�L�W�D�Y�D�� �X�� �V�L�P�E�L�R�]�L�� �V��

�R�U�J�D�Q�L�]�P�R�P�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D���� �L�P�D�� �Q�D�� �Q�M�H�J�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�� �X�W�M�H�F�D�M�� �L�� �P�R�å�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�W�L�� �Q�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P����

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���L���H�Q�G�R�N�U�L�Q�L���V�X�V�W�D�Y�����D���V�Y�D�N�H���N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�H���L���N�Y�D�O�L�W�D�W�L�Y�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���V�D�V�Wavu crijevne 

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���P�R�J�X���U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L���G�L�V�E�L�R�]�R�P���N�R�M�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�Y�H�]�X�M�X���V���S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P���L�Q�F�L�G�H�Q�F�L�M�R�P��

raznih upalnih crijevnih bolesti (Ursell i sur., 2012; Borody i sur., 2013). Kako bi se bolje 

�V�K�Y�D�W�L�R���W�D�M���V�L�P�E�L�R�W�V�N�L���R�G�Q�R�V�����S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���L�V�W�U�D�å�L�W�L���L���G�H�I�L�Q�L�U�D�W�L���W�]�Y�����Ä�F�R�U�H���P�L�F�U�R�E�L�R�P�H�³�����R�G�Q�R�V�Q�R��

sastav mikrobiote zdrave populacije �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �N�R�M�H�J�� �E�L�� �V�H�� �O�D�N�ã�H�� �X�R�þ�L�O�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �N�R�M�H���E�L�� �V�H��

mogle povezati s pojavom bolesti. Upravo se ovom problematikom bave MetaHIT 1 i HMP2 

projekti koji su najnovijim sekvencijskim analizama metagenoma iznjedrile katalog gena 

�P�L�N�U�R�R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D���X���N�R�M�H�P���M�H���L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�R���������� �P�L�O�L�M�X�Q�D���Q�H���U�H�G�X�Q�G�D�Q�W�Q�L�K���P�L�N�U�R�E�Q�L�K���J�H�Q�D���ã�W�R��

�M�H�� �R�W�S�U�L�O�L�N�H�� �������� �S�X�W�D�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �O�M�X�G�V�N�R�J�� �J�H�Q�R�P�D�� �L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �S�R�P�R�J�O�L�� �X�� �O�D�N�ã�H�P�� �V�K�Y�D�ü�D�Q�M�X��

uzajamnih djelovanja mikrobiote �L�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� ���/�R�]�X�S�R�Q�H�� �L�� �V�X�U������ �������������� �3�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P�� �]�Q�D�Q�M�D�� �L��

�U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�P�D�� �E�L�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�L�R�� �U�D�]�Y�R�M�� �Q�R�Y�L�K�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�L�K����

�S�U�R�J�Q�R�V�W�L�þ�N�L�K���L���W�H�U�D�S�H�X�W�V�N�L�K���V�W�U�D�W�H�J�L�M�D���N�R�M�H���V�H���E�D�]�L�U�D�M�X���Q�D���P�D�Q�L�S�X�O�D�F�L�M�D�P�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���N�D�N�R���E�L��

�V�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �X�W�M�H�F�D�O�R�� �Q�D��ljudsko zdravlje. �,�]�� �W�R�J�� �U�D�]�O�R�J�D�� �V�H�� �Y�H�O�L�N�L�� �Q�D�S�R�U�L�� �X�O�D�å�X�� �X�� �U�D�]�Y�R�M��

�Q�R�Y�L�K�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �L�� �P�R�G�H�O�D�� �N�R�M�L�P�D�� �E�L�� �V�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�� �V�L�P�X�O�L�U�D�O�L�� �X�Y�M�H�W�L�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �L�� �W�L�P�H��

�R�P�R�J�X�ü�L�O�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���X�W�M�H�F�D�M�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���L�Q�W�H�U�Y�H�Q�F�L�M�D���Q�D���V�D�V�W�D�Y���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���X���V�D�P�R�P���V�X�V�W�D�Y�X������

                                                           
1 MetaHIT- �H�Q�J�����Ä�(�X�U�R�S�H�D�Q���0�H�W�D�J�H�Q�R�P�L�F�V���R�I���W�K�H���+�X�P�D�Q���,�Q�W�H�V�W�L�Q�D�O���7�U�D�F�W�³���3�U�R�M�H�F�W 
2 HMP- eng. �Ä�+�X�P�D�Q���0�L�F�U�R�E�L�R�P�H���3�U�R�M�H�F�W�³ 
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In vitro �P�R�G�H�O�L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�� �E�U�]�H���� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�H�� �L�� �M�H�I�W�L�Q�H�� �Q�D�þ�L�Q�H�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�D�� �O�M�X�G�V�N�R�J��

�P�L�N�U�R�E�L�R�P�D���X���M�H�G�Q�R�P���L�O�L���Y�L�ã�H���R�G�M�H�O�M�D�N�D���F�U�L�M�H�Y�D���L���W�R���G�X�å���F�L�M�H�O�R�J���S�U�R�E�D�Y�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���L���X�S�U�D�Y�R���V�H��

�]�E�R�J�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�� �Q�D�M�Y�H�ü�L�� �Q�D�S�R�U�L�� �X�O�D�å�X�� �X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �D�G�H�N�Y�D�W�Q�R�V�W�L����

reproduc�L�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �L�� �S�R�G�R�E�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��in vitro �V�X�V�W�D�Y�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D��

crijevne mikrobiote. 

�6�Y�U�K�D�� �R�Y�R�J�� �U�D�G�D�� �M�H�� �E�L�O�D�� �L�V�S�L�W�D�W�L�� �N�R�O�L�N�R�� �M�H�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�� �L�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�L in 

vitro sustav podoban �]�D���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���S�R�V�W�R�M�D�Q�R�J���V�D�V�W�D�Y�D���L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�����S�U�D�Witi odgovor 

mikrobiote na uvjete uzgoja u in vitro sustavu, utjecaj hranjive podloge na mikrobiotu te 

reproducibilnost samog sustava.  
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2.TEORIJSKI DIO  

2.1. GRA�� A I  FUNKCIJA  DEBELOG CRIJEVA  

 �'�H�E�H�O�R�� �F�U�L�M�H�Y�R�� �V�H�� �S�U�R�W�H�å�H�� �R�G�� �N�U�D�M�Q�M�H�J�� �G�L�M�H�O�D�� �L�O�H�X�P�D�� �G�R�� �D�Q�X�V�D���� �'�X�J�R�� �M�H�� �R�W�S�U�L�O�L�N�H�� ��������

�P�H�W�D�U�D���L���þ�L�Q�L���M�H�G�Q�X���S�H�W�L�Q�X��ukupnog �F�U�L�M�H�Y�D���þ�R�Y�M�H�N�D�� Otprilike 1500 mL himusa3 �V�Y�D�N�L���G�D�Q���X�ÿ�H��

�X���G�H�E�H�O�R���F�U�L�M�H�Y�R���J�G�M�H���V�H���D�S�V�R�U�E�L�U�D���J�O�D�Y�Q�L�Q�D���Y�R�G�H���L���H�O�H�N�W�U�R�O�L�W�D���W�H���V�H���N�R�Q�D�þ�Q�R���V�W�R�O�L�F�R�P���L�]�O�X�þ�L���W�H�N��

50 �± ���������P�/���W�H�N�X�ü�L�Q�H�����6�W�R�O�L�F�D���V�H���Q�R�U�P�D�O�Q�R���V�D�V�W�R�M�L���R�G���R�N�R���W�U�L���þ�H�W�Y�U�W�L�Q�H���Y�R�G�H���L���M�H�G�Q�H���þ�H�W�Y�U�W�L�Q�H��

krute tvari u kojoj 30% otpada na anorganske tvari, 2 �± �������þ�L�Q�H���E�M�H�O�D�Q�þ�H�Y�L�Q�H���W�H���R�N�R�����������þ�L�Q�H��

�J�U�X�E�L�� �Q�H�S�U�R�E�D�Y�O�M�H�Q�L�� �R�V�W�D�W�F�L�� �K�U�D�Q�H�� �W�H�� �R�V�X�ã�H�Q�L�� �V�D�V�W�R�M�F�L�� �S�U�R�E�D�Y�Q�L�K�� �V�R�N�R�Y�D�� �L�� �R�O�M�X�ã�W�H�Q�H�� �H�S�L�W�H�O�Q�H��

stanice.  Debelo crijevo se dijeli na cekum, �N�R�O�R�Q���� �U�H�N�W�X�P�� �L�� �D�Q�D�O�Q�L�� �R�W�Y�R�U�� �S�U�L�� �þ�H�P�X se kolon 

dalje dijeli na uzlazni, �S�R�S�U�H�þ�Q�L, silazni te sigmoidalni kolon. 

 �8�]�O�D�]�Q�L�� �N�R�O�R�Q�� �V�H�� �X�]�O�D�]�Q�R�� �Q�D�V�W�D�Y�O�M�D�� �Q�D�� �F�H�N�X�P���� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�� �M�H�� �X plitku udubinu ispod 

�G�H�V�Q�R�J�� �U�H�å�Q�M�D�� �M�H�W�U�H�� �L�� �G�H�V�Q�R�� �R�G�� �å�X�þ�Q�R�J�� �P�M�H�K�X�U�D�� Dug je otprilike 10-15 centimetara. �1�D�M�Y�H�ü�L��

dio apsorpcije se odvija upravo u ovom dijelu debelog crijeva te se stoga ovaj dio naziva i 

�³�D�S�V�R�U�S�F�L�M�V�N�L�� �N�R�O�R�Q�´. Poglavito se apsorbiraju elektroliti poput natrija i klorida te poglavito 

voda, a pH koji prevladava u ovom dijelu kolona �Y�D�U�L�U�D���L�]�P�H�ÿ�X�������� - 6. Na uzlazni kolon se 

nastavlja �S�R�S�U�H�þ�Q�L, najdulji (50 centimetara) i najpokretljiviji dio kolona gdje je raspon pH 

vrijednosti uglavnom 6 - 6.5, �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�O�L�M�H�G�L���V�L�O�D�]�Q�L���G�L�R���N�R�O�R�Q�D�����6�L�O�D�]�Q�L���N�R�O�R�Q���M�H��manji od 

�X�]�O�D�]�Q�R�J���W�H���V�P�M�H�ã�W�H�Q���G�X�E�O�M�H���X���W�U�E�X�ã�Q�R�M���ã�X�S�O�M�L�Q�L���M�H�U���V�H���L�V�S�U�H�G���Q�M�H�J�D���Q�D�O�D�]�H���Q�D�Y�R�M�L���W�D�Q�N�R�J���F�U�L�M�H�Y�D�� 

Dug je otprilike 25 centimetara te z�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �X�]�O�D�]�Q�R�J�� �N�R�M�L�� �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �V�O�X�å�L�� �]�D��apsorpciju, 

�V�L�O�D�]�Q�L���N�R�O�R�Q���X�J�O�D�Y�Q�R�P���V�O�X�å�L���]�D���S�R�K�U�D�Q�M�L�Y�D�Q�M�H���S�D���V�H���]�D�W�R���M�R�ã���Q�D�]�L�Y�D���L���³�V�N�O�D�G�L�ã�Q�L�P���N�R�O�R�Q�R�P�´�����D��

pH u ovom dijelu je poglavito od 6.5 - 7 (Grey i Lewis, 1918; Guyton i Hall, 2010; Brug�qre i 

sur., 2011). 

 

Slika 1. �'�L�M�H�O�R�Y�L���G�H�E�H�O�R�J���F�U�L�M�H�Y�D�����3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���R�G���$�Q�R�Q�\�P�R�X�V, 2016)  
                                                           
3 Himus �± �V�P�M�H�V�D���N�R�M�D���Q�D�V�W�D�M�H���X���å�H�O�X�G�F�X���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P���K�U�D�Q�H���L���å�H�O�X�G�þ�D�Q�L�K���V�R�N�R�Y�D���R�G�D�N�O�H���G�D�O�M�H���R�G�O�D�]�L���X���W�D�Q�N�R���L���N�R�Q�D�þ�Q�R���X���G�H�E�H�O�R���F�U�L�M�H�Y�R����Struna, 2011). 
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�'�H�E�H�O�R�� �F�U�L�M�H�Y�R�� �L�P�D�� �þ�H�W�L�U�L�� �V�O�R�M�D���� �V�H�U�R�]�Q�L���� �P�L�ã�L�ü�Q�L���� �P�X�N�R�]�Q�L�� �V�O�R�M�� �L�� �U�D�K�O�R�� �Y�H�]�L�Y�Q�R�� �W�N�L�Y�R���� 

�6�H�U�R�]�Q�L�� �V�O�R�M�� ���O�D�W���� �³�7�X�Q�L�F�D�� �V�H�U�R�V�D�´���� �M�H�� �G�L�R�� �S�H�U�L�W�R�Q�H�X�P�D�� �L�� �R�E�D�Y�L�M�D�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�� �L�O�L�� �S�R�W�S�X�Q�R��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�H���G�M�H�O�R�Y�H���G�H�E�H�O�R�J���F�U�L�M�H�Y�D�����0�L�ã�L�ü�Q�L���V�O�R�M�����O�D�W�����³�7�X�Q�L�F�D���P�X�V�F�X�O�D�U�L�V�´�����V�H���V�D�V�W�R�M�L���R�G���Y�D�Q�M�V�N�L�K��

�X�]�G�X�å�Q�L�K���S�R�S�U�H�þ�Q�R���S�U�X�J�D�V�W�L�K���L���X�Q�X�W�D�U�Q�M�L�K���J�O�D�W�N�L�K���N�U�X�å�Q�L�K���P�L�ã�L�ü�D�����8�]�G�X�å�Q�D���P�L�ã�L�üna vlakna ne 

�I�R�U�P�L�U�D�M�X���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q���V�O�R�M���G�X�å���F�L�M�H�O�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���G�H�E�H�O�R�J���F�U�L�M�H�Y�D�����3�U�L�P�M�H�U�L�F�H���X���F�H�N�X�P�X���L kolonu 

�R�Q�L�� �V�X�� �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L�� �X�� ���� �U�D�Y�Q�D�� �X�]�G�X�å�Q�D�� �S�R�M�D�V�D�� �N�R�M�D�� �V�X�� �N�U�D�ü�D�� �R�G�� �R�V�W�D�O�L�K�� �V�O�R�M�H�Y�D�� �N�R�M�D���R�E�D�Y�L�M�D�M�X��

�F�U�L�M�H�Y�R�� �L�� �V�O�X�å�H�� �]�D�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �L�V�S�X�S�þ�H�Q�M�D�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �X�S�U�D�Y�R�� �]�D�� �F�H�N�X�P�� �L�� �N�R�O�R�Q���� �.�U�X�å�Q�L��

�P�L�ã�L�ü�L�� �W�Y�R�U�H�� �W�D�Q�N�L�� �V�O�R�M�� �L�� �Y�D�å�Q�L�� �V�X�� �]�D�� �N�R�Q�W�U�D�N�F�L�M�X�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P �N�R�M�H�� �V�H�� �V�D�G�U�å�D�M�� �X�� �F�U�L�M�H�Y�X��

�S�R�P�L�þ�H���L�]���M�H�G�Q�R�J���G�L�M�H�O�D���X���G�U�X�J�L�����0�X�N�R�]�Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�D�����O�D�W�����³�7�X�Q�L�F�D���P�X�F�R�V�D�´�����M�H���V�Y�L�M�H�W�O�L�����J�O�D�W�N�L��

�V�O�R�M���N�R�M�L���]�D���U�D�]�O�L�N�X���R�G���P�X�N�R�]�Q�R�J���V�O�R�M�D���X���W�D�Q�N�R�P���F�U�L�M�H�Y�X���Q�H���V�D�G�U�å�L���F�U�L�M�H�Y�Q�H���U�H�V�L�F�H���L���J�O�D�Y�Q�D���M�R�M��

�M�H�� �X�O�R�J�D�� �O�X�þ�H�Q�M�H�� �V�O�X�]�L���� �8�� �Q�M�R�M�� �V�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U �Q�D�O�D�]�H�� �P�X�N�R�]�Q�H�� �å�O�L�M�H�]�G�H�� �L�� �O�L�P�I�Q�L�� �þ�Y�R�U�R�Y�L���� �5�D�K�O�R��

�Y�H�]�L�Y�Q�R���W�N�L�Y�R�����O�D�W�����³�7�H�O�D���V�X�E���P�X�F�R�V�D�´�����S�R�Y�H�]�X�M�H���P�L�ã�L�ü�Q�L���L���P�X�N�R�]�Q�L���V�O�R�M�����*�U�H�\���L���/�H�Z�L�V���������������� 

 

Slika 2. Struktura epitela debelog crije�Y�D�����3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D Durston, K., 2015). 

�����������0�,�.�5�2�%�,�2�7�$���,���1�-�(�1���=�1�$�ý�$�-���=�$���=�'�5�$�9�/�-�(���ý�2�9�-�(�.�$  

Humana mikrobiota se definira kao zajednica mikroorganizama u koju pripadaju 

bakteri�M�H�����D�U�K�H�M�H�����Y�L�U�X�V�L���L���S�R�M�H�G�L�Q�L���M�H�G�Q�R�V�W�D�Q�L�þ�Q�L���H�X�N�D�U�L�R�W�L �N�R�M�L���R�E�L�W�D�Y�D�M�X���X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�M���R�N�R�O�L�Q�L u 

i na ljudskom tijelu. Drugi izraz koji se koristi u �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �L�� �R�S�L�V�L�Y�D�Q�M�X�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �M�H�V�W��

�P�L�N�U�R�E�L�R�P���� �L�]�U�D�]�� �N�R�M�L�� �M�H�� �S�U�Y�L�� �S�X�W�D�� �X�S�R�W�U�L�M�H�E�L�R�� �-�R�V�K�X�D�� �/�H�G�H�U�E�H�U�J�� �N�D�N�R�� �E�L�� �R�]�Q�D�þ�L�R�� �H�N�R�O�R�ã�N�X��

zajednicu komenzalnih, simbiotskih i patogenih mikroorganizama koji obitavaju u tijelu. 

�'�D�Q�D�ã�Q�M�D�� �G�H�I�L�Q�L�F�L�M�D�� �M�H�� �G�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�P�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�Y�H�X�N�X�S�D�Q�� �J�H�Q�H�W�L�þ�N�L�� �P�D�W�H�U�L�M�D�O�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H��

mikrobiote. P�R�G�U�X�þ�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�D�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�M�X�� �V�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �P�L�N�U�R�E�L�R�P�D�� �V�H��

naziva metagenomika ���'�¶�$�U�J�H�Q�L�R���L Salvatore 2015; Lederberg i McCray, 2001).  
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Crijevna �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���R�E�D�Y�O�M�D���U�D�]�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���N�R�M�H���O�M�X�G�V�N�R���W�L�M�H�O�R���Q�L�M�H���X���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���V�D�P�R��

�S�U�R�Y�H�V�W�L���L���]�E�R�J���W�R�J�D���V�H���P�R�å�H���U�H�ü�L���G�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���R�E�L�W�D�Y�D���X���V�L�P�E�L�R�]�L���V���O�M�X�G�L�P�D�����1�H�N�H���R�G���I�X�Q�F�L�M�D��

�N�R�M�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �R�E�D�Y�O�M�D�� �V�X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�L�K�� �S�U�R�E�D�Y�Q�L�K�� �L�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D���� �8��to se 

ubrajaju: fermentacija �O�M�X�G�L�P�D�� �L�Q�D�þ�H�� �Q�H�S�U�R�E�D�Y�O�M�L�Y�L�K�� �V�D�V�W�R�M�D�N�D�� �K�U�D�Q�H �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �S�U�L�P�M�H�U�L�F�H��

netopljiva vlakna, sinteza vitamina, osobito vitamina B9, B12 i vitamina K te nekih drugih 

esencijalnih mikronutrijenata, metaboliza prehrambenih toksina i karcinogena, konverzija 

�N�R�O�H�V�W�H�U�R�O�D�� �L�� �å�X�þ�Q�L�K�� �V�R�O�L koje dospiju u debelo crijevo. Mikrobiota doprinosi sazrijevanju 

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �X�W�M�H�þ�H na rast i diferencijaciju enterocita, regulaciju crijevne 

�D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H���L���]�D�ã�W�L�W�X���R�G���H�Q�W�H�U�L�þ�N�L�K���S�D�W�R�J�H�Q�D�����*�p�U�D�U�G, 2016). 

�=�E�R�J�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �N�R�M�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �Y�U�ã�L�� �X�� �O�M�X�G�V�N�R�P�� �F�U�L�M�H�Y�X���� �S�R�S�X�W�� �V�L�Q�W�H�]�H��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���Y�L�W�D�P�L�Q�D���L���H�Q�]�L�P�D���Y�D�å�Q�L�K���]�D���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X���L�Q�D�þ�H���Q�H�S�U�R�E�D�Y�O�M�L�Y�L�K���V�D�V�W�R�M�D�N�D���K�U�D�Q�H, �P�R�å�H��

�V�H�� �U�H�ü�L�� �G�D�� �O�M�X�G�L�� �]�D�S�U�D�Y�R�� �L�P�D�M�X�� �G�Y�D�� �J�H�Q�R�P�D���� �M�H�G�D�Q�� �N�R�M�L�� �Q�D�V�O�M�H�ÿ�X�M�X�� �R�G�� �U�R�G�L�W�H�O�M�D te drugi koji 

�G�R�E�L�M�X���R�G���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�����1�D�M�E�L�W�Q�L�M�D���U�D�]�O�L�N�D���L�]�P�H�ÿ�X���Q�M�L�K���M�H���W�D���G�D���Q�D�V�O�L�M�H�ÿ�H�Q�L���J�H�Q�R�P���R�V�W�D�M�H���V�W�D�E�L�O�D�Q��

tokom cijelog �å�L�Y�R�W�D���G�R�N���J�H�Q�R�P���G�R�E�L�Y�H�Q���R�G���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���S�R�G�O�L�M�H�å�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���X�W�M�H�F�D�M�L�P�D���ã�W�R���J�D��

�þ�L�Q�L�� �Y�U�O�R�� �G�L�Q�D�P�L�þ�Q�L�P�����'�¶�$�U�J�H�Q�L�R�� �L Salvatore, 2015). Kapacitet kodiranja sveukupnog  

mikrobnog genoma �M�H���S�X�Q�R���Y�H�ü�L �R�G���J�H�Q�H�W�L�þ�N�R�J kapaciteta kodiranja koji ima ljudski genom. 

�&�U�L�M�H�Y�Q�L���P�L�N�U�R�E�L�R�P���N�R�G�L�U�D���E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�H���S�X�W�H�Y�H���N�R�M�H���O�M�X�G�V�N�L���P�L�N�U�R�E�L�R�P���M�R�ã���Q�L�M�H���U�D�]�Y�L�R���L���]�E�R�J��

toga se smatra da je ljudska crijevna mikrobiota individualni organ koji se nalazi u 

probavnom sustavu i �N�R�M�L���L�P�D���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���N�D�S�D�F�L�W�H�W���Y�H�ü�L���þ�D�N���L��od jetre za koju se smatra da je 

najsvestraniji ljudski organ (Egert i sur., 2006). 

�������������� �3�U�R�P�M�H�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �N�U�R�]�� �å�L�Y�R�W�Q�X�� �G�R�E�� �L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �V�D�V�W�D�Y��

mikrobiote u debelom crijevu 

�6�Y�H�� �G�R�Q�H�G�D�Y�Q�R�� �V�H�� �V�P�D�W�U�D�O�R�� �N�D�N�R�� �M�H�� �O�M�X�G�V�N�R�� �G�H�E�H�O�R�� �F�U�L�M�H�Y�R�� �V�W�H�U�L�O�Q�R�� �S�U�L�M�H�� �U�R�ÿ�H�Q�M�D���� �D�O�L��

�Q�D�M�Q�R�Y�L�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X���S�R�E�L�O�D���W�D�N�Y�H���W�Y�U�G�Q�M�H���Q�D�N�R�Q���R�W�N�U�L�ü�D���G�D���F�U�L�M�H�Y�Q�L���P�L�N�U�R�E�L�R�P���S�R�V�W�R�M�L���L��in 

utero. Sekvencioniranjem 16S rRNA gena iz uzoraka prvog mekonija zdrave nov�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�D�G�L��

�R�W�N�U�L�Y�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �P�H�N�R�Q�L�M�� �V�D�G�U�å�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�X�� �L�� �R�V�N�X�G�Q�X�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�X�� �X�� �N�R�M�R�M�� �V�X��

predominantno bakterijski rodovi poput Escherichia-Shigella, Enterococcus, Leuconostoc, 

Lactococcus i Streptococcus ���-�L�P�H�Q�H�]�� �L�� �V�X�U������ �������������� �'�D�O�M�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D su utvrdila da se in 

utero �P�L�N�U�R�E�L�R�P�� �Q�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �V�D�P�R�� �X�� �F�U�L�M�H�Y�L�P�D�� �I�H�W�X�V�D�� �Q�H�J�R�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�� �X�� �S�R�V�W�H�O�M�L�F�L���� �,�� �W�D�M��

�P�L�N�U�R�E�L�R�P�� �M�H�� �R�V�N�X�G�D�Q�� �S�R�S�X�W�� �R�Q�R�J�D�� �X�� �F�U�L�M�H�Y�L�P�D���� �D�O�L�� �M�H�� �X�Q�D�W�R�þ�� �V�Y�R�P�� �P�D�O�R�P�� �E�U�R�M�X�� �Y�U�O�R��

�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�� �D�N�W�L�Y�D�Q�� �L�� �V�Y�R�M�L�P�� �V�D�V�W�D�Y�R�P�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �M�H�� �Q�D�M�V�O�L�þ�Q�L�M�L�� �R�U�D�Onom mikrobiomu. 

�0�L�N�U�R�E�L�R�P�� �S�R�V�W�H�O�M�L�F�H�� �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �þ�L�Q�H�� �Q�H�S�D�W�R�J�H�Q�H�� �N�R�P�H�Q�]�D�O�Q�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H�� �L�]�� �N�R�O�M�H�Q�D��Firmicutes, 
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Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes i Fusobacteria  (Hollister i sur., 2014; Aagaard i 

sur., 2014 ).  

�3�R�]�Q�D�W�R�� �M�H�� �G�D�� �F�U�L�M�H�Y�R�� �Q�R�Y�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�H�W�D�� �L�Q�L�F�L�M�D�O�Q�R�� �V�D�G�U�å�L�� �L�� �P�D�O�R�� �N�L�V�L�N�D�� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H��

aerotolerantnim bakterijama iz porodice Enterobacteriacae i rodova Streptococcus i 

Staphylococcus �G�D�� �E�X�G�X�� �P�H�ÿ�X�� �S�U�Y�L�P�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D�� �N�R�M�H�� �N�R�O�R�Q�L�]�L�U�D�M�X�� �F�U�L�M�H�Y�R�� �Q�R�Y�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�H�W�D����

�3�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P�� �E�U�R�M�D�� �I�D�N�X�O�W�D�W�L�Y�Q�R�� �D�Q�D�H�U�R�E�Q�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D���� �N�L�V�L�N�� �L�]�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �V�H�� �W�U�R�ã�L�� �L�� �U�H�G�R�N�V��

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �S�D�G�D�� �Q�D�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �þ�L�P�H�� �V�H�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �X�Y�M�H�W�L�� �N�R�M�L�� �S�R�J�R�G�X�M�X�� �D�Q�D�H�U�R�E�Q�L�P��

bakterijama iz rodova Bifidobacterium, Bacteroides i Clostridium �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H���R�Q�H���S�R�þ�L�Q�M�X��

�X�P�Q�R�å�D�Y�D�W�L���L���Q�M�L�K�R�Y�D���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W���U�D�V�W�H���G�R�N���L�V�W�R�G�R�E�Q�R���R�S�D�G�D���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W���E�D�N�W�H�U�L�M�D���S�U�L�V�X�W�Q�L�K��

�X���F�U�L�M�H�Y�X���X���S�U�Y�L�P���W�M�H�G�Q�L�P�D���å�L�Y�R�W�D�����&�R�Q�Z�D�\���3���/������������������ 

 �3�R�þ�H�W�Q�L���V�D�V�W�D�Y���F�U�L�M�H�Y�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�R�Y�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�H�W�D���R�Y�L�V�L���L���R���W�R�P�H���G�D���O�L���M�H���G�L�M�H�W�H��

�U�R�ÿ�H�Q�R�� �Y�D�J�L�Q�D�O�Q�L�P�� �S�X�W�H�P�� �L�O�L�� �F�D�U�V�N�L�P�� �U�H�]�R�P���� �1�R�Y�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�D�G�� �U�R�ÿ�H�Q�D�� �Y�D�J�L�Q�D�O�Q�L�P�� �S�X�W�H�P�� �L�P�D�M�X��

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�X�� �V�O�L�þ�Q�L�M�X�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�L�� �P�D�M�þ�L�Q�H�� �Y�D�J�L�Q�H���� �6�D�V�W�D�Y�� �W�D�N�Y�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �S�R�J�O�D�Y�L�W�R�� �R�E�L�O�X�M�H��

bakterijskim rodovima Lactobacillus i Prevotella���� �G�R�N�� �Q�R�Y�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�D�G�� �U�R�ÿ�H�Q�D�� �F�D�U�V�N�L�P�� �U�H�]�R�P��

imaju mikrobiotu kojom dominiraju bakterijski rodovi Staphylococcus, Corynebacterium i 

Propionibacterium �ã�W�R���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�X���N�R�M�D���M�H���Y�L�ã�H���Q�D�O�L�N���P�L�N�U�R�E�L�R�W�L���Q�D���N�R�å�L���P�D�M�N�H�����2�V�L�P��

�Q�D�þ�L�Q�D�� �S�R�U�Rda,  na sastav mikrobiote utjecaj �L�P�D�� �L�� �Q�D�þ�L�Q�� �K�U�D�Q�M�H�Q�M�D�� �Q�R�Y�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�H�W�D���� �7�R�� �E�L��

�]�Q�D�þ�L�O�R�� �G�D�� �E�H�E�H�� �G�R�M�H�Q�H�� �P�D�M�þ�L�Q�L�P�� �P�O�L�M�H�N�R�P�� �N�R�M�H�� �V�D�G�U�å�L�� �Q�X�W�U�L�M�H�Q�W�H poput oligosaharida, 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K antitijela i komenzalne bakterije imaju mikrobiotu kojom dominiraju bakterije roda 

Bifidobacterium �W�H�� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�� �E�H�E�D�P�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �K�U�D�Q�M�H�Q�H�� �I�R�U�P�X�O�D�P�D�� �L�P�D�M�X�� �Q�L�å�X�� �U�D�]�L�Q�X��

bakterija roda Atopobium (Hollister i sur., 2014; Xu i sur., 2014). 

�7�R�N�R�P���R�G�U�D�V�W�D�Q�M�D���V�H���G�R�O�D�]�L���X���G�R�W�L�F�D�M���V���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���R�N�R�O�L�ã�H�P���W�H���V�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D �V�O�R�å�H�Q�R�V�W���L��

raznolikost hrane te se shodno tome �S�R�Y�H�ü�D�Y�D���L���V�O�R�å�H�Q�R�V�W���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�����6�P�D�W�U�D���V�H���G�D���M�H���V�O�L�þ�Q�R�V�W��

sastava crijevne mikrobiote djeteta od tri godine i crijevne mikrobiote odrasle osobe 40-60%. 

Kako starimo, udjeli rodova Bifidobacterium, Faecalibacterium prausnitzii i nekoliko 

pripadnika koljena Firmicutes opadaju, dok se udjeli E.coli, bakterija koljena Proteobacteria i 

roda Staphylococcus �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X��(Hollister i sur., 2014). Crijevni mikrobiom starijih osoba 

odlikuje slabija sposobnost biosinteze vitamina B12, smanjena aktivnost mikrobnih reduktaza, 

�V�O�D�E�L�M�L�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �L�� �V�O�D�E�L�M�D�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�M�D�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �N�R�M�L�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �X�� �W�L�M�H�O�X��

�X�V�O�L�M�H�G�� �L�]�O�R�ÿ�H�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�P�� �V�W�U�H�V�X�� �ã�W�R�� �Q�D�Y�R�G�L�� �Q�D�� �]�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �G�D�� �F�U�L�M�H�Y�Q�L�� �P�L�N�U�R�E�L�R�P�� �V�W�D�U�L�M�L�K��

osoba predstavlja proinflamatorni fenotip (Lan i sur., 2013). 
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Mikrobiota odrasle osobe je relativno stabilna i postojana i u njenom sastavu 

dominiraju bakterije koljena Bacteroidetes, Firmicutes i Actinobacteria. Ipak, crijevna 

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �V�H�� �U�D�]�O�L�N�X�M�H�� �R�G�� �R�V�R�E�H�� �G�R�� �R�V�R�E�H�� �W�H�� �V�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�L�M�H�Q�M�D�� �L�� �X�Q�X�W�D�U�� �þ�R�Y�M�H�N�D�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���H�Q�G�R�J�H�Q�L�P���L���H�J�]�R�J�H�Q�L�P���þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�P�D���N�R�M�L�P�D���R�V�R�E�D���S�R�G�O�L�M�H�å�H��(Xu i Knight,  2014). 

�1�D�M�U�D�Q�L�M�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �V�D�V�W�D�Y�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �V�X�� �Q�D�þ�L�Q�� �S�R�U�R�G�D�� ���Y�D�J�L�Q�D�O�Q�L�P�� �S�X�W�H�P�� �L�O�L��

c�D�U�V�N�L�P�� �U�H�]�R�P���� �W�H�� �Q�D�þ�L�Q�� �K�U�D�Q�M�H�Q�M�D�� �Q�D�N�R�Q�� �S�R�U�R�G�D�� ���G�R�M�H�Q�M�H�� �P�D�M�þ�L�Q�L�P�� �P�O�L�M�H�N�R�P�� �L�O�L�� �K�U�D�Q�M�H�Q�M�H��

�I�R�U�P�X�O�D�P�D������ �D�� �N�D�V�Q�L�M�H�� �Y�H�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �V�D�V�W�D�Y�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �L�P�D�M�X�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�� �S�R�S�X�W�� �J�H�R�J�U�D�I�V�N�R�J��

�S�R�G�U�X�þ�M�D���R�G�U�D�V�W�D�Q�M�D�����V�S�R�O�����X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W���X�S�R�W�U�H�E�H���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�����P�L�N�U�R�E�Q�R���P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Yanje, genotip, 

�G�R�E���� �N�R�Q�]�X�P�D�F�L�M�D�� �S�U�R�E�L�R�W�L�N�D�� �L�� �S�U�H�E�L�R�W�L�N�D���� �,�S�D�N���� �Q�D�M�Y�H�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �V�D�V�W�D�Y�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �L�� �G�D�O�M�H��

ima prehrana (Sankar i sur., 2015). 

 �0�L�N�U�R�E�Q�D�� �P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L�� �V�� �Q�D�W�M�H�F�D�Q�M�H�P�� �P�L�N�U�R�R�U�J�Dnizama za izvore 

�H�Q�H�U�J�L�M�H�� �V�X�� �R�G�D�Y�Q�R�� �S�R�]�Q�D�W�H�� �Y�D�å�Q�H�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�D�Q�W�H�� �V�D�V�W�D�Y�D�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���� �1�D�M�þ�H�ã�ü�L��

�P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �L�Q�W�H�U�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�X�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�K�� �P�H�W�D�E�R�O�L�W�D�� �L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

�D�Q�W�L�P�L�N�U�R�E�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���E�D�N�W�H�U�L�R�F�L�Q�L4 (Dethlefsen i sur., 2006) 

 �6�O�M�H�G�H�ü�L�� �Y�D�å�D�Q�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �V�D�V�W�D�Y�� �P�Lkrobiote jest upotreba antibiotika. 

Upotreba antibiotika pridonosi smanjenju taksonomske raznolikosti i uzrokuje trajne 

promjene u sastavu mikrobiote kod velikog dijela �O�M�X�G�L�����,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X���G�D���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�D��

�X�S�R�W�U�H�E�D�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�� �ã�L�U�R�N�R�J�� �V�S�H�N�W�U�D�� �X�� �W�U�D�M�D�Q�M�X�� �R�G�� �V�D�P�R�� ���� �G�D�Q�D�� �P�R�å�H�� �L�P�D�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �V�D�V�W�D�Y��

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���L���G�Y�L�M�H���J�R�G�L�Q�H���Q�D�N�R�Q���X�S�R�W�U�H�E�H���O�L�M�H�N�D�����8�þ�L�Q�D�N���N�R�M�L���X�]�U�R�N�X�M�H���X�S�R�W�U�H�E�D���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D���M�H��

�Y�H�ü�L�Q�R�P�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�Nost pojedinih bakterijskih koljena poput Bacteroidetes i koljena 

Actinobacteria���� �þ�L�M�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �M�H�� �X�R�þ�H�Q�R�� �Q�D�N�R�Q�� �W�H�U�D�S�L�M�H antibioticima protiv 

H.pylori. Prestankom uporabe antibiotika, ponovo se uspostavlja mikrobna zajednica u 

�G�H�E�H�O�R�P���F�U�L�M�H�Y�X���W�H���M�H���S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�R���G�D���M�H���Q�D�Q�R�Y�R���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�D��manje otporna���� �ã�W�R��

�R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D�� �N�R�M�H�� �S�U�L�M�H�� �X�S�R�W�U�H�E�H�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�� �Q�L�V�X�� �R�E�L�W�D�Y�D�O�H�� �X�� �F�U�L�M�H�Y�X�� �S�R�M�H�G�L�Q�F�D da 

prerastu komenzalne mikroorganizme �L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �X�]�U�R�N�X�M�X�� �W�U�D�M�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�L��

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �S�U�L�G�R�Q�H�V�X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� Izuzev smanjenja 

bioraznolikosti mikrobiote u debelom crijevu, dodatna zabrinutost kod upotrebe antibiotika 

jest i pojava otpornosti patogenih bakterija na antibiotike (Clemente i sur., 2012; Jandhyala i 

sur., 2015).  

 �8�]�� �V�Y�H�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�H�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�H�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �V�D�V�W�D�Y�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���� �S�U�H�K�U�D�Q�D�� �L��

�G�D�O�M�H�� �L�P�D�� �Q�D�M�Y�H�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �R�E�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H�� �V�D�V�W�D�Y�D���� �U�D�]�Q�R�O�L�N�Rsti i zastupljenosti mikrobiote u 

                                                           
4 Bakteriocini- mikrobicidni proteini koje proizvode bakterije i oni sprje�þavaju  rast srodnih bakterija u blizini 
(Dethlefsen i sur., 2006). 
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�G�H�E�H�O�R�P���F�U�L�M�H�Y�X���þ�R�Y�M�H�N�D�� S brojnijom i raznovrsnijom mikrobiotom se povezuje prehrana koja 

�R�E�L�O�X�M�H�� �Y�R�ü�H�P���� �S�R�Y�U�ü�H�P�� �L�� �K�U�D�Q�R�P�� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�D�� �Y�O�D�N�Q�D���� �2�Y�D�N�Y�D�� �S�U�H�K�U�D�Q�D��

podrazumijeva komzumaciju poglavito ugljikohidrata �R�G�� �N�R�M�L�K�� �Y�H�O�L�N�� �X�G�L�R�� �þ�L�Q�H�� �Q�H�W�R�S�O�M�L�Y�D��

vlakna pa je stoga i razumljivo da je u crijevima pojedinaca na ovakvoj prehrani detektirana 

�Y�H�ü�D�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�O�M�H�Q�D��Firmicutes poput Ruminococcus bromii, Roseburia i 

Eubacterium rectale (Walker i sur., 2011). �3�U�L�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �S�U�H�K�U�D�Q�H�� �Q�D�� �V�D�V�W�D�Y��

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���� �S�R�J�O�D�Y�L�W�R�� �V�H�� �Q�D�J�O�D�ã�D�Y�D�� �X�W�M�H�F�D�M�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�H���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �X�V�W�D�O�M�H�Q�H�� �S�U�H�K�U�D�Q�H�� �Q�D�V�S�U�D�P��

�N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�L�K�� �S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�L�K�� �Ä�L�Q�W�H�U�Y�H�Q�F�L�M�D�³�� �N�R�M�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �U�D�]�Q�H�� �G�L�M�H�W�H���� �2�Y�D�� �W�Y�U�G�Q�M�D�� �M�H��

�S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �X�� �N�R�M�H�P�� �M�H�� �R�W�N�U�L�Y�H�Q�R�� �G�D�� �V�X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H�� �U�R�G�D��Prevotella bile 

zastupljenije kod ljudi koji su konzumirali prehranu koja je obilovala ugljikohidratima i 

vlaknima, dok su bakterije roda Bacteroidetes bile zastupljenije u pojedinaca koji su se hranili 

�W�]�Y���� �Ä�]�D�S�D�G�Q�M�D�þ�N�R�P�� �S�U�H�K�U�D�Q�R�P�³�� �N�R�M�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�M�X�� �Y�L�V�R�N�� �X�Gjel proteina i masti u 

svakodnevnoj prehrani (Wu i sur., 2011). �8�]���S�U�H�K�U�D�Q�X���V�H���þ�H�V�W�R���Y�H�å�H���L���N�R�Q�]�X�P�D�F�L�M�D���S�U�R�E�L�R�W�L�N�D��

�L�� �S�U�H�E�L�R�W�L�N�D�� �N�D�R�� �M�H�G�Q�L�K�� �R�G�� �J�O�D�Y�Q�L�K�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �N�R�M�L�� �L�P�D�M�X�� �S�R�Y�R�O�M�D�Q�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �P�L�N�Uobiotu. 

�3�U�R�E�L�R�W�L�F�L�� �V�X�� �N�X�O�W�X�U�H�� �å�L�Y�L�K�� �P�L�N�U�R�R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D�� �N�R�M�L�� �S�R�P�D�å�X�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �]�G�U�D�Y�O�M�D�� �O�M�X�G�L�� �S�R�G��

�X�Y�M�H�W�R�P�� �G�D�� �V�X�� �X�Q�H�V�H�Q�L�� �X�� �S�U�H�S�R�U�X�þ�H�Q�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���� �G�R�N�� �V�X�� �S�U�H�E�L�R�W�L�F�L�� �Q�H�S�U�R�E�D�Y�O�M�L�Y�L�� �V�D�V�W�R�M�F�L��

hrane koji selektivno stimuliraju rast i/ili aktivnost jedne ili ogran�L�þ�H�Q�R�J�� �E�U�R�M�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D u 

�G�H�E�H�O�R�P�� �F�U�L�M�H�Y�X�� �L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� ���*�L�E�E�V�R�Q�� �L�� �5�R�E�H�U�I�U�R�L�G���� ��������������

�*�O�D�Y�Q�L�� �F�L�O�M�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �N�R�Q�]�X�P�D�F�L�M�H�� �N�D�R�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�H�� �K�U�D�Q�H�� �M�H�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�H�� �]�G�U�D�Y�O�M�D�� �S�R�W�U�R�ã�D�þ�D 

selektivnom promjenom sastava i aktivnosti prisutne c�U�L�M�H�Y�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���� �D�� �W�R�� �V�H�� �P�R�å�H��

�Q�D�M�E�R�O�M�H�� �S�R�V�W�L�ü�L�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�P�� �X�Q�R�V�R�P�� �L�� �S�U�R�E�L�R�W�L�N�D�� �L�� �S�U�H�E�L�R�W�L�N�D���� �]�G�U�X�å�H�Q�R�� �Q�D�]�Y�D�Q�L�K�� �V�L�Q�E�L�R�W�L�F�L��

(Tobergte i Curtis, 2013). 

���������������8�W�M�H�F�D�M���V�D�V�W�D�Y�D���F�U�L�M�H�Y�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�D���]�G�U�D�Y�O�M�H���þ�R�Y�M�H�N�D�� 

 �6�Y�H���Y�L�ã�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�U�R�Y�R�G�L���V�H���X��svrhu otkrivanja na koje sve sustave i organe u tijelu 

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�D���L�P�D���X�þ�L�Q�D�N�����W�H���N�D�N�D�Y���M�H���W�R�þ�Q�R���W�D�M���X�þ�L�Q�D�N���Q�D���þ�R�Y�M�H�N�R�Y�R���]�G�U�D�Y�O�M�H�����7�D�N�R���V�H���S�U�R�P�M�H�Q�H��

�X���P�L�N�U�R�E�Q�R�P���V�D�V�W�D�Y�X���S�R�Y�H�]�X�M�X���V���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���E�R�O�H�V�W�L�P�D���S�U�R�E�D�Y�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���N�D�R���ã�W�R���V�X�����V�L�Q�G�U�R�P��

iritabilnog crijeva, alergije, autoimune bolesti, �U�D�N�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D���� �Q�H�N�U�R�W�L�]�L�U�D�M�X�ü�L��

enterokolitis, Crohnova bolest, ulcerozni kolitis, dijabetes tip 2, nealkoholni steato-hepatitis i 

�X�� �Q�D�M�Y�H�ü�H�P�� �G�L�M�H�O�X �S�U�H�W�L�O�R�V�W�� �L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�� �V�L�Q�G�U�R�P���� �2�V�L�P�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �N�R�M�L�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �L�P�D�� �Q�D��

dijelove probavnog sustava i bolesti vezane uz njega, otkriveno je da mikrobiota uvelike 

�X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �L�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�H�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �W�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �Q�D�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�L��

�å�L�Y�þ�D�Q�L���V�X�V�W�D�Y�����6�D�Q�N�D�U���L���V�X�U�������������������'�¶�$�U�J�H�Q�L�R���L���6�D�O�Y�D�W�R�U�H������������). 
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  Crijevna mikrobiota pridonosi imunomodulaciji i �S�U�L�U�R�ÿ�H�Q�R�J�� �L�� �V�W�H�þ�H�Q�R�J��

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �7�R�� �V�H�� �S�R�J�O�D�Y�L�W�R�� �R�G�Q�R�V�L�� �Q�D�� �� �O�L�P�I�D�W�L�þ�Q�R��tkivo probavnog sustava (eng. 

�Ä�*�X�W���$ssociated Lymphoid T�L�V�V�X�H�³- GALT) , efektorne i regulatorne T- stanice, IgA stanice 

koje proizvode B pl�D�]�P�D�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �P�D�N�U�R�I�D�J�H�� �L�� �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �X�� �Ä�O�D�P�L�Q�D��

�S�U�R�S�U�L�D�³�� �J�G�M�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �S�R�P�D�å�H�� �S�U�L�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R�P�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �W�H�� �Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �D�G�H�N�Y�D�W�Q�R�M��

aktivaciji koja je esencijalna za njihovo normalno djelovanje. Jedna od bitnih interakcija 

prir�R�ÿ�H�Q�R�J�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �V�� �F�U�L�M�H�Y�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P�� �V�H�� �S�R�N�D�]�D�O�D��i �Y�U�O�R�� �Y�D�å�Q�L�P��

�H�S�L�J�H�Q�H�W�L�þ�N�L�P���I�D�N�W�R�U�R�P��u razvoja dijabetesa tipa 1 �N�R�G���P�U�ã�D�Y�L�K���P�L�ã�H�Y�D���V���G�L�M�D�E�H�W�H�V�R�P�����1�2�'��

�P�L�ã�H�Y�L�������3�R�N�D�]�D�O�R���V�H���G�D���1�2�'���P�L�ã�H�Y�L���N�R�M�L���Q�H���S�R�V�M�H�G�X�M�X���0�\�'�������D�G�D�S�W�R�U�V�N�L���S�U�R�W�H�L�Q���H�V�H�Q�F�L�M�D�O�D�Q��

�]�D���U�D�]�Q�H���V�L�J�Q�D�O�Q�H���S�X�W�H�Y�H���L���U�H�F�H�S�W�R�U�H���S�U�L�U�R�ÿ�H�Q�R�J���L�P�X�Q�L�W�H�W�D�����Q�H���U�D�]�Y�L�M�D�M�X���G�L�M�D�E�H�W�H�V�����2�Y�D�M���X�þ�L�Q�D�N��

se pripisuje crijevnoj mikrobiot�L�� �M�H�U�� �M�H�U�� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�R�� �G�D�� �N�R�G�� �Ä�J�H�U�P-�I�U�H�H�³�� �1�2�'�� �P�L�ã�H�Y�D�� �N�R�M�L��

�S�R�V�M�H�G�X�M�X���0�\�'�������S�U�R�W�H�L�Q���G�R�O�D�]�L���G�R���U�D�]�Y�R�M�D���W�H�å�H�J���R�E�O�L�N�D���G�L�M�D�E�H�W�H�V�D�����D�O�L���N�D�G���V�H���R�Y�D�N�Y�L���P�L�ã�H�Y�L��

�N�R�O�R�Q�L�]�L�U�D�M�X���P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P���1�2�'���P�L�ã�H�Y�D���E�H�]���0�\�'�������S�U�R�W�H�L�Q�D�����G�R�O�D�]�L���G�R���X�E�O�D�å�D�Y�D�Q�M�D���G�L�M�D�E�H�W�H�V�D��

(Wen i sur., 2008; Jandhyala i sur., 2015). 

 �3�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���V�H���G�D���V�H���������� �V�H�U�R�W�R�Q�L�Q�D�����W�D�N�R�]�Y�D�Q�R�J���K�R�U�P�R�Q�D���V�U�H�ü�H���� �Q�D�O�D�]�L���X���F�U�L�M�H�Y�X�� a 

�Q�H���X���P�R�]�J�X���N�D�R���ã�W�R���V�H���R�S�ü�H�Q�L�W�R���V�P�D�W�U�D�����2�Y�D�M���Q�H�X�U�R�W�U�D�Q�V�P�L�W�H�U���M�H�U���Y�D�å�D�Q���N�R�G���P�Q�R�J�L�K���E�R�O�H�V�W�L���M�H�U��

se njegovo disbalans povezuje s pojavom depresije, migrena i drugih neuropsihijatrijskih 

�E�R�O�H�V�W�L���� �D�� �X�� �Q�R�Y�L�M�H�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �L�� �N�R�G�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D�� �V�L�Q�G�U�R�P�D�� �L�U�L�W�D�E�L�O�Q�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D�� ���.�L�P�� �L��

Camilleri, 2000). �9�H�ü�L�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X�W�M�H�F�D�M�D���F�U�L�M�H�Y�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�D���P�R�U�I�R�O�R�J�L�M�X���P�R�]�J�D���V�H���L��

�G�D�O�M�H���Y�U�ã�L���Q�D���P�L�ã�H�Y�L�P�D�����W�H���L�D�N�R���S�R�V�W�R�M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���L�]�P�H�ÿ�X���P�R�]�J�D���þ�R�Y�M�H�N�D���L���P�L�ã�D�����L���G�D�O�M�H��

se s�P�D�W�U�D�� �N�D�N�R�� �V�X�� �P�L�ã�M�L�� �P�R�G�H�O�L�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �G�R�E�U�L �]�D�� �R�Y�D�N�Y�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �2�W�N�U�L�Y�H�Q�R�� �M�H�� �G�D��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �P�L�N�U�R�E�Q�L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�W�L��mogu �S�U�R�ü�L�� �N�U�R�]�� �N�U�Y�Q�R-�P�R�å�G�D�Q�X�� �E�D�U�L�M�H�U�X�� �L�� �S�R�W�R�P�� �P�R�G�X�O�L�U�D�W�L��

�P�R�å�G�D�Q�X���P�R�U�I�R�O�R�J�L�M�X���L���V�D�P�X���N�U�Y�Q�R-�P�R�å�G�D�Q�X���E�D�U�L�M�H�U�X�����,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���Q�D���J�H�U�P-�I�U�H�H���P�L�ã�H�Y�L�P�D���M�H��

�S�R�N�D�]�D�O�R�� �G�D�� �W�D�N�Y�L�� �P�L�ã�H�Y�L�� �L�P�D�M�X�� �S�U�R�S�X�V�Q�L�M�X�� �N�U�Y�Q�R-�P�R�å�G�D�Q�X�� �E�D�U�L�M�H�U�X���� �D�� �Q�D�N�R�Q�� �N�R�O�R�Q�L�]�D�F�L�M�H��

njihovih crijeva s Clostridium tyrobutyricum i B. thetaiotaomicron koje proizvode razne 

SCFA5  primi�M�H�ü�H�Q�R�� �M�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �S�U�R�S�X�V�Q�R�V�W�L�� �E�D�U�L�M�H�U�H���� �3�R�ã�W�R�� �W�R�þ�D�Q�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �R�Y�D�N�Y�R�J��

�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �Q�L�M�H�� �M�R�ã�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q���� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�V�W�L�� �G�D�O�M�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� ���6�F�K�U�R�H�G�H�U�� �L�� �%�l�F�N�K�H�G����

2016). 

 Smatra se da crijevna mikrobiota ima ulogu i kod pojave raka debelog crijeva kod 

ljudi�����5�D�N���G�H�E�H�O�R�J���F�U�L�M�H�Y�D���V�H���S�R�Y�H�]�X�M�H���V���S�R�Y�L�ã�H�Q�R�P���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�ã�ü�X��Fusobacterium, invazivne 

anaerobne bakterije koju se prethodno povezivalo samo s upalnim bolestima crijeva. Iako 

�W�R�þ�Q�D��uloga Fusobacterium u nastanku raka nije poznata, zna se da njena prisutnost doprinosi 

                                                           
5 SCFA- �H�Q�J�����Ä�6�F�K�R�U�W���&�K�D�L�Q���)�D�W�W�\���$�F�L�G�³���± �.�U�D�W�N�R�O�D�Q�þ�D�Q�H���P�D�V�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H 
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�U�D�]�Y�R�M�X�� �X�S�D�O�H�� �N�R�M�D�� �M�H�� �U�L�]�L�þ�Q�L�� �I�D�N�W�R�U�� �]�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �U�D�N�D�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�D��

smanjena zastupljenost Proteobacteria, Bifidobacteria, Prevotella i smanjena proizvodnja 

�6�&�)�$���G�R�N���M�H���L�V�W�R�G�R�E�Q�R���S�R�Y�L�ã�H�Q�D���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W��Firmicutes, Bacteroidetes i Enterobacteriacae. 

�1�H�N�R�O�L�N�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �M�H�� �L�]�Y�L�M�H�V�W�L�O�R�� �G�D�� �M�H�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�� �G�Y�L�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �Y�U�V�W�D��

�S�R�Y�L�ã�H�Q�D�� �X�� �W�N�L�Y�L�P�D�� �N�R�G�� �U�D�N�D�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D���� �D��to su Akkermansia muciniphila i 

Fusobacterium nucleatum. (Grice i Segre, 2012; DeGruttola i sur., 2016). 

 Upalna bolest crijeva, u koju se svrstavaju ulcerozni kolitis i Crohnova bolest, je 

�N�U�R�Q�L�þ�Q�D���E�R�O�H�V�W���Q�H�S�R�]�Q�D�W�H���H�W�L�R�O�R�J�L�M�H�����.�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�M�X���M�X���L�]�P�M�H�Q�M�X�M�X�ü�D���S�R�M�D�Y�Q�R�V�W���D�N�X�W�Q�H���X�S�D�O�H���L��

faze remisije. Postoje indikacije da je za akutnu upalu kod upalne bolesti crijeva barem 

�G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R���]�D�V�O�X�å�D�Q�� �Q�H�S�U�D�Y�L�O�D�Q�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �O�X�P�L�Q�D�O�Q�X�� �F�U�L�M�H�Y�Q�X�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�X�� �N�R�M�X��

�V�H�� �P�R�å�H�� �S�R�G�L�M�H�O�L�W�L�� �Q�D�� �Rnu koja pridonosi zdravlju i onu koja �M�H�� �ã�W�H�W�Q�D�� �]�D�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D����

Takva promjena sastava mikrobiote u debelom crijevu se naziva disbioza. Disbiozu kod 

Crohnove bolesti karakteriziraju porast zastupljenosti Ruminococcus gnavus i opadanje 

zastupljenosti Faecalibacterium prausnitzii, Bifidobacterium adolescentis, Dialister invisus i 

Clostridium cluster XIVa. Za Faecalibacterium prausnitzii je poznato da je jedan od glavnih 

�S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D���E�X�W�L�U�D�W�D���X���F�U�L�M�H�Y�X���N�R�M�L���G�M�H�O�X�M�H���N�D�R���S�U�R�W�X�X�S�D�O�Q�L���D�J�H�Q�V���W�H���M�H���Y�U�O�R���E�L�W�D�Q���L�]�Y�R�U���H�Q�H�U�J�L�M�H��

za epitelne s�W�D�Q�L�F�H�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �L�� �V�D�P�L�P�� �W�L�P�H�� �Y�U�O�R�� �E�L�W�D�Q�� �X�� �]�D�ã�W�L�W�L�� �H�S�L�W�H�O�Q�H���E�D�U�L�M�H�U�H�� �F�U�L�M�H�Y�D����In vitro 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �E�X�W�L�U�D�W�� �V�X�]�E�L�M�D�� �L�P�X�Q�R-�X�S�D�O�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �L�Q�K�L�E�L�U�D��

aktivaciju transkripcije faktora NF-���%�� �L�� �W�L�P�H�� �S�U�R�G�X�N�F�L�M�X�� �S�U�R�X�S�D�O�Q�L�K�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �7�1�)�� �L�� �,�/-12 te 

�L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R���S�R�W�S�R�P�D�å�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�X�� �S�U�R�W�X�X�S�D�O�Q�R�J�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �,�/-10.  (DeGruttola i sur., 2016; 

Rose i sur., 2010). Na temelju saznanja da disbioza pridonosi razvoju upalnih bolesti crijeva, 

�N�D�R���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L���Q�D�þ�L�Q���O�L�M�H�þ�H�Q�M�D���S�U�H�G�O�R�å�H�Q�D���M�H���I�H�N�D�O�Q�D���W�U�D�Q�V�S�O�D�Qtacija. Fekalna transplantacija 

je postupak transfera crijevne mikrobiote iz zdravog donora u crijevo oboljele osobe s ciljem 

uspostavljanja stabilne crijevne mikrobiote u oboljele osobe.  Postoji nekoliko �Q�D�þ�L�Q�D���I�H�N�D�O�Q�H��

transplantacije: �S�X�W�H�P�� �Q�D�]�R�J�D�V�W�U�L�þ�Q�H�� �V�R�Q�G�H���� �Q�D�V�R�M�H�M�X�Q�D�O�Q�H�� �V�R�Q�G�H���� �U�H�W�H�Q�F�L�M�V�N�L�P�� �N�O�L�V�W�L�U�R�P�� �� �L�O�L��

�N�R�O�R�Q�R�V�N�R�S�V�N�L���� �)�H�N�D�O�Q�D�� �W�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�D�F�L�M�D�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �S�U�R�Y�R�G�L�� �N�R�G�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�H�� �X�S�D�O�H�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�H��

bakterijom Clostridium difficile �N�R�G�� �N�R�M�H�� �M�H�� �X�� �������� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D�� �Q�D�N�R�Q�� �I�H�N�D�One transplantacije 

�G�R�ã�O�R���G�R���L�]�O�M�H�þ�H�Q�M�D�����7�D�M���S�R�V�W�R�W�D�N���N�R�G���O�L�M�H�þ�H�Q�M�D���N�U�R�Q�L�þ�Q�L�K���X�S�D�O�D���F�U�L�M�H�Y�D���R�Y�R�P���P�H�W�R�G�R�P���M�H���L�S�D�N��

�Q�L�å�L�� �W�H�� �V�X�� �V�W�R�J�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �G�D�O�M�Q�M�D�� �G�H�W�D�O�M�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�D�� �E�L�� �W�U�H�E�D�O�D�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�W�L�� �V�D�V�W�D�Y��

mikrobiote i tankog crijeva i debelog crijeva prije i nakon fekalne transplantacije kako bi se 

�E�R�O�M�H�� �U�D�]�X�P�M�H�O�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �R�Y�D�N�Y�H�� �W�H�U�D�S�L�M�H�� �W�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�O�L�� �W�R�þ�Q�L��

�P�L�N�U�R�R�U�J�D�Q�L�]�P�L�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�L�� �S�U�R�G�X�N�W�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�]�X�� �X�S�D�O�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� �F�U�L�M�H�Y�D����

Nakon pronalaska odgovora na ove nepoznanice, postojala bi m�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �S�U�R�Q�D�O�D�V�N�D��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �N�R�U�L�V�Q�L�K�� �P�L�N�U�R�E�D�� �L�O�L�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �ã�W�H�W�Q�L�K�� �P�L�N�U�R�E�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�L�K�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D���W�H��
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�V�H���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���S�R�E�R�O�M�ã�D�O�R���]�G�U�D�Y�O�M�H���R�E�R�O�M�H�O�H���R�V�R�E�H����Borody i sur., 2013; Li i sur., 2016; Smits i 

sur., 2013). 

2.2.3. Mikrobiota i pretilost  

 Prema WHO-u6, pretilost se definira kao prekomjerno nakupljanje masti u tijelu koje 

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �P�R�å�H�� �Q�D�U�X�ã�L�W�L�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �3�U�H�P�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�P�� �S�R�G�D�F�L�P�D�� �:�+�2-a iz 2014. 

godine, u svijetu je preko 600 milijuna pretilih ljudi. Kad se ta brojka stavi u postotke, 11% 

�P�X�ã�N�D�U�D�F�D�� �L�� �������� �å�H�Q�D�� �Q�D�� �V�Y�L�M�H�W�X�� �M�H�� �S�U�H�W�L�O�R���� �=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�W�X�S�Q�M�D�� �X�K�U�D�Q�M�H�Q�R�V�W�L�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

koristi BMI 7 �N�R�M�L�� �V�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�� �S�U�H�P�D�� �I�R�U�P�X�O�L��   �ç�Ý�Ø�ß�Ø�æ�á�Ô���ç�Ø�å�Ü�á�Ô���è���Þ�Ü�ß�â�Ú�å�Ô�à�Ü�à�Ô

�:�ç�Ý�Ø�ß�Ø�æ�á�Ô���é�Ü�æ�Ü�á�Ô���è���à�Ø�ç�å�Ü�à�Ô�;�.
   i potom se 

�R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �V�W�X�S�D�Q�M�� �X�K�U�D�Q�M�H�Q�R�V�W�L�� �S�U�H�P�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �U�D�V�S�R�Q�L�P�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�P�� �X�� �7�D�E�O�L�F�L�� ���� 

Glavna pretpostavka za razvoj pretilosti i dalje je neravnote�åa u unosu i potro�ãnji energije, ali 

usporedbom crijevne mikrobiote zdrave, normalno uhranjene i pretile osobe �X�Y�L�ÿ�H�Q�� �M�H��

�P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�L���X�W�M�H�F�D�M���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�D���S�U�H�W�L�O�R�V�W���L���R�E�U�Q�X�W�R�����:�+�2���������������� 

Tablica 1. Stupanj uhranjenosti prikazan kao raspon BMI(kg/m2) 

BMI= kg/m2 

BMI(Body Mass Index) Opis 

<18,5 kg/m2 Pothranjenost 

18,6-24,9 kg/m2 Normalna uhranjenost 

25,9-29,9 kg/m2 

Pretilost I.stupnja  

(Prekomjerna tjelesna 

�W�H�å�L�Q�D�� 

30,0-34,9 kg/m2 Pretilost II.stupnja 

>35,0 kg/m2 Pretilost III. stupnja 

 

 �8�]�� �Y�H�ü�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�L�U�D�Q�H�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�H�� �N�R�M�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �P�R�J�X�� �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�W�L�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �S�U�H�W�L�O�R�V�W�L��

�S�R�S�X�W�� �J�H�Q�H�W�L�N�H�� �L�� �Q�H�S�U�D�Y�L�O�Q�L�K�� �S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�L�K�� �Q�D�Y�L�N�D���� �Q�R�Y�L�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �F�U�L�M�H�Y�Q�D��

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�å�H�� �X�W�M�H�F�D�W�L�� �Q�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P�� �þ�R�Y�M�H�N�D�����2�V�R�E�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�H�� �W�M�H�O�H�V�Q�H�� �W�H�å�L�Q�H��

imaju raznolikiju crijevnu mikrobiotu od pretilih osoba, a osim same raznolikosti postoje 

�L�Q�G�L�F�L�M�H�� �G�D�� �S�U�H�W�L�O�R�V�W�� �S�U�L�G�R�Q�R�V�L�� �S�U�R�P�M�H�Q�L�� �V�D�V�W�D�Y�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �R�P�M�H�U��

bakterijskih koljena Firmicutes/Bacteroidetes �X�� �G�H�E�H�O�R�P�� �F�U�L�M�H�Y�X�� �ã�W�R�� �V�H�� �V�P�D�W�U�D�� �Q�H�S�R�å�H�O�M�Q�L�P��

(Ley i sur., 2006). 

                                                           
6 WHO (eng. �³�:�R�U�O�G���+�H�D�O�W�K���2�U�J�D�Q�L�]�D�W�L�R�Q�´�����± Svjetska zdravstvena organizacija  
7 �%�0�,�����H�Q�J�����³�%�R�G�\���0�D�V�V���,�Q�G�H�[�´�����± �,�Q�G�H�N�V���W�M�H�O�H�V�Q�H���W�H�å�L�Q�H 
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 �0�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �N�R�M�L�P�D�� �F�U�L�M�H�Y�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �X�W�M�H�þ�H��na pretilost kod ljudi su izrazito 

kompleksni i komplicirani te stoga i dalje uglavnom nepoznati. Ipak, neki od utjecaja 

mikrobiote kojima ona pridonosi razvoju pretilosti su: �S�R�Y�H�ü�D�Q�R���R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H���H�Q�H�U�J�L�M�H���X���W�L�M�H�O�X 

uslijed hidrolize i fermentacije polisaha�U�L�G�D�� �N�R�M�H�� �G�R�P�D�ü�L�Q�� �V�D�P�R�V�W�D�O�Q�R�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �S�U�R�E�D�Y�L�W�L, 

�Y�L�V�R�N�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �I�H�U�P�H�Q�W�L�U�D�Q�L�K�� �N�U�D�W�N�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K�� �P�D�V�Q�L�K�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �N�R�M�H�� �S�R�W�L�þ�X�� �D�G�L�S�R�J�H�Q�H�]�X����

�H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �J�H�Q�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�K�� �V�� �S�U�H�W�L�O�R�ã�ü�X�� �L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�D�� �S�O�D�]�P�D�W�V�N�L�K�� �O�L�S�R�S�R�O�L�V�D�K�D�U�L�G�D��

(LPS) koji uzrokuju upalu i pretilost (Chen i sur., 2014). �1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �V�D�]�Q�D�Q�M�D�� �G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�K��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �V�P�D�W�U�D�� �V�H�� �G�D�� �V�H�� �V�D�V�W�D�Y�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �þ�R�Y�M�H�N�D�� �P�L�M�H�Q�M�D�� �N�D�R�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D��

�S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�H�� �X�W�M�H�F�D�M�H�� �L�� �J�X�E�L�W�D�N�� �W�M�H�O�H�V�Q�H�� �W�H�å�L�Q�H�� ���7�X�U�Q�E�D�X�J�K�� �L�� �V�X�U������ �������������� �%�D�N�W�H�U�L�M�H�� �N�R�O�M�H�Q�D��

Firmicutes su zastupljenije u crijevima pretilih osoba, dok su bakterije koljena Bacteroidetes 

�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�H���X���R�V�R�E�D���Q�R�U�P�D�O�Q�H���W�M�H�O�H�V�Q�H���W�H�å�L�Q�H�����6�P�D�Q�M�H�Q�M�H�P���W�M�H�O�H�V�Q�H���W�H�å�L�Q�H���N�R�G���S�U�H�W�L�O�L�K���R�V�R�E�D��

�G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�L�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�O�M�H�Q�D��Bacteroidetes �ã�W�R�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �V�H��sastav 

�F�U�L�M�H�Y�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�����P�R�å�H���S�U�R�P�L�M�H�Q�L�W�L���V�K�R�G�Q�R���V���S�U�R�P�M�H�Q�R�P���N�D�O�R�U�L�M�V�N�R�J���X�Q�R�V�D���W�H���V�H���Q�D���W�H�P�H�O�M�X��

ovakve promjene omjera Firmicutes/Bacteroidetes smatra da modifikacija prisutne 

�P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���P�R�å�H���E�L�W�L���N�R�U�L�V�Q�D���]�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�M�H���S�U�H�W�L�O�R�V�W�L�����/�H�\���L���V�X�U�������������������5�H�P�Hly i sur., 2015).  

 Bakterije roda Lactobacillus, koje pripada koljenu Firmicutes,u ulozi promotora rasta 

se povezuju �V�� �S�R�U�D�V�W�R�P�� �W�M�H�O�H�V�Q�H�� �W�H�å�L�Q�H�� �L�� �X�S�D�O�Q�L�P�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�P�� �V�� �S�U�H�W�L�O�R�ã�ü�X��

���$�U�P�R�X�J�R�P�� �L�� �V�X�U������ �������������� �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H�� �Y�U�V�W�H��Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus fermentum i Lactobacillus ingluviei 

�S�U�L�G�R�Q�R�V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�X�� �W�M�H�O�H�V�Q�H�� �W�H�å�L�Q�H�� �G�R�N�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H�� �Y�U�V�W�H��Lactobacillus plantarum i 

Lactobacillus gasseri �V�H���S�R�Y�H�]�X�M�X���V���J�X�E�L�W�N�R�P���W�M�H�O�H�V�Q�H���W�H�å�L�Q�H�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����S�R�V�W�R�M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X��

�N�R�M�L�P�D���L�S�D�N���Q�L�V�X���X�R�þ�H�Q�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�L���E�D�N�W�H�U�L�M�D��Firmicutes i Bacteroidetes 

�N�R�O�M�H�Q�D���N�R�G���S�U�H�W�L�O�L�K���R�V�R�E�D���L���R�V�R�E�D���Q�R�U�P�D�O�Q�H���W�M�H�O�H�V�Q�H���W�H�å�L�Q�H���ã�W�R���]�Q�D�þi da su potrebna dodatna 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���N�R�M�D���E�L���V�D���V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X���X�W�Y�U�G�L�O�D���N�R�M�D���E�L���W�R���W�U�H�E�D�O�D���E�L�W�L���U�D�]�O�L�N�D���X���V�D�V�W�D�Y�X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K��

�N�R�O�M�H�Q�D���N�R�M�D���þ�L�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�X���N�D�N�R���E�L���V�H���R�Q�D���N�R�U�L�V�W�L�O�D���N�D�R���E�L�R�P�D�U�N�H�U���S�U�H�W�L�O�R�V�W�L���� �9�D�O�M�D���W�D�N�R�ÿ�H�U��

naglasiti da je na nivou koljena nemog�X�ü�H�� �G�R�Q�R�V�L�W�L�� �N�R�Q�D�þ�Q�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�N�H�� �M�H�U�� �þ�H�V�W�R�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W��

�S�R�M�H�G�L�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���Y�U�V�W�H���L�O�L���þ�D�N���S�R�M�H�G�L�Q�R�J���V�R�M�D���P�R�å�H���L�P�D�W�L���S�R�]�L�W�L�Y�D�Q���L�O�L���Q�H�J�D�W�L�Y�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���Q�D��

�G�R�P�D�ü�L�Q�D�� ���*�p�U�D�U�G������������������ 

2.3���� �%�,�2�5�$�=�1�2�/�,�.�2�6�7�� �0�,�.�5�2�%�,�2�7�(�� �,�� �0�(�7�2�'�(�� �2�'�5�(���,�9�$�1�-�$��

BIORAZNOLIKOSTI  

 �.�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�D�� �F�U�L�M�H�Y�Q�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �R�G�U�D�V�O�H�� �R�V�R�E�H�� �V�H�� �S�R�J�O�D�Y�L�W�R�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �R�N�R�� �ã�H�V�W�� �G�R��

�V�H�G�D�P���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���N�R�O�M�H�Q�D���X���N�R�M�L�P�D���G�R�P�L�Q�L�U�D�M�X���N�R�O�M�H�Q�D��Firmicutes i Bacteroidetes s 

�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�ã�ü�X�� �R�G�� ���������� �R�G�Q�R�V�Q�R�� ���������� �2�G�P�D�K�� �L�]�D�� �Q�M�L�K�� �S�R�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�ã�ü�X�� �V�O�L�M�H�Gi koljeno 



13 
 

Proteobacteria s 8%, Actinobacteria s 3% dok manje od 1% mikrobiote pripada bakterijskim 

koljenima Verrucomicrobia, Cianobacteria i Fusobacteria ���9�R�U�H�D�G�H�V���L���V�X�U������ ������������ �â�X�ã�N�R�Y�L�ü����

2016). �8�Q�D�W�R�þ�� �W�R�P�H�� �ã�W�R�� �V�H�� �R�Y�D�N�D�Y�� �R�S�ü�L�� �S�U�R�I�L�O�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �V�P�D�W�U�D�� �N�R�Q�V�Wantnim, crijevna 

mikrobiota pokazuje vremenske i prostorne razlike u distribuciji mikroorganizama na 

�U�D�]�L�Q�D�P�D�� �U�R�G�D�� �L�� �Y�U�V�W�H���� �,�]�P�H�ÿ�X�� �M�H�G�Q�M�D�N�D�� �L�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X��

raznolikosti prisutnih mikroorganizama i njihovoj koncentraciji (Sl�L�N�D�� ������ �� �N�R�M�D�� �V�H�� �N�U�H�ü�H�� �X��

rasponu od 101 �S�R���J�U�D�P�X���V�D�G�U�å�D�M�D���X���M�H�G�Q�M�D�N�X���L���å�H�O�X�G�F�X���G�R������12  �S�R���J�U�D�P�X���V�D�G�U�å�D�M�D���X���G�H�E�H�O�R�P��

crijevu (Jandhyala i sur., 2015).   

 

Slika 3. Raspodjela i koncentracija mikrobiote u pojedinim dijelovima probavnog sustava 

(Ouwehand i Vaughan, 2006; Payne i sur., 2012). 

 �%�D�N�W�H�U�L�M�H�� �N�R�M�H�� �þ�L�Q�H�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �������� �X�N�X�S�Q�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� �X�� �G�H�E�H�O�R�P�� �F�U�L�M�H�Y�X��

pripadaju koljenima Firmicutes i Bacteroidetes. Bakterije koje pripadaju koljenu 

Proteobacteria, skupa s bakterijama roda Bacteroides �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�P�D���X���Y�L�ã�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D����

te bakterijama rodova Prevotella i Ruminococcus odlikuju zdravu crijevnu mikrobiotu. 

Anaerobnih bakterija ima 100 �± ���������� �S�X�W�D���Y�L�ã�H�� �R�G�� �D�H�U�R�E�Q�L�K����Osim komenzalnih bakterija, u 

debelom crijevu se nalazi i manje od 0,1% patogenih bakterija od ukupne prisutne mikrobiote. 

To su poglavito Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Vibrio cholera, Escherichia coli i 

Bacteroides fragilis. Mikrobna raznolikost debelog crijeva je vidiljiva i u horizontalnoj 

raspodjeli �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �O�X�P�H�Q�D�� �L�� �P�X�N�R�]�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �F�U�L�M�H�Y�D����Bacteroides, 
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Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus i Ruminococcus su 

�S�U�H�Y�O�D�G�D�Y�D�M�X�ü�L�� �� �O�X�P�L�Q�D�O�Q�L�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�� �U�R�G�R�Y�L�� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�R�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H���X�� �I�H�F�H�V�X����

Rodovi Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus i Akkermansia su prisutni u sluznici i 

epitelnim kriptama crijeva  (Dethlefsen i sur., 2006; Jandhyala i sur., 2015). 

 �3�R�M�H�G�L�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �V�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �V�D�V�W�D�Y�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H����

�O�M�X�G�H�� �P�R�å�H��svrstati u kategorije jednog od tri osnovna enterotipa neovisno o dobi, spolu, 

�J�H�R�J�U�D�I�V�N�R�P�� �S�R�G�U�L�M�H�W�O�X�� �L�O�L�� �W�M�H�O�H�V�Q�R�M�� �W�H�å�L�Q�L���� �(�Q�W�H�U�R�W�L�S�R�Y�L�� �V�H�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�X�M�X�� �S�R�� �V�Y�R�P��

sastavu i dominantnoj ulozi pojedinih bakterijskih rodova koji ih karakteriziraju, od kojih su 

neki Bacteroides, Prevotella i Ruminococcus (Arumugan i sur., 2011). Ipak, novija 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �V�N�H�S�W�L�þ�Q�D�� �R�N�R�� �S�R�G�M�H�O�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �X�� �G�L�V�N�U�H�W�Q�H�� �H�Q�W�H�U�R�W�L�S�R�Y�H�� �X�V�O�L�M�H�G�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J��

prevelikog pojednostavljivanja prisutne mikrobiote iako bi njihovo postojanje uvelike 

�S�U�L�S�R�P�R�J�O�R���E�R�O�M�H�P���U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���U�H�D�N�F�L�M�D���O�M�X�G�V�N�R�J���R�U�J�D�Qizma na prehranu, lijekove 

�L�� �V�O�L�þ�Q�R �]�E�R�J�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�N�H�� �G�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �H�Q�W�H�U�R�W�L�S�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �U�H�D�J�L�U�D�� �Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X�� �S�U�H�K�U�D�Q�X����

odnosno lijek (Knights i sur., 2014). 

 Najpoznatije moderne metode analize bakterijske raznolikosti su fluorescentna in situ 

�K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�D�� ���)�,�6�+������ �S�U�R�W�R�þ�Q�D�� �F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�D�� ���)�&�0������ �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D�� �X�� �J�U�D�G�L�M�H�Q�W�X�� �G�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�M�X�ü�H�J��

�D�J�H�Q�V�D�� ���'�*�*�(������ �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� ���5�)�/�3������ �S�R�O�L�P�Rrfizam 

�G�X�O�M�L�Q�H�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�Dta (AFLP) i kvantitativni PCR (q-�3�&�5������ �.�R�G�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�D��

�E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���E�L�R�O�R�ã�N�H�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�Q�H probe su one komplementarne 16S 

rRNA i 23S rRNA ribosomalnoj sekvenci (Fraher i sur., 2012). 

Sekvencioniranje 16S rRNA gena se smatra �Ä�]�O�D�W�Q�L�P�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�R�P�´�� �]�D�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �L��

taksonomsku klasifikaciju bakterijskih vrsta. 16S rRNA gen koristi se kao molekularni 

marker jer je univerzalan u bakterijama pa se stoga �P�R�å�H���N�R�U�L�V�W�L�W�L���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���E�D�N�Werija od 

koljena pa sve do vrste. Vrlo je koristan kod identifikacije bakterija koje se ne mogu 

kultivirati. Gen koji �N�R�G�L�U�D�������6���S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�X���U�L�E�R�V�R�P�D���M�H���G�X�å�L�Q�H���������� �N�E���L���V�D�G�U�å�L���N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�H��

regije s 9 �K�L�S�H�U�Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�L�K�� �S�R�G�U�X�þ�M�D���� �+�L�S�H�U�Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�H�� �U�H�J�L�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �S�U�L��sekvencioniranju 

�����6���U�5�1�$���J�H�Q�D�����S�R�N�D�]�X�M�X���Y�H�O�L�N�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�R�V�W���L�]�P�H�ÿ�X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K �W�H���M�H���V�W�R�J�D���S�R�W�U�H�E�Q�R���S�D�å�O�M�L�Y�R��

�R�G�U�H�G�L�W�L�� �U�H�J�L�M�X�� �N�R�M�D�� �ü�H�� �V�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�R�Q�L�U�D�W�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H�� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�� �W�D�N�V�R�Q�R�P�V�N�L��

klasificirale. �ý�H�V�W�H�� �U�H�J�L�M�H�� �X�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�L�� �E�D�N�W�H�U�Lja kod 16S rRNA su V3, V4, V6, i V8, 

prikazane na slici 4 (Jandhyala i sur., 2015). Sekvencioniranje gena koji kodira 16S rRNA, 

kao i svaka metoda, ima svoja �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D�� �N�R�M�D �V�H�� �Q�D�M�E�R�O�M�H�� �R�þ�L�W�X�M�X�� �N�R�G�� �Y�U�O�R�� �E�O�L�V�N�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �V��

�Y�H�O�L�N�R�P�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�M�V�N�R�P�� �V�O�L�þ�Q�R�ã�ü�X�� �M�H�U��je broj polimorfnih mjesta u 16S rRNA izrazito malen 
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�ã�W�R���R�W�H�å�D�Y�D���U�D�]�O�L�Novanje veoma srodnih vrsta. Usprkost svemu navedenom, i dalje je �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���P�H�W�R�G�D���]�D���L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���Q�H�S�R�]�Q�D�W�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�D�����)�U�D�K�H�U���L���V�X�U���������������� 

 

Slika 4. Sekundarna struktura 16S rRNA gena u Escherichia coli (Jarza i sur., 2014) 

 

2.4. IN VITRO SUSTAVI  ZA SIMULACIJU UVJETA DEBELOG 

CRIJEVA  

 �3�U�L�� �S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�X��in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�E�D�Y�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D �Q�D�� �O�M�X�G�L�P�D�� �L�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D����

�]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�F�L�� �V�H�� �V�X�V�U�H�ü�X�� �V�� �E�U�R�M�Q�L�P�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�L�P�D�� �S�R�J�O�D�Y�L�W�R�� �Y�H�]�D�Q�L�P�D�� �]�D�� �U�D�]�Q�H�� �H�W�L�þ�N�H�� �Q�R�U�P�H��

�N�R�M�H���V�X���X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���N�R�G���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���Q�D�� �O�M�X�G�L�P�D���W�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���Q�H�R�S�K�R�G�Q�R�V�W���å�U�W�Y�R�Y�D�Q�M�D��

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �Q�D�� �N�R�M�L�P�D�� �V�X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�D. Zb�R�J�� �W�R�J�D�� �V�H�� �V�Y�H���Y�L�ã�H�� �W�U�X�G�D�� �X�O�D�å�H�� �X�� �U�D�]�Y�R�M��in 

vitro, ex vivo i in silico �V�X�V�W�D�Y�D�� �N�R�M�L�� �E�L�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�L�� �V�L�P�X�O�D�F�L�M�X�� �X�Y�M�H�W�D�� �S�U�R�E�D�Y�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �,�D�N�R��

ovakvi sustavi ne mogu potpuno zamijeniti in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �L�S�D�N�� �V�X�� �R�G�O�L�þ�D�Q�� �D�O�D�W�� �S�U�L��

provjeravanju koncepta istra�å�L�Y�D�Q�M�D���S�U�L�M�H���V�D�P�H��in vivo validacije (Petrof i sur., 2013). 

In vitro �P�R�G�H�O�L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�� �E�U�]�H���� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�H�� �L�� �M�H�I�W�L�Q�H�� �Q�D�þ�L�Q�H�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�D�� �O�M�X�G�V�N�R�J��

�P�L�N�U�R�E�L�R�P�D���X���M�H�G�Q�R�P���L�O�L���Y�L�ã�H���R�G�M�H�O�M�D�N�D���F�U�L�M�H�Y�D���L���W�R���G�X�å���F�L�M�H�O�R�J���S�U�R�E�D�Y�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D�����9�H�Q�H�P�D���L��

sur., 2012). �7�D�N�R�ÿ�H�U���M�H�� �W�H�ã�N�R�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�W�L�� �S�U�R�P�M�H�Q�H��zastupljenosti mikrobnih zajednica u 

�P�R�G�H�O�L�P�D���Q�D�N�R�Q���L�Q�R�N�X�O�D�F�L�M�H�����2�Y�R���S�R�J�R�W�R�Y�R���Y�U�L�M�H�G�L���]�D���]�D�W�Y�R�U�H�Q�H���V�X�V�W�D�Y�H���N�D�R���ã�W�R���V�X���S�U�L�P�M�H�U�L�F�H��

�ã�D�U�å�Q�L�� �I�H�U�P�H�Q�W�D�F�L�M�V�N�L�� �V�X�V�W�D�Y�L��(Macfarlane i Macfarlane 2007; Boureau i sur., 2000 ). �8�Q�D�W�R�þ��

�J�R�U�H�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�P�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�L�P�D���� �S�U�H�G�Q�R�V�W�L��in vitro modela �L�S�D�N�� �S�U�H�P�D�ã�X�M�X�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�H����

�Q�H�G�R�V�W�D�W�N�H�����1�H�N�H���R�G���W�L�K���S�U�H�G�Q�R�V�W�L���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���Q�M�L�K�R�Y�X���L�V�S�O�D�W�L�Y�R�V�W���M�H�U���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D��in 
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vitro �M�H�� �R�S�ü�H�Q�L�W�R�� �M�H�I�W�L�Q�L�M�H�� �R�G��in vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R�� �L�K�� �M�H�� �S�R�V�W�D�Y�L�W�L���� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�D�� �M�H��

procedura uzimanja uzorka, i jako su pr�L�O�D�J�R�G�O�M�L�Y�L���ã�W�R���R�P�R�J�X�ü�X�M�H���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���X�þ�L�Q�D�N�D���W�R�N�V�L�þ�Q�Lh 

i radioaktivnih supstanci, dok to �Q�H�E�L���E�L�O�R���P�R�J�X�ü�H���N�R�G���å�L�Y�L�K���V�X�E�M�H�N�D�W�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U���R�P�R�J�X�ü�X�M�X���L��

�H�Y�D�O�X�D�F�L�M�X���X�W�M�H�F�D�M�D���ã�L�U�R�N�R�J���V�S�H�N�W�U�D���R�N�R�O�L�ã�Q�L�K���U�H�J�X�O�D�W�R�U�D���Q�D���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���N�D�R���ã�W�R���V�X���S�+����

dostupnost supstrata i brzina mikrobnog rasta (Macfarlane i Macfarlane 2007; Macfarlane i 

sur., 1998). 

Prvi in vitro �V�X�V�W�D�Y�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�O�L�� �]�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �V�X�� �E�L�O�L��

sta�W�L�þ�N�L���V�X�V�W�D�Y�L���N�R�M�L���V�X���V�H���S�R�J�O�D�Y�L�W�R���V�D�V�W�R�M�D�O�L���R�G���]�D�W�Y�R�U�H�Q�L�K���E�R�F�D���X���N�R�M�H���V�H���L�Q�R�N�X�O�L�U�D�O�D���I�H�N�D�O�Q�D��

�V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D���L�O�L���V�D�G�U�å�D�M���F�H�N�X�P�D���S�R�P�L�M�H�ã�D�Q���V���R�W�R�S�L�Q�R�P���S�X�I�H�U�D���X���D�Q�D�H�U�R�E�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���� �3�U�R�E�O�H�P��

kod ovakvog sustava je bio da se eksperiment mogao provoditi vrlo kratko zbog parametara 

poput,  pH, redoks potencijala i  bakterijske populacije, koji su se brzo mijenjali. Prvi sustav 

�N�R�M�L���V�H���ãire koristio kao model ljudskog debelog crijeva je bio polukontinuirani sustav koji su 

razvili i opisali Miller i Wolin 1981. godine (Prilog 7 i 8). Model je bio dizajniran tako da 

�R�G�U�å�D�Y�D���O�M�X�G�V�N�X���F�U�L�M�H�Y�Q�X���P�L�N�U�R�E�L�R�W�X��in vitro �W�H���G�D���R�S�R�Q�D�ã�D���S�H�U�L�R�G�L�þ�D�Q���X�O�D�]�D�N���I�H�U�P�H�Q�W�D�E�L�O�Q�L�K��

supstrata u crijevo. Isti takav sustav su koristili i Manning i suradnici 1987. godine. Sastojao 

se �R�G�� �I�H�U�P�H�Q�W�R�U�D�� �V�� �P�D�J�Q�H�W�Q�R�P�� �P�L�M�H�ã�D�O�L�F�R�P�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�O�D�� �Y�R�G�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�D�� �Q�D�� ������ �ƒC. 

Fermentor je je na sebi imao otvore za uzimanje uzoraka i izdvajanje produkata fermentacije 

te za dodavanje hranjivog medija u sustav. �-�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �V�X�V�W�D�Y�� �N�R�M�L�� �V�H�� �W�H�P�H�O�M�L�R�� �Q�D��sustavu od 

Miller i Wolin je bio onaj kojeg je koristio Duncan 1986. godine (Prilog 9). On se sastojao od 

fermentora kapaciteta 1 L sa tri odjeljka���� �S�+�� �X�� �I�H�U�P�H�Q�W�R�U�X�� �M�H�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�� �Q�D�� ������ - �������� �S�R�P�R�ü�X��

�D�X�W�R�U�H�J�X�O�D�W�R�U�D�� �þ�L�P�H�� �V�H�� �H�O�L�P�L�Q�L�U�D�O�D�� �S�R�W�U�H�E�D�� �]�D�� �Y�D�Q�M�V�N�R�P�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�R�P�� �S�+����Nadalje, daljnim 

�U�D�]�Y�R�M�H�P�� �V�Y�H�� �Y�L�ã�H�� �V�X�� �V�H�� �U�D�]�Y�L�M�D�O�L�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �N�R�M�D�� �M�H�� �V�H�]�D�O�D�� �R�G��

sustava sa samo jednim fermentorom do sustava s tri fermentora. Neki od tih su bili sustavi 

koje su razvili Bearne i sur. 1987. godine, Merry i sur. 1987. godine (Prilog 10) te Gibson i 

�V�X�U���� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �þ�L�M�L�� �V�H�� �V�X�V�W�D�Y�� �X�]�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�U�H�L�Q�D�N�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �L�� �G�D�Q�D�V�� ���5�X�P�Q�H�\�� �L�� �5�R�Z�O�D�Q�G����

1992). 

�8�� �G�D�Q�D�ã�Q�M�H�� �Y�U�L�M�H�P�H���� �R�G���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��in vitro modela za simulaciju uvjeta u debelom 

�F�U�L�M�H�Y�X�� �X�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�L�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �Q�D�Y�R�G�H SHIME i TIM-���� �P�R�G�H�O�L���� �-�R�ã�� �V�H�� �V�S�R�P�L�Q�M�X�� �(�Q�W�H�U�R�0�L�[����

PolyFermS, P-ECSIM, SIMGI, Twin-SHIME i M-SHIME modeli. S obzirom na postupak 

kultivacije mikrobiote u in vitro modelima, postupci se mogu dijeliti �Q�D���ã�D�U�å�Q�H�����N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�H����

�Y�L�ã�H�V�W�X�S�Q�M�H�Y�L�W�R�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�H�� �L�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�H�� �S�R�V�W�X�S�N�H�� �V�� �L�P�R�E�L�O�L�]�L�U�D�Q�R�P�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P����

Najjednostavniji in vitro �P�R�G�H�O�L�� �N�R�M�L�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H���X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �O�M�X�G�V�N�H�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �V�H��

�Y�H�ü�L�Q�R�P�� �V�D�V�W�R�M�H��od jednog bioreaktora, tj. od jedne posude u kojoj se nakon inokulacije 
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�K�U�D�Q�M�L�Y�R�J�� �P�H�G�L�M�D�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�R�P�� �P�L�N�U�R�E�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H���� �L�]�� �L�]�X�]�H�W�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�M�X�� �X�W�M�H�F�D�M�L��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Nomponenti ili mikroorganizama do�G�D�Q�L�K�� �X�� �S�R�G�O�R�J�X���� �3�U�L�O�L�N�R�P�� �R�S�R�Q�D�ã�D�Q�M�D��

�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �X�Y�M�H�W�D�� �N�D�N�Y�L�� �V�X�� �X�� �F�U�L�M�H�Y�X�� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �Y�D�å�Q�R�� �M�H�� �S�R�V�W�L�ü�L�� �D�Q�D�H�U�R�E�Q�H�� �X�Y�M�H�W�H���� �X�V�S�R�V�W�D�Y�L�W�L��

�S�R�V�W�R�M�D�Q�X���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X���S�U�R�F�H�V�D�����������ƒ�&�������D���R�Y�L�V�Q�R���R���G�L�M�H�O�X���G�H�E�H�O�R�J���F�U�L�M�H�Y�D���N�R�M�L���V�H���å�H�O�L���V�L�P�X�O�L�U�D�W�L����

�S�R�V�W�D�Y�L�W�L���S�+���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L������������ ���������� �L�O�L������������ �0�L�M�H�ã�D�Q�M�H���L���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H �E�L�R�P�D�V�H���V�X���M�R�ã��

�M�H�G�D�Q���Y�D�å�D�Q���S�D�U�D�P�H�W�D�U���X�]�J�R�M�D��gdje �V�H���S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�N�D���F�U�L�M�H�Y�D���S�R�N�X�ã�D�Y�D���R�S�R�Q�D�ã�D�W�L���P�D�Q�M�L�P���E�U�R�M�H�P��

�R�N�U�H�W�D�M�D���W�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���W�L�S�R�Y�L�P�D���P�L�M�H�ã�D�Q�M�D�����S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�L�P���S�X�P�S�D�P�D���L���G�U�X�J�L�P���P�R�G�H�O�L�P�D���J�L�E�D�Q�M�D����

�8�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R���W�U�D�M�D�Q�M�H���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D���X���P�R�G�H�O�L�P�D���ã�D�U�å�Q�R�J���W�L�Sa je do 72 sata, a kod kontinuiranih 

�S�U�R�F�H�V�D���G�X�O�M�L�Q�D���P�R�å�H���E�L�W�L���L���G�R���������G�D�Q�D����(Williams i sur., 2015). 

Jedan od prvih in vitro sustava koji je uspje�ãno simulirao uvjete debelog crijeva je 

kontinuirani trostupanjski simulator (Slika 5) kojeg su 1988. godine predstavili  Gibson i 

suradnici, dok su Macfarlane i suradnici 1998. godine �S�U�H�G�V�W�D�Y�L�O�L�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�X�� �Y�H�U�]�L�M�X�� �N�R�M�D���V�H��

uz eventualne preinake koristi i danas. Temeljni zadatak ovog sustava je bilo ispitivanje 

utjecaja glavnih nutritivnih i okoli�ãnih uvjeta na proces fermentacije. Radi se o kontinuiranom 

�V�X�V�W�D�Y�X���N�R�M�H�J���þ�L�Q�H�������U�D�G�Q�H���S�R�V�X�G�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���U�D�G�Q�L�K���Y�R�O�X�P�H�Q�D�������������P�/�������������P�/���L�����������P�/�����S�U�L��

�þ�H�P�X�� �V�Y�D�N�D�� �S�R�V�X�G�D�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D�� �V�L�P�X�O�L�U�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �G�L�R�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D�� ���X�]�O�D�]�Q�L�����S�R�S�U�H�þ�Q�L ili  

silazni dio). Shodno dijelu debelog crijeva koji se �V�L�P�X�O�L�U�D���� �R�G�U�å�D�Y�D�� �V�H�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �S�+��

vrijednost, 5.8, 6.2 ili 6.8. �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �R�Y�R�J�� �P�R�G�H�O�D�� �M�H�� �X�� �W�R�P�H�� �G�D�� �V�H�� �Q�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�Q�R�J��

�S�R�þ�H�W�Q�R�J���ã�D�U�å�Q�R�J���S�U�R�F�H�V�D���Q�D�V�W�D�Y�O�M�D���Y�R�ÿ�H�Q�M�H���S�U�R�F�H�V�D��i kontinuirano u trajanju od 16 dana kako 

bi se uspostavilo ustaljeno stanje nako�Q���þ�H�J�D se 22 dana ispituje testirana komponenta dodana 

u sustav, a u posljednjoj fazi koja je ujedno faza ispiranja, �V�H�� �L�V�S�L�W�X�M�H�� �W�U�D�M�D�Q�M�H�� �X�R�þ�H�Q�R�J��

�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���W�H�V�W�L�U�D�Q�H���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H���Q�D�N�R�Q���ã�W�R���V�H���L�V�W�D���Y�L�ã�H���Q�H���Q�D�O�D�]�L���X���K�U�D�Q�M�L�Y�R�P���P�H�G�L�M�X�����2�Y�D���I�D�]�D��

�P�R�å�H�� �W�U�D�M�D�W�L�� �L�� �Go 50 dana, �D�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �X�� �W�D�N�Y�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X�� �Y�D�U�L�U�D�� �R�G�� ������ �G�R�� ������ �V�D�W�L��

(Gibson i sur., 1988; Macfarlane i sur., 1998). 

 

Slika 5. Kontinuirani sustav za simulaciju uvjeta debelog crijeva u 3 faze konstruiran od 

Macfarlane i suradnika, 1998. godine ���3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D���:�L�O�O�L�D�P�V���L���V�X�U., 2015). 
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SHIME8 sustav (Slika 6), osmislili su i opisali 1993. godine Molly i suradnici. Model  

�V�L�P�X�O�L�U�D�� �F�M�H�O�R�N�X�S�D�Q�� �S�U�R�E�D�Y�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �R�G�� �å�H�O�X�G�F�D�� �G�R�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �L�� �V�D�V�W�R�M�L�� �V�H�� �R�G�� ����

�E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D�� �þ�L�M�L���Y�R�O�X�P�H�Q�L���Y�D�U�L�U�D�M�X���R�G����������- 1600 mL, �R�G���N�R�M�L�K���S�U�Y�D���G�Y�D���V�L�P�X�O�L�U�D�M�X���å�H�O�X�G�D�F���L��

tanko crijevo, a zadnja tri debelo crijevo (uzlazni, �S�R�S�U�H�þ�Q�L i silazni dio debelog crijeva). 

�8�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H���X�V�W�D�O�M�H�Q�R�J���V�W�D�Q�M�D���X���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�P���S�U�R�F�H�V�X���N�R�M�L���V�L�P�X�O�L�U�D���å�H�O�X�G�D�F���L���W�D�Q�N�R���F�U�L�M�H�Y�R��

�W�U�D�M�H�� ���� �G�D�Q�D���� �D�� �S�U�R�F�H�V�� �N�R�M�L�� �V�L�P�X�O�L�U�D�� �G�H�E�H�O�R�� �F�U�L�M�H�Y�R�� ������ �G�D�Q�D���� �6�X�S�V�W�U�D�W�� �L�O�L�� �S�R�G�O�R�J�D�� �N�R�M�D�� �V�H�� �å�H�O�L��

testirati se uvodi u sustav narednih 12 dana �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�O�L�M�H�G�L�� �I�D�]�D�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�D�� �V�D�� �6�+�,�0�(��

�S�R�G�O�R�J�R�P���V�O�M�H�G�H�ü�L�K���������G�D�Q�D�����6�D�P�R���Y�U�L�M�H�P�H���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���X���W�D�N�Y�R�P���V�X�V�W�D�Yu je 84 sata (Molly i 

sur., 1993���� �$�O�D�Q�G�H�U�� �L�� �V�X�U������ �������������� �5�D�]�Y�L�M�H�Q�D�� �M�H�� �L�� �S�U�R�ã�L�U�H�Q�D�� �Y�H�U�]�L�M�D�� �6�+�,�0�(�� �P�R�G�H�O�D�� �Q�D�]�Y�D�Q�D��

Twin-�6�+�,�0�(�� �N�R�M�L�� �þ�L�Q�H�� �G�Y�D�� �S�D�U�D�O�H�O�Q�D�� �6�+�,�0�(�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �þ�L�P�H�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�D��

�X�V�S�R�U�H�G�E�D���G�Y�D�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���W�U�H�W�P�D�Q�D��(Van Den Abbeele i sur., 2010). 

 

Slika 6. SHIME model koji su konstruirali Molly i suradnici 1993. Godine 

V1- �äeludac, V2- Tanko crijevo, V3- Uzlazni dio debelog crijeva, V4- Popre�þni dio debelog 

crijeva, V5- Silazni dio debelog crijeva ���3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D���:�L�O�O�L�D�P�V���L���V�X�U., 2015). 

EnteroMix model (Slika 7) �R�V�P�L�V�O�L�O�L���V�X���L���R�S�L�V�D�O�L�����0�l�N�L�Y�X�R�N�N�R���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L���������������J�R�G�L�Q�H. 

To je modificirani, polukontinuirani simulator debelog crijeva koji se sastoji od 4 paralelne 

jedinice, odnosno 4 staklena bioreaktora koji imitiraju uvjete proksimalnog-V1, �S�R�S�U�H�þ�Q�R�J-

V2, distalnog-V3 i sigmoidalnog crijeva/rektuma-V4. Svaki bioreaktor i�P�D���U�D�]�O�L�þ�L�W���S�+�����R�Y�L�V�Q�R��

o dijelu debelog crijeva koji imitira i radni volumeni u svakom od bioreaktora su relativno 

mali (6, 8, 10 i 12 mL)  u usporedbi s prethodno opisanim modelima. Sistem funkcionira na 

�Q�D�þ�L�Q���G�D���V�H�������V�D�W�D���Q�D�N�R�Q���L�Q�R�N�X�O�D�F�L�M�H���V���X�]�R�U�N�R�P���I�H�F�Hsa u V1 upumpava podloga za rast sa ili 

bez s�X�S�V�W�U�D�W�D���N�R�M�L���V�H���å�H�O�L���W�H�V�W�L�U�D�W�L�����0ikrobiota fermentira podlogu z�D���U�D�V�W�������V�D�W�D���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H��

3 mL fermentirane podloge prebacuje u V2, a 3 mL nove podloge za rast se dodaje u V1. 
                                                           
8 SHIME �± �H�Q�J�����³Simulator for Human Intestinal Microbiological Ecosystem�  ́



19 
 

�2�Y�D�N�D�Y�� �Q�D�þ�L�Q�� �S�U�H�E�D�F�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�G�O�R�J�H za rast iz bioreaktora u bioreaktor se provodi kroz sve 

bioreaktore te se ciklus �S�R�Q�D�Y�O�M�D���������V�D�W�L���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H���V�X�V�W�D�Y���]�D�X�V�W�D�Y�O�M�D���L���X�]�L�P�D�M�X���V�H���X�]�R�U�F�L���L�]��

�V�Y�D�N�R�J�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D���� �0�R�G�H�O�� �M�H�� �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �]�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �X�þ�L�Q�D�N�D�� �P�L�N�U�R�E�Q�H��

fermentacije uglji�N�R�K�L�G�U�D�W�D���� �3�U�H�G�Q�R�V�W�� �P�R�G�H�O�D�� �M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�D�� ���� �S�D�U�D�O�H�O�Q�D��

�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���V�D�P�R���M�H�G�D�Q���I�H�N�D�O�Q�L���L�Q�R�N�X�O�X�P���G�R�N���P�X���M�H���Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N���P�D�O�L���U�D�G�Q�L���Y�R�O�X�P�H�Q��

�L���S�R�O�X�N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�L���Q�D�þ�L�Q���U�D�G�D���ã�W�R���X�Y�M�H�W�X�M�H���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H���N�U�D�W�N�R�W�U�D�M�Q�L�K���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D���N�R�M�L���L�P�D�M�X��

smanjenu in vivo �Y�D�å�Q�R�V�W���� �$�O�L�� �X�Q�D�W�R�þ�� �W�R�P�H���� �P�R�G�H�O�� �L�S�D�N�� �L�P�D�� �G�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�R�E�U�X�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�X�� �V��in 

vivo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�����0�l�N�L�Y�X�R�N�N�R���L���V�X�U������������������ 

 

Slika 7. �(�Q�W�H�U�R�0�L�[�� �V�X�V�W�D�Y�� �V�X�� �U�D�]�Y�L�O�L�� �0�l�N�L�Y�X�R�N�N�R�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L 2005. godine (�3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R��

prema Ouwehand i Vaughan, 2006). 

TIM-29 sustav za simulaciju uvjeta debelog crijeva (Slika 8) je dio TNO intestinalnih 

modela, a razvili su ga Minekus i suradnici 1999. godine. Tim-2 se sastoji od brojnih 

�V�W�D�N�O�H�Q�L�K�� �M�H�G�L�Q�L�F�D�� �V�� �I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�L�P�� �X�Q�X�W�D�U�Q�M�L�P�� �V�W�L�M�H�Q�N�D�P�D�� �N�R�M�H�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�� �Y�M�H�U�R�G�R�V�W�R�M�Q�X 

�L�P�L�W�D�F�L�M�X�� �S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�L�K�� �N�U�H�W�D�Q�M�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �F�U�L�M�H�Y�D���� �7�R�� �V�H�� �S�R�V�W�L�å�H�� �S�X�P�S�D�Q�M�H�P�� �Y�R�G�H zagrijane na 

�W�M�H�O�H�V�Q�X�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X�� �������� �ƒ�&�� u redovnim intevalima �X�� �S�U�R�V�W�R�U�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�W�D�N�O�H�Q�R�J�� �R�P�R�W�D�þ�D�� �L��

fleksibilne stijenke, a k�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�R�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���� �V�P�L�M�H�U �W�R�N�D�� �V�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U��

�R�E�U�ü�H���X���U�H�G�R�Y�Q�L�P���L�Q�W�H�U�Y�D�O�L�P�D�����0�R�G�H�O���V�D�G�U�å�L���L���P�H�P�E�U�D�Q�H �V�D���ã�X�S�O�M�L�P���Y�O�D�N�Q�L�P�D koj�H���V�O�X�å�H���N�D�R��

sustav za dijalizu te �R�Q�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�M�X�� �S�U�R�G�X�N�W�H�� �I�H�U�P�H�Q�W�D�F�L�M�X�� �N�D�R�� �ã�W�R su SCFA i voda i time 

�R�G�U�å�D�Y�D�M�X���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���H�O�H�N�W�U�R�O�L�W�D���þ�L�P�H �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Mu pojavu kompetitivne inhibicije 

aktivnosti enzima uslijed nakupljanja mikrobnih metabolita u sustavu. U sustavu su uvjeti 

�D�Q�D�H�U�R�E�Q�L�� �ã�W�R�� �V�H�� �S�R�V�W�L�å�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �12  �N�R�M�L�� �W�H�þ�H�� �N�U�R�]�� �V�X�V�W�D�Y�� �L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �Q�R�U�P�D�O�D�Q�� �U�D�V�W��

anaerobnih bakterija koje obitavaju u debelom crijevu. Mikrobiota iz uzorka fecesa se 

                                                           
9 TIM-2 �± �7�1�2�¶�V���,�Q�W�H�V�W�L�Q�D�O���0�R�G�H�O���]�D���V�L�P�X�O�D�F�L�M�X���G�H�E�H�O�R�J���F�U�L�M�H�Y�D 
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inokulira u sustav te se u pravilnim intervalima kroz ielocekalni zalistak prihranjuje s 

hranjivom podlogom koja se nalazi u posudi za ilealnu dostavu. Proizvedeni plin se skuplja, 

uzorkuje i analizira, a dodatno se uzorci mogu uzeti iz lumena kroz otvor za uzimanje uzoraka. 

pH, temperaturu i volumen biomase u sustavu kontroliraju senzori te se prema potrebi 

�S�D�U�D�P�H�W�U�L�� �N�R�U�L�J�L�U�D�M�X�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �S�U�L�P�M�H�U�L�F�H�� �O�X�å�L�Q�H�� �D�N�R�� �S�+�� �Sadne ili kiseline ako poraste. Ono 

�ã�W�R�� �7�,�0-2 sustav odvaja od drugih in vitro �P�R�G�H�O�D�� �M�H�V�W�� �Q�M�H�J�R�Y�R�� �M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�R�� �S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�Q�R��

�P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�����I�L�]�L�R�O�R�ã�N�D���J�X�V�W�R�ü�D���P�L�N�U�R�R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D���V���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���V�W�R�S�R�P���S�U�R�Lzvodnje metabolita i 

prisutnost membrana �V�D�� �ã�X�S�O�M�L�P�� �Y�O�D�N�Q�L�P�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �L�� �Y�D�O�L�G�D�F�L�M�D�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �Q�D��

temelju sastava i enzimske aktivnosti mikrobiote te proizvodnje i koncentracije SCFA. 

Potencijal TIM-���� �V�X�V�W�D�Y�D�� �N�D�R�� �D�O�D�W�D�� �]�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �I�H�U�P�H�Q�W�D�F�L�M�H�� �V�H�� �S�U�R�Y�M�H�U�D�Y�D�R�� �X��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �V�D�� �S�H�N�W�L�Q�R�P���� �I�U�X�N�W�R�R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�L�P�D���� �O�D�N�W�X�O�R�]�R�P�� �L�� �O�D�N�F�L�W�R�O�R�P���� �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H��

karakterizirala fermentacija, �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�O�L�� �V�X�� �V�H�� �R�E�U�D�V�F�L�� �X�N�X�S�Q�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�� �6�&�)�$�� �W�H��

se testirala stabilnost mikrobiote nakon inokulacije sa �V�Y�M�H�å�L�P���O�M�X�G�V�N�L�P���I�H�N�D�O�Q�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D���W�H��

�L�Q�R�N�X�O�D�F�L�M�R�P�� �V�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�R�P�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�D�� �X�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�X���� �2�E�D�� �S�U�L�V�W�X�S�D��su 

�U�H�]�X�W�L�U�D�O�D�� �V�� �X�N�X�S�Q�L�P�� �E�U�R�M�H�P�� �D�Q�D�H�U�R�E�Q�L�P�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �Y�L�ã�L�P�� �R�G�� ����10 CFU/mL �W�H�� �V�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P��

razinama Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterobacteriaceae i Clostridium �ã�W�R��

�S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���Q�M�H�J�R�Y�X���U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�L�O�Q�R�V�W���Q�D�V�S�U�D�P��in vivo pristupa (Venema i sur., 2000). 

 

Slika 8. Shematski prikaz TIM-2 sustava koji su razvili Venema i suradnici  2000. godine 

�D�����R�G�M�H�O�M�F�L���]�D���S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�R���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���I�H�N�D�O�Q�H���W�Y�D�U�L�����E�����S�+���H�O�H�N�W�U�R�G�H�����F�����S�X�P�S�D���]�D���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H��

�N�L�V�H�O�L�Q�H���L�O�L���O�X�å�L�Q�H�����G�����P�H�P�E�U�D�Q�D���V�D���ã�X�S�O�M�L�P���Y�O�D�N�Q�L�P�D�����H�����V�H�Q�]�R�U��razine, f) ulaz za dobavu 

�G�X�ã�L�N�D�����J�����R�W�Y�R�U���]�D���X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�H�����K�����Y�H�Q�W�L�O�L���]�D���X�O�D�]���L�]�O�D�]���S�O�L�Q�R�Y�D�����L�����S�R�V�X�G�D���]�D���K�U�D�Q�M�L�Y�X���S�R�G�O�R�J�X����

j) temperaturni senzor ( Rehman i sur., 2012). 
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2.4.1. Bioreaktor, izgled i karakteristike 

 �=�D�� �S�U�R�Y�H�G�E�X�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�J�� �G�L�M�H�O�D�� �R�Y�R�J�� �G�L�S�O�R�P�V�N�R�J�� �U�D�G�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��bioreaktor 

Jupiter 2.0 (Solaris Biotechnology,Porto Mantovano, Italija) radnog volumena 2 L. Jupiter 2.0. 

�M�H���P�R�G�X�O�D�U�Q�L���I�H�U�P�H�Q�W�D�F�L�M�V�N�L���V�X�V�W�D�Y���N�R�M�L���V�H���P�R�å�H���V�W�H�U�L�O�L�]�L�U�D�W�L�����Q�D�P�L�M�H�Q�M�H�Q���M�H���]�D���Xzgoj mikrobnih 

�L���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���N�X�O�W�X�U�D���W�H���S�R�G�U�å�D�Y�D���D�H�U�R�E�Q�X���L���D�Q�D�H�U�R�E�Q�X���I�H�U�P�H�Q�W�D�Fiju. Kompletan sustav se sastoji 

�R�G���� �S�R�V�X�G�H�� �]�D�� �I�H�U�P�H�Q�W�D�F�L�M�X���� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�R�J�� �P�R�G�X�O�D�� �V�� �U�D�þ�X�Q�D�O�R�P�� �W�H�� �V�H�� �F�L�M�H�O�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D��

putem inst�D�O�L�U�D�Q�R�J���Ä�/�H�R�Q�D�U�G�Q�R�³��programskog paketa. 

Bioreaktor je opremljen sustavom za regulaciju temperature, sustavom za korekciju pH 

vrijednosti, elektrodom koja mjeri oksidacijsko redukcijski potencijal (ORP) koji je indikator 

anaerobnosti procesa���� �P�D�V�H�Q�L�P�� �P�M�H�U�D�þ�H�P�� �S�U�R�W�R�N�D�� �G�X�ã�L�N�D���� �V�H�Q�]�R�U�R�P razine, sustavom za 

�D�V�H�S�W�L�þ�Q�R�� �L�]�X�]�L�P�D�Q�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D���� �W�H�K�Q�L�þ�N�R�P�� �Y�D�J�R�P�� �L�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�R�P�� �M�H�G�L�Q�L�F�R�P�� �V�� �L�Q�W�H�J�U�L�U�D�Q�L�P��

�S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�L�P���S�X�P�S�D�P�D�����7�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D���V�H���U�H�J�X�O�L�U�D���S�R�P�R�ü�X���Y�R�G�H���N�R�M�D���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R���N�U�X�å�L��kroz 

�G�Y�R�V�W�U�X�N�X�� �V�W�L�M�H�Q�N�X�� �S�O�D�ã�W�D�� �S�R�V�X�G�H�� �I�H�U�P�H�Q�W�R�U�D. V�R�G�X�� �]�D�J�U�L�M�D�Y�D�M�X�� �G�Y�D�� �X�J�U�D�ÿ�H�Q�D���J�U�L�M�D�þ�D. Otvori 

za inokulaciju, uzimanje uzoraka, pritok hranjive podloge,  �G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �L�� �O�X�å�L�Q�H��te 

�G�R�W�R�N���G�X�ã�L�N�D���V�H���Q�D�O�D�]�H���Q�D���J�R�U�Q�M�H�P dijelu bioreaktora, odnosno na poklopcu. Dva turbinska i 

�M�H�G�Q�R�� �S�U�R�S�H�O�H�U�V�N�R�� �P�L�M�H�ã�D�O�R�� �S�R�N�U�H�ü�H�� �H�O�H�N�W�U�R�P�R�W�Rr snage 266 W. (User and Maintenence 

manual for Jupiter 2.0., 2016). 

 

 

Slika 9. Skica bioreaktora Jupiter 2.0 
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Slika 10. Bioreaktor Jupiter 2.0 (User and Maintenence manual for Jupiter 2.0., 2016) 

 

2.4.2. Podloga za uzgoj mikrobiote u in vitro simulatorima 

 �5�D�]�Y�R�M�H�P�� �L�Q�G�X�V�W�U�L�M�H�� �L�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�H�P�� �å�L�Y�R�W�Q�R�J�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�D���� �G�U�D�V�W�L�þ�Q�R�� �V�H�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�L�O�D�� �L��

�S�U�H�K�U�D�Q�D���� �6�Y�H�� �M�H�� �Y�L�ã�H�� �K�U�D�Q�H�� �S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�R���� �M�H�G�H�� �V�H�� �P�D�V�Q�L�M�D�� �K�U�D�Q�D���� �Y�L�ã�H�� �P�H�V�D�� �L�� �P�H�V�Q�L�K��

�S�U�H�U�D�ÿ�H�Y�L�Q�D���W�H���V�Y�H���P�D�Q�M�H���Y�R�ü�D���L���S�R�Y�U�ü�D���W�H���M�H���S�R�Q�D�M�Y�L�ã�H���S�R�Y�H�ü�D�Q���X�Q�R�V���V�O�D�W�N�L�ã�D���L���]�D�V�O�D�ÿ�H�Q�L�K���S�L�ü�D����

�8�S�U�D�Y�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �S�U�H�K�U�D�Q�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�� �W�D�N�R�]�Y�D�Q�X�� �Ä�=�D�S�D�G�Q�M�D�þ�N�X�� �S�U�H�K�U�D�Q�X�³�� �N�R�M�D��

�S�R�G�U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D���Y�L�V�R�N�X���N�R�Q�]�X�P�D�F�L�M�X���D�Q�L�P�D�O�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D�����M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�L�K���ã�H�ü�H�U�D�����ã�N�U�R�E�D���L���P�D�V�W�L���V��

�L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R���Q�L�V�N�L�P���X�Q�R�V�R�P���S�R�Y�U�ü�D���L���S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�L�K���Y�O�D�N�D�Q�D���� Takav obrat u prehrani, gdje je 

�G�R�ã�O�R���G�R���S�R�W�S�X�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���Q�D�þ�L�Q�X���S�U�H�K�U�D�Q�H���N�R�M�D���V�H���N�R�Q�]�X�P�L�U�D�O�D���X���S�U�H�G�L�Q�G�X�V�W�U�L�M�V�N�R���G�R�E�D�����M�H��

�X�]�U�R�N�R�Y�D�R�� �Q�H�J�D�W�L�Y�D�Q�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�H�� �L�Q�G�L�N�D�W�R�U�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X���� �J�O�L�N�H�P�L�M�V�N�R��

�R�S�W�H�U�H�ü�H�Q�M�H�����V�D�V�W�D�Y���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D�����V�D�V�W�D�Y���P�D�N�U�R�Q�X�W�U�L�M�H�Q�D�W�D�����J�X�V�W�R�ü�D���P�L�N�U�R�Q�X�W�U�L�M�H�Q�D�W�D�����D�F�L�G�R -

�E�D�]�Q�D�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�D���� �R�P�M�H�U�� �Q�D�W�U�L�M�D�� �L�� �N�D�O�L�M�D�� �W�H�� �V�D�G�U�å�D�M�� �Y�O�D�N�D�Q�D  (Cordain i sur., 2005; He i sur., 

2013). 

 �1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�H�� �G�D���X�� �+�U�Y�D�W�V�N�R�M�� �G�R�P�L�Q�L�U�D�� �W�]�Y���� �Ä�]�D�S�D�G�Q�M�D�þ�N�D�� �S�U�H�K�U�D�Q�D�³�� �� �W�H�� �Q�D��

temelju podataka u literaturi (Gibson i sur., 1988; van Nuenen i sur., 2003) o sastavu hranjive 

�S�R�G�O�R�J�H�� �N�R�M�D�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �V�D�V�W�D�Y�D�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �X��in vitro sustavima 

�R�G�O�X�þ�H�Q�� �M�H�� �V�D�V�W�D�Y�� �K�U�D�Q�M�L�Y�H�� �S�R�G�O�R�J�H, �X�]�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�U�L�O�D�J�R�G�E�H, za in vitro �V�X�V�W�D�Y�� �N�R�M�L�� �ü�H�� �V�H��

koristiti u eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada.  

 

2.4.3. Karakteristike sastavnica hranjive podloge 

 Hranjiva podloga za uzgoj mikrobiote se sastoji od komponenti nabrojanih u 

Tablicama 2, 3 i 4. Sastojci u Tablici 2 su razni ugljikohidrati od kojih pektin, ksilan, 

�D�U�D�E�L�Q�R�J�D�O�D�N�W�D�Q�� �L�� �D�P�L�O�R�S�H�N�W�L�Q�� �]�E�R�J�� �V�Y�R�M�H�� �V�O�R�å�H�Q�H�� �J�U�D�ÿ�H�� �L�P�D�M�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �L�� �S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�L�K��
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vlakana���� �*�O�D�Y�Q�R�� �V�Y�R�M�V�W�Y�R�� �Y�O�D�N�D�Q�D�� �M�H�V�W�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �W�H�ã�N�D�� �S�U�R�E�D�Y�O�M�L�Y�R�V�W�� �M�H�U�� �O�M�X�G�V�N�L�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P�� �Q�H��

posjeduje enzime potrebne za razgradnju vlakana i zbog toga vlakna u debelo crijevo 

�G�R�V�S�L�M�H�Y�D�M�X�� �X�Y�H�O�L�N�H�� �Q�H�S�U�R�E�D�Y�O�M�H�Q�D�� �J�G�M�H�� �L�K�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�D�� �X�� �F�U�L�M�H�Y�X�� �I�H�U�P�H�Q�W�L�U�D�� �L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�H��

�V�W�L�P�X�O�L�U�D�� �U�D�V�W�� �S�R�å�H�O�M�Q�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D���� �)�H�U�P�H�Q�W�D�F�L�M�R�P�� �Y�O�D�N�D�Q�D���� �E�D�N�W�H�U�L�M�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�H�� �N�U�D�W�N�R�O�D�Q�þ�D�Q�H��

masne kiseline koje su pak primarni izvor ugljika i energije za kolonocite (Simpson i 

Campbel, 2015). Baktopepton je izvor proteina u odabranoj hranjivoj podlozi, dok Tween 80 

�V�O�X�å�L���N�D�R surfaktant i emulgator te se dodaje u �S�R�G�O�R�J�X���N�D�N�R���E�L���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�R���O�Mepljenje podloge 

na stijenke cijevi za prihranu  (Wang i sur., 2003).  
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3. EKSPERIMENTALNI DIO  

�(�W�L�þ�N�R���S�L�W�D�Q�M�H������ 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �X�� �V�N�O�R�S�X�� �S�U�R�M�H�N�W�D�� �0�L�F�U�R�(�T�X�L�O�L�E�U�L�X�P��- �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�H��

�P�L�N�U�R�E�L�R�P�D�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D���� �R�G�R�E�U�H�Q�R�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �(�W�L�þ�N�R�J�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�D�� �'�M�H�þ�M�H�� �E�R�O�Q�L�F�H��

�6�U�H�E�U�Q�M�D�N�� �W�H�� �S�U�L�K�Y�D�ü�H�Q�R�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �(�W�L�þ�N�R�J�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�D�� �3�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�R-�E�L�R�W�H�K�Q�R�O�R�ã�N�R�J��

�I�D�N�X�O�W�H�W�D���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���=�D�J�U�H�E�X. 

 

3.1. MATERIJALI  

 

3.1.1.  Sastav hranjive podloge za uzgoj mikrobiote u bioreaktoru 

�8�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�P�� �G�L�M�H�O�X�� �U�D�G�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �6�,�(�0�� ���H�Q�J���� �ÄSimulated Illeal Efflux 

Medium�³�����N�R�P�S�O�H�N�V�Q�D���K�U�D�Q�M�L�Y�D���S�R�G�O�R�J�D���þ�L�M�L��je potpun sastav je naveden u Tablicama 2, 3 i 4. 

 

3.1.1.1. SIEM hranjiva podloga  

SIEM hranjiva podloga svojim sastavom simulira neprobavljene komponente hrane koje 

iz ileusa (krajnji dio tankog crijeva) ulaze u debelo crijevo kroz ileo-cekalni zalistak. Hranjive 

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H���R�Y�H���S�R�G�O�R�J�H���W�L�S�L�þ�Q�H���V�X���]�D���W�]�Y�����]�D�S�D�G�Q�M�D�þ�N�X���S�U�H�K�U�D�Q�X koju karakteriziraju visok 

udjel ugljikohidrata u prehrani. Dio sastava podloge koji se odnosi na ugljikohidrate naveden 

je u tablici 2. 

Tablica 2. Sastav hranjive podloge. 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$�����J���/�� 

Pektin 4,7 

Ksilan 4,7 

Arabinogalaktan 4,7 

Amilopektin 4,7 

Kazein 23,5 
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�â�N�U�R�E 39,2 

Tween 80 17,0 

Baktopepton 23,5 

�ä�X�þ�Q�H���V�R�O�L 0,3 

 

 

3.1.1.2. Otopina soli 

 Sastav otopine soli, drugog imena dijalizat, prikazan je u Tablici 3. Pripremljena otopina 

soli se sterilizira odvojeno od �6�,�(�0���K�U�D�Q�M�L�Y�H���S�R�G�O�R�J�H���N�R�M�D���S�U�L�M�H���V�W�H�U�L�O�L�]�D�F�L�M�H���V�D�G�U�å�L���V�D�P�R��

sastavnice iz Tablice 2, a u nju se dodaje nakon sterilizacije u autoklavu �N�D�N�R���E�L���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�H��

potencijalne ne�å�H�O�M�H�Q�H reakcije do kojih bi eventu�D�O�Q�R���P�R�J�O�R���G�R�ü�L���X�V�O�L�M�H�G���Y�L�V�R�N�L�K��temperatura 

tokom sterilizacije. 

 

Tablica 3. Sastav otopine soli. 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$�����J���/�� 

K2PO3 �î�����+2O 2,500 

NaCl 3,500 

FeSO3 �î�����+2O 0,005 

MgO3 �î�����+2O 0,500 

CaCl2 �î�����+2O 0,350 

�ä�X�þ�Q�H���V�R�O�L 0,050 

Cisetin hidroklorid 0,300 
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3.1.1.3. Otopina vitamina 

Sastav otopine vitamina prikazan je u Tablici 4. Priprema se 10 mL vitaminske otopine za 

svaki uzgoj. Pripremljena otopina �V�H�� �Q�H�� �V�W�H�U�L�O�L�]�L�U�D�� �M�H�U�� �E�L�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K��

�Y�L�W�D�P�L�Q�D���N�R�M�L���V�X���W�H�U�P�R�O�D�E�L�O�Q�L�����1�D�N�R�Q���S�U�L�S�U�H�P�H�����R�W�R�S�L�Q�D���V�H���þ�X�Y�D u hladnjaku (6 �ƒ�&��. U SIEM 

podlogu se dodaje neposredno prije prihrane. 

 

Tablica 4. Sastav vitaminske otopine 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$����g/L)  

Menadion 0,010 

D-biotin 0,020 

Vitamin B12 0,005 

Pantotenat 0,100 

Nikotinamid 0,050 

p-aminobenzen 0,050 

Tiamin 0,030 

Destilirana voda Do 10 mL 

 

 

3.1.2. Mikrobna kultura za inokulaciju  

U ovom diplomskom radu kao izvor mikrobne kulture za inokulaciju hranjive podloge 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���X�]�R�U�D�N���V�W�R�O�L�F�H���]�G�U�D�Y�H���S�U�H�W�L�O�H���å�H�Q�V�N�H���R�V�R�E�H�����3�U�R�Y�H�G�H�Q�R�P���D�Q�N�H�W�R�P���L���D�Q�W�U�R�S�R�O�R�ã�N�L�P��

�P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �X�V�W�D�Q�R�Y�O�M�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �R�V�R�E�D�� �L�P�D�� �L�Q�G�H�N�V�� �W�M�H�O�H�V�Q�H�� �W�H�å�L�Q�H�� ��eng. �ÄBody Mass Index�³, 

BMI) 31 kg/m2  �S�U�H�P�D�� �þ�H�P�X�� �M�H�� �N�D�W�H�J�R�U�L�]�L�U�D�Q�D�� �N�D�R��pretila osoba. Iz provedene ankete prije 

uzimanja uzorka fecesa provjereno je da osoba ne konzumira lijekove ili supstance koje bi 

mogle izravno utjecati, odnosno mijenjati sastav crijevne mikrobiote.  
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3.1.3. La�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�D���R�S�U�H�P�D���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X���L���S�U�D�ü�H�Q�M�H���S�U�R�F�H�V�D���W�H obradu uzoraka  

3.1.3.1. Pribor  

�¾ Automatske pipete 

�¾ Erlenmeyerove tikvice od 500 mL, 1 L i 2 L 

�¾ �6�L�O�L�N�R�Q�V�N�H���F�L�M�H�Y�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�U�R�P�M�H�U�D 

�¾ Kleme 

�¾ Falcon kivete od 15 i 50 mL 

�¾ Spojnice 

�¾ Staklene boce od 250 i 500 mL 

 

3.1.3.2. �%�L�R�U�H�D�N�W�R�U���V���P�L�M�H�ã�D�O�Rm (Fermentor) 

U ovom �G�L�S�O�R�P�V�N�R�P���U�D�G�X���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q bioreaktor Jupiter 2.0 (Solaris Biotechnology, Porto 

Mantovano, Italija) korisnog volumena od 2 L. Bioreaktor je opremljen sustavom za 

regulaciju temperature, sustavom za korekciju pH vrijednosti, ORP elektrodom (mjeri 

�R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�� �U�H�G�X�N�F�L�M�V�N�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O������ �P�D�V�H�Q�L�P�� �P�M�H�U�D�þ�H�P�� �S�U�R�W�R�N�D�� �G�X�ã�L�N�D���� �V�H�Q�]�R�U�R�P�� �U�D�]�L�Q�H����

sustavom za �D�V�H�S�W�L�þ�Q�R�� �X�]�L�P�D�Q�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D���� �W�H�K�Q�L�þ�N�R�P�� �Y�D�J�R�P�� �L�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�R�P�� �M�H�G�L�Q�L�F�R�P�� �V��

�L�Q�W�H�J�U�L�U�D�Q�L�P���S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�L�P���S�X�P�S�D�P�D�����2�W�Y�R�U�L���]�D���L�Q�R�N�X�O�D�F�L�M�X�����X�]�L�P�D�Q�M�H���X�]�R�U�N�D�����S�U�L�W�R�N���K�U�D�Q�M�L�Y�H��

�S�R�G�O�R�J�H�����W�H���]�D���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���L���O�X�å�L�Q�H���Q�D�O�D�]�H���V�H���Q�D��poklopcu bioreaktora. Dva turbinska i 

�M�H�G�Q�R�� �S�U�R�S�H�O�H�U�V�N�R�� �P�L�M�H�ã�D�O�R�� �S�R�N�U�H�ü�H�� �H�O�H�N�W�U�R�P�R�W�R�U�� �V�Q�D�J�H�� �������� �:���� �=�D�� �Y�R�ÿ�H�Q�M�H�� �L�� �X�S�U�D�Y�O�M�D�Q�M�H��

�S�U�R�F�H�V�R�P���N�R�U�L�V�W�L���V�H���S�U�R�J�U�D�P�V�N�D���S�R�G�U�ã�N�D���Ä�/�H�R�Q�D�U�G�R�³�� 

 

3.1.3.3.  �8�U�H�ÿ�D�M���]�D���D�X�W�R�P�D�W�L�]�L�U�D�Q�X�� �L�]�R�O�D�F�L�M�X���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���'�1�$  

�¾ Maxwell�Š 16 Instrument, Promega, Sjedinjene �$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H 

 

3.1.3.4. �2�V�W�D�O�L���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L���X�U�H�ÿ�D�M�L 

�¾ �$�X�W�R�N�O�D�Y���Ä�6�X�W�M�H�V�N�D�³�����-�X�J�R�V�O�D�Y�L�M�D 

�¾ �$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���Y�D�J�D���P�R�G�H�O���(�F�O�L�S�V�H���(�%�/������3i, Adam, Ujedinjeno Kraljevstvo 

�¾ �&�H�Q�W�U�L�I�X�J�D���8�Q�L�Y�H�U�V�D�O�����������5�����+�H�W�W�L�F�K�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�¾ Hladnjak, Beko, Turska 
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�¾ �=�D�P�U�]�L�Y�D�þ���)�R�U�P�D������������-�������ƒ�&���� �7�K�H�U�P�R���V�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�¾ �0�D�J�Q�H�W�V�N�D���P�M�H�ã�D�O�L�F�D�����+�H�L�O�G�R�S�K�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�¾ �7�H�K�Q�L�þ�N�D���Y�D�J�D�����.�(�5�1���I�N�E�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

 

3.1.3.5. Kemikalije za pripravu hranjive podloge 

�¾ Arabinogalaktan, Sigma�����6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H�� 

�¾ Baktopepton, Sigma-Aldrich�����â�S�D�Q�M�R�O�V�N�D 

�¾ Cijanokobalamin, Fluka�����6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H 

�¾ D-biotin, Fischer-BioReagens, Kina 

�¾ Kalcijev klorid, bezvodni, Gram mol, Hrvatska 

�¾ Kalijev hidrogenfosfat (99%), bezvodni, Acros, �â�S�D�Q�M�R�O�V�N�D 

�¾ Kazein, Sigma�����6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H 

�¾ �.�X�N�X�U�X�]�Q�L���ã�N�U�R�E����Sigma-Aldrich�����6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H�� 

�¾ Ksilan, Carl Roth GmbH�����1�M�H�P�D�þ�N�D�� 

�¾ L-cistein, Sigma�����6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H 

�¾ Magnezijev sulfat heptahidrat (99,5%), Acros, �â�S�D�Q�M�R�O�V�N�D 

�¾ Menadion, Sigma�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�¾ Natrijev klorid, Carlo Erba Reagens, Italija 

�¾ Nikotinamid, Acros, �6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H 

�¾ p-aminobenzen, Sigma, Kina 

�¾ Pantotenat (99%), Sigma, Kina 

�¾ Pektin (izoliran iz jabuke), Sigma�����â�Y�L�F�D�U�V�N�D 

�¾ Tiamin hidroklorid, Fischer-BioReagens�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�¾ Tween 80, Sigma, Ujedinjeno Kraljevstvo 

�¾ �ä�H�O�M�H�]�R�Y�����,�,�����V�X�O�I�D�W������������������ Acros�����â�S�D�Q�M�R�O�V�N�D 

�¾ �ä�X�þ�Q�H���V�R�O�L����Fluka, Novi Zeland 

 

3.1.3.6. Plin pod tlakom 

�¾ N2 �!�������������������W�H�K�Q�L�þ�N�L���N�R�P�S�U�L�P�L�U�D�Q�L���S�O�L�Q����Messer, Hrvatska 
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3.1.3.7. Ostale kemikalije 

�¾ Etanol (70%), Gram mol, Hrvatska 

�¾ Glicerol, Gram mol, Hrvatska 

�¾ �.�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D����Carlo Erba Reagens, Italija 

�¾ Meliseptol, Braun�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�¾ Mukasol, Schulke�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�¾ Natrijev hidroksid, Carlo Erba Reagens, Italija 

�¾ Octena kiselina, Baker�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�¾ PlivaSept Tinktura, Pliva, Hrvatska 

�¾ Pufer pH 3, Reagecon, Irska 

�¾ Pufer pH 7, Reagecon, Irska 

�¾ Pufer pH 10, Reagecon, Irska 

�¾ Maxwell 16 Cell DNA Purification Kit, Promega�����6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H�� 

�¾ Maxwell 16 Tissue DNA Purification Kit, Promeg�D�����6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H 

 

3.1.3.8.  �5�D�þ�X�Q�D�O�Q�L���S�U�R�J�U�D�P�L���]�D���D�Q�D�O�L�]�X���S�R�G�D�W�D�N�D 

�¾ Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME 1.9.1) 

�¾ �0�L�F�U�R�V�R�I�W���2�I�I�L�F�H���������������0�L�F�U�R�V�R�I�W�����6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�H���$�P�H�U�L�þ�N�H���'�U�å�D�Y�H 

 

3.2. METODE 

 

3.2.1. Priprema hranjivih podloga 

Kompleksna hranjiva podloga, SIEM, za eksperimentalni dio ovog rada je 

pripremljena prema literaturnim podatcima (van Nuenen i sur., 2003���� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �V�X�� �V�H��

prvotno odvagani sastojci iz Tablica 2, 3 i 4 zasebno otopili u demineraliziranoj vodi. Prvo su 

�V�D�V�W�R�M�F�L�� �L�]�� �7�D�E�O�L�F�H�� ���� ���W�R�þ�Q�H�� �R�G�Y�D�J�H�� �V�D�V�W�R�M�D�N�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �X Prilogu 1) preneseni u 

Erlenmeyerovu tikvicu od 1 L i otopljeni u 270 mL demineralizirane vode �ã�W�R�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D 

hranjivu podlogu P1 za prihranu mikrobne kulture prvog dana procesa. Potom se u 

Erlenmeyerovoj tikvici od 2 L pripremila ista takva hranjiva podloga otopljena u 550 mL 

�G�H�P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H�����R�]�Q�D�N�H���3�������ã�W�R���R�G�J�R�Y�D�U�D���G�Y�R�V�W�U�X�N�R���Y�H�ü�R�M���N�R�O�L�þ�L�Q�L���Q�H�J�R���N�R�G���3�����M�H�U���V�H���V��
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P2 prihranjuje �P�L�N�U�R�E�Q�D���N�X�O�W�X�U�D���X���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�X���G�U�X�J�L���L���W�U�H�ü�L���G�D�Q���S�U�R�F�H�V�D�� Potom se, kao �ã�W�R���M�H�� 

�Y�H�ü���Q�D�Y�H�G�H�Q�R���X��������������2., odvagana sol iz Tablice 3 prenese u staklenu bocu od 250 mL i otopi 

u 30 mL demineralizirane vode za P1. Proces se pon�R�Y�L���]�D���3�����V���U�D�]�O�L�N�R�P���G�D���V�H���G�Y�R�V�W�U�X�N�R���Y�H�ü�D 

�N�R�O�L�þ�L�Q�D���V�D�V�W�R�M�D�N�D���R�W�R�S�L���X���������P�/���G�H�P�L�Q�H�U�D�O�L�]�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H�� Podloge su pripremljene s dvostruko 

manje vode jer se �U�D�G�L���R���S�R�O�X�N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�P���Q�D�þ�L�Q�X���U�D�G�D�� Uz otopinu soli za pripremu SIEM-a, 

u staklenu bocu od 500 mL se pripre�P�L���L���G�R�G�D�W�Q�D���R�W�R�S�L�Q�D���V�R�O�L�����N�R�O�L�þine prikazane Prilogu 5) 

koja se prije sterilizacije prenese u bioreaktor. pH i ORP elektrode kalibrirane su prije 

�V�W�H�U�L�O�L�]�D�F�L�M�H���� �P�R�Q�W�L�U�D�Q�H�� �Q�D�� �J�R�U�Q�M�X�� �S�O�R�þ�X�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D�� �W�H�� �V�W�H�U�L�O�L�]�Lrane uronjene u prethodno 

pripremljenoj otopini soli. Na temelju podataka iz literature (Maathuis i sur., 2009), 

�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �Y�L�W�D�P�L�Q�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �]�D�� �S�U�L�S�U�D�Y�X�� ������ �P�/�� �Y�L�W�D�P�L�Q�V�N�H�� �R�W�R�S�L�Qe sastava 

navedenog u Tablici 4 ���W�R�þ�Q�D���R�G�Y�D�J�D��sastojaka prikazana u Prilogu 6). Otopina je pohranjena 

u hladnjaku na 6 �ƒ�&���� 

 

3.2.2. Sterilizacija podloge, pribora i aparature 

Prije same sterilizacije, dio pribora se odmah cijevima spaja na bioreaktor na za njih 

�S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�D���P�M�H�V�W�D�����6�O�L�N�D�����������1�D���S�R�O�R�å�D�M�L�P�D�������L�������V�X���V�S�R�M�H�Q�H���E�R�F�H���V���R�W�R�S�L�Q�R�P���1�D�2�+���L���+�&�O���]�D��

regulaciju pH vrijednosti �W�R�N�R�P�� �S�U�R�F�H�V�D���� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�X�� ���� �M�H�� �V�S�R�M�H�Q�D�� �(�U�O�H�Q�P�H�\�H�U�R�Y�D tikvica s 

hranjivom podlogo�P�� �3������ �D�� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�Mu 5 se spaja Erlenmeyerova tikvica od 1 L u kojoj se 

homogenizira uzorak fecesa za inokulaciju. �7�D�N�R�ÿ�H�U, prije sterilizacije je p�R�W�U�H�E�Q�R�� �E�D�å�G�D�U�L�W�L��

pH i ORP elektrodu i zatvoriti sve otvore koji se ne koriste bilo s klemom ili otvorene s 

filterom za zrak. Bitno je zabrtviti sve druge otvore na bioreaktoru, �]�D�ã�W�L�W�L�W�L���S�U�L�N�O�M�X�þ�N�H za pH i 

ORP elektrodu, �R�W�Y�R�U�H�Q�H���Q�D�V�W�D�Y�N�H���F�L�M�H�Y�L���R�E�O�R�å�L�W�L���I�R�O�L�M�R�P�����D���þ�H�S�R�Y�H���R�G���Y�D�W�H���S�D�S�L�U�R�P���]�E�R�J���S�D�U�H��

koja nastaje tijekom sterilizacije. Laboratorijski bioreaktor, �]�D�M�H�G�Q�R���V�� �S�R�P�R�ü�Q�L�P�� �G�L�M�H�O�R�Y�L�P�D, 

se sterilizira u autoklavu na �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���R�G���������ƒ�&���X ukupnom trajanju od 15 minuta. Otopine 

soli, koje su sterilizirane odvojeno od hranjivih podloga, je potrebno odmah nakon 

sterilizacije prebaciti u Erlenmeyerove tikvice sa SIEM hranjivom podlogom kako bi se 

�V�P�D�Q�M�L�O�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�H���6�,�(�0���K�U�D�Q�M�L�Y�H���S�R�G�O�R�J�H�� 
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Slika 11�����3�R�O�R�å�D�M�L���S�U�L�N�O�M�X�þ�D�N�D���Q�D���S�R�N�O�R�S�F�X���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D�����S�U�L�M�H���V�W�H�U�L�O�L�]�D�F�L�M�H������ 

�1�D���J�R�U�Q�M�R�M���S�O�R�þ�L���Q�D�O�D�]�H���V�H���R�W�Y�R�U�L���]�D�����������X�Q�R�V���O�X�å�L�Q�H����������unos kiseline, 3) izdvajanje podloge, 4) 

unos hranjive podloge, 5) inokulaciju, 6) temperaturna sonda, 7) izuzimanje uzoraka, 8) filter 

za ulazni plin, 9) pH elektroda 10) ORP elektroda, 11) hladilo, 12) filter za izlazni plin 

 

3.2.3. Sastavljanje aparature i postavljanje parametara procesa 

 Nakon sterilizacije je potrebno spojiti kompletan sustav prije po�þetka procesa (Slika 

11). Tako se na polo�åaje 9 i 10 priklju�þuju kablovi za spajanje pH i redoks sondi sa su�þeljem 

koje upravlja cijelim sustavom. U za�ãtitnu cijev temperaturne sonde �Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X������se ulijeva 

glicerol u koji se stavlja sonda koja je tako�ÿer spojena sa su�þeljem. Grija�þi vode u pla�ãtu 

bioreaktora su spojeni s kontrolnom jedinicom na kojoj se nalaze peristalti�þke pumpe i koja je 

tako�ÿer spojena sa su�þeljem. Na za to predvi�ÿeno mjesto se priklju�þuje motor koji pokre�üe 

mije�ãalo u bioreaktoru te se na hladilo priklju�þuju cijevi kojima se hladna voda uvodi u pla�ãt 

bioreaktora u svrhu regulacije temperature u sustavu. Za osiguravanje anaerobnih uvjeta, u 

sustav se uvodi du�ãik (Slika 11, polo�åaj 8) u koli�þini 0,2 NI/min.  

 Nakon sastavljanja potrebne aparature te prije po�þetka samog procesa, potrebno je 

prvo postaviti �åeljene parametre. Svi parametri se pode�ãavaju preko korisni�þkog su�þelja 

upravlja�þke jedinice na kojem je instaliran �ÄLeonardo�³��programski paket. Po�ãto se simuliraju 

uvjeti uzlaznog, popre�þnog i silaznog dijela debelog crijeva, temperatura u sustavu je 

pode�ãena na �������ƒC, a pH, ovisno od dijelu debelog crijeva koji se simulira, na 5.8, 6.2 te 6.8. 
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Da bi se sprije�þilo slijeganje neotopljenih sastojaka u bioreaktoru, mije�ãanje je prije 

inokulacije pode�ãeno na 50 o/min10. Radni volumen bioreaktora je bio 600 ml. 

 

Slika 12. �/�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L���V�X�V�W�D�Y���]�D���Y�R�ÿ�H�Q�M�H���S�U�R�F�H�V�D���I�H�U�P�H�Q�W�D�F�L�M�H���X���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�X 

 

3.2.4. Faza prilagodbe mikrobiote u bioreaktoru 

�.�D�R���ã�W�R���M�H���Y�H�ü���V�S�R�P�H�Q�X�W�R���X poglavlju 3.2.1., u bioreaktoru se nalazi 500 mL otopine 

soli kako tijekom sterilizacije pH i ORP elektroda neb�L�� �R�V�W�D�O�H�� �V�X�K�H���� �3�R�ã�W�R�� �M�H�� �å�H�O�M�H�Q�L�� �S�R�þ�H�W�Q�L��

volumen u bioreaktoru 300 mL, prije inokulacije mikrobiote �X���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U���� �Y�L�ã�D�N���R�W�R�S�L�Q�H���V�R�O�L��

�V�H���L�V�S�X�P�S�D�Y�D���L���R�G�E�D�F�X�M�H�����(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���V�H���]�D�S�R�þ�L�Q�M�H���K�R�P�R�J�H�Q�L�]�L�U�D�Q�M�H�P���V�Y�M�H�å�H�J���X�]�R�U�N�D���I�H�F�H�V�D��

ciljane mase ������ �J���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �G�R�E�D�Y�L�� �X�]�R�U�N�D�� �I�H�F�H�V�D���� �X�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�� �M�H�� �X�� �S�U�Y�R�P�� �X�]�J�R�M�X��

inokulirano 28,8 g, a u drugom 30 g. Feces se homogenizira u otopini soli volumena 300 mL 

u Erlenmeyerovoj tikvici od 1 L iz koje se potom homogenizat prebacuje u bioreaktor 

�S�R�P�R�ü�X���S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�L�K���S�X�P�S�L����Faza prilagodbe mikrobiote u trajanju od 4 sata je provedena u 

�E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�X�� �X�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�L�P�X�O�L�U�D�M�X�� �X�]�O�D�]�Q�L�� �G�L�R�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �������� �ƒ�&�� �L�� �S�+�� ������������

�3�U�L�O�D�J�R�G�E�D���M�H���Y�R�ÿ�H�Q�D���X���D�Q�D�H�U�R�E�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���X�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P���G�X�ã�L�N�D���X���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U���X�]���F�L�N�O�L�þ�N�L profil 

�S�U�R�P�M�H�Q�H���E�U�]�L�Q�H���U�R�W�D�F�L�M�H���P�L�M�H�ã�D�O�D���J�G�M�H���M�H���P�L�Q�L�P�D�O�Q�D���E�U�]�L�Q�D���E�L�O�D��������o/min, a maksimalna 150 

o/min (10 minuta pri 30 o/min uz stupnjevitu promjenu na 150 o/min kroz 2 minute). 

 

3.2.5�����9�R�ÿ�H�Q�M�H���D�Q�D�H�U�R�E�Q�R�J���P�L�N�U�R�E�Q�R�J���S�U�R�F�H�V�D���X���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�X�� 

Nakon faze prilagodbe, �V�O�L�M�H�G�L���I�D�]�D���X�V�S�R�V�W�D�Y�H���V�W�D�E�L�O�Q�H���U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�����5�D�G�L���V�H��

�R���ã�D�U�å�Q�R�P���S�R�V�W�X�S�N�R�P���N�R�M�L���S�R�þ�L�Q�M�H���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P���E�D�]�Q�H���K�U�D�Q�M�L�Y�H���S�R�G�O�R�J�H P1 volumena 300 ml 

                                                           
10 o/min - okretaja po minuti  
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(poglavlje 3.2.1.) sa suspenzijom mikrobiote u otopini soli (poglavlje 3.2.4.) istog volumena 

�þ�L�P�H �V�H���S�R�V�W�L�åe radni volumen od 600 mL u bioreaktoru i koji traje 24 sata.  

Nakon 24 sata je iz�Y�U�ã�H�Q�D�� �L�]�P�M�H�Q�D�� �S�R�G�O�R�J�H�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �Me 300 mL fermentirane 

�S�R�G�O�R�J�H�����P�M�H�ã�R�Y�L�W�D���P�L�N�U�R�E�Q�D���N�X�O�W�X�U�D���L���S�R�G�Ooga u bioreaktoru) ispumpano van dok je 300 mL 

ostavljeno u bior�H�D�N�W�R�U�X�� �W�H�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �G�R�G�D�Q�R�� �������� �P�/�� �3���� �K�U�D�Q�M�L�Y�H�� �S�R�G�O�R�J�H�� �S�R�P�R�ü�X��

�S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�L�K�� �S�X�P�S�L�� �E�U�]�L�Q�R�P��od ������ �P�/���P�L�Q���� �3�U�L�M�H�� �S�R�þ�H�W�N�D�� �X�E�D�F�L�Y�D�Q�M�D�� �3���� �K�U�D�Q�M�L�Y�H�� �S�R�G�O�R�J�H����

�S�+�� �X�� �V�X�V�W�D�Y�X�� �M�H�� �S�R�G�H�ã�H�Q�� �Q�D�� �������� �M�H�U�� �V�H�� �X�� �R�Y�R�M�� �I�D�]�L�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�� �V�L�P�X�O�L�U�D�M�X�� �X�Y�M�H�W�L�� �S�R�S�U�H�þ�Q�R�J��

dijela debelog crijeva. 

�1�D���L�G�H�Q�W�L�þ�D�Q���Q�D�þ�L�Q���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���L���W�U�H�ü�D�����R�G�Q�R�V�Q�R���S�R�V�O�M�H�G�Q�M�D���I�D�]�D�����X���N�R�M�R�M���V�H���V�L�P�X�O�L�U�D�M�X��

uvjeti silaznog dijela debelog crijeva. Nakon izmjene podloge i prihrane s preostalih 300 mL 

�3���� �K�U�D�Q�M�L�Y�H�� �S�R�G�O�R�J�H���� �S�R�G�H�ã�H�Q�� �M�H�� �S�+�� �Q�D�� �������� �N�D�N�R�� �E�L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�R�� �V�L�P�X�O�Lranom dijelu debelog 

crijeva. �1�D�N�R�Q���S�U�R�W�H�N�O�L�K���������V�D�W�D���S�U�R�F�H�V�D���X���N�R�M�L�P�D���V�H���V�Y�D�N�L�K���������V�D�W�D���Y�U�ã�L�O�D���L�]�P�M�H�Q�D���S�R�G�O�R�J�H���L��

�S�U�L�K�U�D�Q�D�� �V�D�� �V�Y�M�H�å�R�P�� �K�U�D�Q�M�L�Y�R�P�� �S�R�G�O�R�J�R�P���� �� �S�U�R�F�H�V�� �M�H���Y�R�ÿ�H�Q��dodatnih 24 sata kako bi se 

odredila �E�L�R�G�L�Q�D�P�L�N�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���L���Q�D�N�R�Q���S�U�H�V�W�D�Q�N�D���S�U�L�K�U�D�Q�H���V�D���V�Y�M�H�å�R�P���K�U�D�Q�M�L�Y�R�P���S�R�G�O�R�J�R�P���� 

Homogenost medija u bioreaktoru �W�L�M�H�N�R�P���S�U�R�F�H�V�D���R�G�U�å�D�Y�D�Q�D���M�H���G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�L�P���S�U�R�I�L�O�R�P��

�P�L�M�H�ã�D�Q�M�D�� �������� �P�L�Q�X�W�D�� �S�U�L�� ������o/min uz stupnjevitu promjenu na 150 o/min kroz 2 minute). 

Tijekom fermentacije�����å�H�O�M�H�Q�H pH vrijednost�L���V�X���R�G�U�å�D�Y�D�Q�H dodavanjem otopine NaOH ili HCl, 

�G�R�N�� �M�H�� �D�Q�D�H�U�R�E�Q�R�V�W�� �R�V�L�J�X�U�D�Q�D�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�L�P�� �S�U�R�W�R�N�R�P�� �G�X�ã�L�N�D�� ���������� �1�O���P�L�Q������ �=�D�� �Y�U�L�M�H�P�H��

ukupnog trajanja procesa od 96 �V�D�W�L�� �S�U�D�ü�H�Q�L�� �V�X�� �V�Y�L bitni parametri procesa (brzina okretaja 

�P�L�M�H�ã�D�O�D���� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D���� �S�+�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���� �S�U�R�W�R�N�� �G�X�ã�L�N�D���� �R�N�V�L�G�R-redukcijski potencijal). Za 

�S�U�D�ü�H�Q�M�H���E�L�R�G�L�Q�D�P�L�N�H���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H svakih 12 sati su uzimani �X�]�R�U�F�L���P�H�G�L�M�D���S�R�P�R�ü�X���V�X�V�W�D�Y�D���]�D��

sterilno izuzimanje te su uzorci odmah po izuzimanju pospremljeni u ledenicu na -�����ƒ�&�� 

 

3.2.6. Automatizirana izolacija DNA 

Prije same izolacije DNA, potrebno je alikvot odmrznutih uzoraka centrifugirati na 

1000 x �J�� �S�U�L�� ������ �ƒ�&�� �W�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �R�W�S�L�S�H�W�L�U�D�W�L�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �X�� �]�D�� �W�R�� �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�X�� �M�D�å�L�F�X��

kazete Maxwell 16 Cell DNA Purification Kit-a. �,�]�R�O�D�F�L�M�D���'�1�$�����L�]���S�R�þ�H�W�Q�L�K���X�]�R�U�D�N�D���I�H�F�H�V�D���L��

�V�D�N�X�S�O�M�H�Q�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D�� �L�]�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �0�D�[�Z�H�O�O�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �S�U�H�P�D�� �X�S�X�W�D�P�D��

�S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D���� �=�D�� �L�]�R�O�D�F�L�M�X�� �'�1�$�� �L�]�� �X�]�R�U�D�N�D�� �L�]�X�]�H�W�L�K�� �W�L�M�H�N�R�P�� �X�]�J�R�M�D�� �X�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��

Maxwell 16 Cell DNA Purification Kit, dok je za uzorke �V�Y�M�H�å�H�J �I�H�F�H�V�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���0�D�[�Z�H�O�O��������

Tissue DNA Purification Kit. �8���M�D�å�L�F�X���]�D���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H���X�]�R�U�D�N�D���N�D�]�H�W�H���0�D�[�Z�H�O�O����6 Tissue DNA 
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Purification Kita-a stavljeno �M�H�� �������� �J�� �I�H�F�H�V�D�� �G�R�N�� �M�H�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �&�H�O�O�� �'�1�$�� �3�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�� �.�L�W-a 

dodano 4�������—�/���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���V�W�D�Q�L�F�D�����8���M�H�G�Q�R�P���U�D�G�Q�R�P���F�L�N�O�X�V�X���P�R�J�X�ü�H���M�H���L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R���R�E�U�D�G�L�W�L��

16 uzoraka. Postupak izolacije DNA se izvodi prema uputama proi�]�Y�R�ÿ�D�þ�D���]�D���S�R�M�H�G�L�Q�L���N�L�W za 

izolaciju. Na kraju procesa se dobije 300 �—�/��izo�O�L�U�D�Q�H���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�H DNA u eluacijskom puferu 

�R�G���N�R�M�H���V�H�����������—�/���R�W�S�L�S�H�W�L�U�D���X���V�W�H�U�L�O�Q�X���H�S�L�F�X���V���þ�H�S�R�P���L���S�R�K�U�D�Q�M�X�M�H���X���]�D�P�U�]�L�Y�D�þ���Q�D��-�������ƒ�&���G�R��

slanja na sekvencioniranje, dok se preostali�K�� �������� �—�/�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��

�L�]�R�O�L�U�D�Q�H���'�1�$���L�]���X�]�R�U�D�N�D���S�R�P�R�ü�X���1�D�Q�R-drop spektrofotometra. 

 

3.2.7. Mjerenje koncentracije DNA 

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���'�1�$���L�]���X�]�R�U�D�N�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R���M�H���Q�D���6�K�L�P�D�G�]�X���%�L�R�6�S�H�F���1�D�Q�R��

spektrofotometru. Za slijepu probu �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q eluacijski pufer iz Maxwell kompleta. 

Koncentracije izolirane DNA za oba uzgoja prikazane su u tablici 6. 

 

3.2.8. Sekvencioniranje 16S rRNA marker gena 

Sekvencioniranje DNA je �L�]�Y�U�ã�H�Q�R��u Molecular Research Lab, Teksas, SAD kao 

ugovorena vanjska usluga �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D metoda sekvencioniranja sparenih krajeva 

(pair-�H�Q�G�� �V�H�T�X�H�Q�F�L�Q�J���� �Q�D�� �,�O�O�X�P�L�Q�D�� �0�L�6�H�T�� �X�U�H�ÿ�D�M�X���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� ��31F-806R za 

�X�P�Q�D�å�D�Q�M�H�� �9���� �L�� �93 �U�H�J�L�M�D�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�� �]�D�� �����6�� �U�5�1�$�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�Q�H�� �O�D�Q�þ�D�Q�H��

reakcije (PCR) �X���������F�L�N�O�X�V�D�����1�D�N�R�Q���X�P�Q�D�å�D�Q�M�D���I�U�D�J�P�H�Qata gena, PCR produkti su provjereni 

na 2%-�R�P�� �D�J�D�U�R�]�Q�R�P�� �J�H�O�X�� �W�H�� �V�X�� �� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �N�D�O�L�E�U�L�U�D�Q�L�K�� �$�P�S�X�U�H�� �;�3�� �N�X�J�O�L�F�D����

�3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �3�&�5�� �S�U�R�G�X�N�W�L�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �]�D�� �L�]�U�D�G�X�� �'�1�$�� �N�Q�M�L�å�Q�L�F�D�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �,�O�O�X�P�L�Q�D�� �7�U�X�6�H�T��

DNA library protokola te su zatim sekvencionirani Illumina MiSeq platformom.  

 

3.2.9. Obrada podataka sekvencioniranja i analiza bakterijske bioraznolikosti 

Sirovi podaci sekvencioniranja fragmenta gena 16S rRNA dolaze u dva dokumenta u 

�)�$�6�7�4�� �I�R�U�P�D�W�X�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�� �S�R�G�D�W�N�H�� �R�� �R�þ�L�W�D�Q�R�P�� �V�O�L�M�H�G�X�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �L�� �R�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�L�� �R�þ�L�W�D�Q�M�D��

�V�Y�D�N�R�J���S�R�M�H�G�L�Q�R�J���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���� �6�Y�D�N�L���G�R�N�X�P�H�Q�W���R�G�J�R�Y�D�U�D���M�H�G�Q�R�P���V�P�M�H�U�X���þ�L�W�D�Q�M�D���'�1�$���L���G�D���E�L��

�V�H���G�R�E�L�R���X�N�X�S�Q�L���X�P�Q�R�å�H�Q�L���I�U�D�J�P�H�Q�W���S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���V�S�R�M�L�W�L���G�Y�D���R�þ�L�W�D�Q�M�D�����H�Q�J�����U�H�D�G�������=�D���V�S�D�M�D�Q�M�H���M�H��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �S�U�R�J�U�D�P�� �3�D�Q�G�D�6�H�T�� �V�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P�� �S�R�V�W�D�Y�N�D�P�D�� �L�� �V�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�P�� �G�X�å�L�Q�R�P�� �V�S�R�M�H�Q�L�K��

�V�O�M�H�G�R�Y�D�� �R�G�� �������� �G�R�� �������� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���� �6�S�R�M�H�Q�L�� �V�O�M�H�G�R�Y�L�� �V�X�� �V�O�X�å�L�O�L�� �N�D�R�� �X�O�D�]�Q�L�� �S�R�Gaci za 
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�S�U�R�J�U�D�P�V�N�L�� �S�D�N�H�W�� �4�,�,�0�(���� �6�Y�D�N�L�� �M�H�� �V�O�L�M�H�G�� �G�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P�� �X�]�R�U�N�X�� �Q�D�� �R�V�Q�R�Y�X��

�R�þ�L�W�D�Q�R�J�� �E�D�U�N�R�G�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �V�Y�D�N�R�J�� �V�O�L�M�H�G�D���� �6�O�M�H�G�R�Y�L�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �S�U�Y�L�K�� ����

�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �Q�L�M�H�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�O�R�� �M�H�G�Q�R�P�� �R�G�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �E�D�U�N�R�G�R�Y�D�� �V�X�� �R�G�E�D�þ�H�Q�L iz 

daljnjih analiza. Sljedovi svakog uzorka su klasterirani u operacijske taksonomske jedinice 

(OTU 11 ���� �V�D�� �P�L�Q�L�P�D�O�Q�R�P�� �S�R�N�U�L�Y�H�Q�R�ã�ü�X�� �R�G�� �������� �L�� �P�L�Q�L�P�D�O�Q�R�P�� �L�G�H�Q�W�L�þ�Q�R�ã�ü�X�� �R�G�� ��������

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���8�&�/�8�6�7���D�O�J�R�U�L�W�P�D���L�P�S�O�H�P�H�Q�W�L�U�D�Q�R�J���X���4�,�,�0�(���S�U�R�J�U�D�P�V�N�R�P���S�D�N�H�W�X�����&�D�S�R�U�D�V�R���L��

sur; 2010). Reprezentativni slijed svakog klastera je poravnat sa SILVA taksonomskom 

�E�D�]�R�P�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �S�\�Q�D�V�W�� �D�O�J�R�U�L�W�P�D���� �)�L�O�R�J�H�Q�H�W�V�N�R�� �V�W�D�E�O�R�� �M�H�� �L�]�U�D�ÿ�H�Q�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �1�H�L�J�K�E�R�U-

joining metode s Kimura dvo-parametarskim modelom implementiranim u Clearcut programu. 

�=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�V�W�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�Y�D�N�R�J�� �S�D�U�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� ���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �]�D�M�H�G�Q�L�F�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H��

UniFrac metrika koja se zasniva na dijelu duljine grane stabla 16S rRNA gena dijeljenog 

�L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�D�� �X�]�R�U�N�D���� �� �0�D�O�D�� �8�Q�L�)�U�D�F�� �X�G�D�O�M�H�Q�R�V�W�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�� �X�]�R�U�N�H�� �N�R�M�L�� �L�P�D�M�X�� �V�O�L�þ�D�Q�� �V�D�V�W�D�Y��

bakterijskih zajednica i koje su evolucijski bliske. U upotrebi su dva tipa UniFrac metrika - 

�W�H�å�L�Q�V�N�D�� �L�� �Q�H�W�H�å�L�Q�V�N�D���� �7�H�å�L�Q�V�N�D�� �8�Q�L�)�U�D�F�� �P�H�W�U�L�N�D�� �S�U�L�� �L�]�U�D�þ�X�Q�X�� �X�G�D�O�M�H�Q�R�V�W�L�� �]�D�M�H�G�Q�L�F�D�� �X�]�L�P�D�� �X��

obzir prisutnost i zastupljenost pojedine taksonomske �M�H�G�L�Q�F�H���� �G�R�N�� �Q�H�W�H�å�L�Q�V�N�D�� �X�]�L�P�D�� �X�� �R�E�]�L�U��

samo prisutnost.  

Rezultat obrade sirovih podataka sekvencioniranja u programu QIIME je biom tablica, 

�N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �V�Y�H�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �R�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�P�D�� �L�� �W�D�N�V�R�Q�R�P�V�N�R�M�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�L�� �X�]�R�U�D�N�D�� �L�� �K�W�P�O��

�G�R�N�X�P�H�Q�W�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �S�R�Y�H�]�Q�L�F�H�� �]�D�� �Y�L�]�X�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �D�O�I�D�� �L�� �E�H�W�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �W�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X��

taksonomsku klasifikaciju dostupnih taksonomskih kategorija po uzorcima prikazanu 

�V�W�X�S�þ�D�V�W�L�P�� �G�L�M�D�J�U�D�P�L�P�D���� 

�1�D�� �J�U�D�I�L�þ�N�L�P�� �S�U�L�N�D�]�L�P�D�� �� ���S�R�J�O�D�Y�O�M�H�� ������ �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �L�� �U�D�V�S�U�D�Y�D���� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �G�Y�D�M�X��

uzastop�Q�L�K���X�]�J�R�M�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�K���X���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�X�����â�L�I�U�D�P�D���%������- �%���������V�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�L���X�]�R�U�F�L���L�]���S�U�Y�R�J��

�X�]�J�R�M�D�����ã�L�I�U�H���%�0�����± �%�0�����R�G�Q�R�V�H���Q�D���X�]�R�U�N�H���L�]���G�U�X�J�R�J���X�]�J�R�M�D�����D���ã�L�I�U�H���)�������L���*�0�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X��

�X�]�R�U�N�H���L�]�Y�R�U�Q�R�J���I�H�F�H�V�D���]�D���V�Y�D�N�L���S�R�M�H�G�L�Q�L���X�]�J�R�M���� �7�D�E�O�L�F�D������ �S�U�L�N�D�]�X�M�H���R�S�L�V���ã�L�I�U�L�U�D�Q�L�K��uzoraka i 

izmjerenu koncentraciju izolirane DNA. 

 

 

 

 

 

                                                           
11 OTU- �H�Q�J�����Ä�2�S�H�U�D�W�L�R�Q�D�O���W�D�[�R�Q�R�P�L�F���X�Q�L�W�³ 
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Tablica 6. Prikaz koncentracije izolirane DNA i �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H���ã�L�I�U�L�U�D�Q�L�K���X�]�R�U�D�N�D 

Vrijeme 
uzorkovanja 

(dan) 
Prvi uzgoj Koncentracija 

���Q�J�����/�����������—�/ 
Drugi uzgoj Koncentracija 

���Q�J�����/�����������—�/ 
Prihrana  

 F10 / GM2 / Feces 

0. dan  B11 42,24 BM1 52,78 Prije HP 

 

1. dan 

B12 373,99 
BM2 

BM3 

141,71 

59,35 
Hranjiva 
podloga 1 

 

B13 327,34 

B14 278,82 

 

2. dan 

B15 281,45 
BM4 

BM5 

17,01 

9,36 
Hranjiva 
podloga 2 

B16 168,02 

B17 114,63 

 

3. dan 

B18 180,14 
BM6 

BM7 

9,21 

-5,11 
Hranjiva 
podloga 3 B19 99,26 

B110 109,35 

4. dan B111 77,71 / / / 
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4. REZULTATI I RASPRAVA  

�1�D�M�Y�H�ü�L�� �E�U�R�M�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�D�� �V�H�� �E�D�Y�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �X��in 

vitro sustavima �J�G�M�H�� �V�H�� �S�U�D�W�H�� �L�� �L�V�W�U�D�å�X�M�X�� �P�Q�R�J�L�� �D�V�S�H�N�W�L�� �S�R�S�X�W�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�O�M�H��

�G�R�P�D�ü�L�Q�D���� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �W�H�� �S�R�Q�D�M�Y�L�ã�H�� �X�W�M�H�F�D�M��

raznih komponenti hrane, poglavito raznih prehrambenih vlakana, na sastav mikrobiote, 

energet�V�N�R�� �L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �I�H�U�P�H�Q�W�D�F�L�M�H�� �S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�L�K�� �Y�O�D�N�D�Q�D�� �L�� �V�O�L�þ�Q�R���� �9�H�ü�L�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �M�H��

uglavnom fokusirana na mjerenje promjena koncentracije SCFA koje proizvodi mikrobiota i 

�Q�H�ã�W�R���P�D�Q�M�H���Q�D���S�U�D�ü�H�Q�M�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���V�D�V�W�D�Y�D���P�L�N�U�R�E�L�R�W�H���Q�D�N�R�Q���G�R�G�D�W�N�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���V�X�S�V�W�U�D�W�D, dok 

�V�H�� �Q�D�M�P�D�Q�M�H�� �S�U�R�Y�R�G�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�D�� �S�U�D�W�H�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �Q�D�� �X�Y�M�H�W�H�� �X in vitro sustavu 

�N�R�M�L�� �V�L�P�X�O�L�U�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �G�L�R�� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �ã�W�R�� �M�H�� �X�S�U�D�Y�R�� �E�L�R�� �J�O�D�Y�Q�L�� �I�R�N�X�V�� �R�Y�R�J��

diplomskog rada.  

4.1. TAKSONOMSKA RAZNOLIKOST MIKROBIOTE  

 Taksonomska raznolikost analizirane mikrobiote koja je kultivirana u bioreaktoru se 

prikazu�M�H�� �V�W�X�S�L�þ�D�Vtim dijagramima. Na slici 13 se nalazi �V�W�X�S�L�þ�D�V�W�L�� �G�L�M�D�J�U�D�P�� �N�R�M�L�� �S�U�L�N�D�]�X�M�H��

�S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �W�D�N�V�R�Q�R�P�V�N�R�M�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �Q�D�� �U�D�]�L�Q�L�� �N�R�O�M�H�Q�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�R�J��

�ã�L�I�U�R�P���'�B�������U�D�]�U�H�G�D���R�]�Q�D�þ�H�Q�R�J���ã�L�I�U�R�P���'�B�������U�H�G�D���R�]�Q�D�þ�H�Q�R�J���ã�L�I�U�R�P���'�B�������S�R�U�R�G�L�F�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�X��

�ã�L�I�U�R�P�� �'�B���� �L�� �U�R�G�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�R�J�� �ã�L�I�U�R�P�� �'�B�� koje su vidljive u tablici na slici 14.

Slika 13. �6�W�X�S�L�þ�D�V�W�L�� �G�L�M�D�J�U�D�P�� �N�R�M�L�� �S�U�L�N�D�]�X�M�H�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �N�R�O�M�H�Q�D�� �X��pojedinom 

uzorku 
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Slika 14. �7�D�E�O�L�þ�Q�L���S�U�L�N�D�]���S�R�V�W�R�W�N�D���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�L���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���N�R�O�M�H�Q�D���X���V�D�V�W�D�Y�X���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�H��

crijevne mikrobiote 

�6�W�X�S�L�þ�D�V�W�L���G�L�M�D�J�U�D�P���Q�D���Vlici 13 prikazuje zastupljenost pojedinih bakterijskih koljena u 

analiziranim uzorcima izuzetima iz bioreaktora tokom procesa uzgoj mikrobiote. Iz slike je 

vidljivo da su dva najzastupljenija koljena Firmicutes, �R�]�Q�D�þ�H�Q���O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R�P���E�R�M�R�P, te koljeno 

Bacteroidetes �R�]�Q�D�þ�H�Q�R�� �Q�D�U�D�Q�þ�D�V�W�R�P�� �E�R�M�R�P, �ã�W�R�� �S�R�W�N�U�H�S�O�M�X�M�X�� �S�R�G�D�F�L�� �L�]�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�H�� �N�R�M�D�� �M�H��

jednoglasno utvrdila da su upravo ova dva navedena bakterijska koljena najzastupljenija u 

sastavu crijevne mikrobiote (Voreades i sur., 2014).  U sastavu mikrobiote iz uzoraka �V�Y�M�H�å�H�J 

fecesa �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���V�D���ã�L�I�U�Dma F10 i GM2, udjel koljena Firmicutes je bio u rasponu od 36,2 - 

61,5 %, a koljena Bacteroidetes 31,7 - 48,7 %. Zastupljenost navedenih koljena se nije 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �P�L�M�H�Q�M�D�O�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �D�G�D�S�W�D�F�L�M�V�N�R�J�� �S�H�U�L�R�G�D�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �Q�D�� �X�Y�M�H�W�H�� �X��in vitro sustavu u 

trajanju od �����V�D�W�D���ãto je vidljivo kod uzoraka B11 i BM1. Daljnim tokom procesa vidljive su 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�L�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �N�R�O�M�H�Q�D�� �Q�D�N�R�Q�� �G�R�G�D�W�N�D�� �K�U�D�Q�M�L�Yih podloga u 

sustav te promjene pH vrijednosti sukladno dijelu debelog crijeva koji se simulirao. Tako je 

prvi dan procesa nakon dodatka prvih 300 mL hranjive podloge u sustav te pri pH 5.8, koji je 

�N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�D�Q���]�D���X�]�O�D�]�Q�L���G�L�R���G�H�E�H�O�R�J���F�U�L�M�H�Y�D (uzorci B12, B13, B14 te BM2 i BM3), �G�R�ã�O�R���G�R��

opadanja zastupljenosti Bacteroidetes �W�H�� �L�V�W�R�G�R�E�Q�R�J�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D��zastupljenosti Firmicutes 

koljena. Upravo je taj odnos gdje dolazi do opadanja zastupljenosti koljena Bacteroidetes i 

�L�V�W�R�G�R�E�Q�R�J���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�L���N�R�O�M�H�Q�D��Firmicutes bio jedan od prvih biomarkera koji je 

�S�R�Y�H�]�L�Y�D�R�� �V�D�V�W�D�Y�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �V�D�� �S�U�H�W�L�O�R�ã�ü�X�� ���/�Hy i sur., 2006). Kako je proces tekao, 

zastupljenost Bacteroidetes koljena je kontinuirano opadala uz blagi porast zastupljenosti 

Firmicutes �W�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J���S�R�U�D�V�W�D���N�R�O�M�H�Q�D��Actinobacteria koje �M�H���V���S�R�þ�H�W�Q�L�K�������� - 0,2% u uzorku 

�V�Y�M�H�å�Hg fecesa do kraja uzgoja porasla na 33,23 - 53,47%. Kontinuirano opadanje 

zastupljenosti koljena Bacteroidetes tijekom procesa uzgoja mikrobiote u in vitro sustavu se 

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �P�R�å�H�� �S�U�L�S�L�V�D�W�L�� �Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �Q�X�W�U�L�M�H�Q�D�W�D���N�R�M�H�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�R�� �N�R�O�M�H�Q�R�� �W�U�H�E�D��

�]�D���V�Y�R�M���U�D�V�W���V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���%�D�F�W�H�U�R�L�G�H�W�H�V���]�D�K�W�L�M�H�Y�D���Q�X�W�U�L�M�H�Q�W�H���å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�R�J���S�R�G�U�L�M�H�W�O�D�������D���K�U�D�Q�M�L�Y�D��
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�S�R�G�O�R�J�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �X�� �R�Y�R�P�� �X�]�J�R�M�X�� �Q�L�M�H�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D�� �P�D�V�W�L�� �W�H�� �M�H�� �G�R�V�W�X�S�Q�D�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��

�R�þ�L�J�O�H�G�R���E�L�O�D���Q�H�G�R�V�W�D�W�Q�D�����'�6�0�=���������������� Zastupljenost bakterijskog koljena Proteobacteria se 

�Q�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �P�L�M�H�Q�M�D�O�D�� �W�R�N�R�P�� �F�L�M�H�O�R�J�� �S�U�R�F�H�V�D�� �G�R�N�� �M�H�� �N�R�O�M�H�Q�R��Verrucomicrobia �X�� �Y�H�ü�H�P��

�S�R�V�W�R�W�N�X�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�R�� �X�� �X�]�R�U�N�X�� �V�Y�M�H�å�H�J�� �I�H�F�H�V�D�� �*�02, 1,09%, te je u adaptacijskom periodu 

zastupljenost porasla na 6,65%, ali daljnim tokom procesa se smanjila na gotovo 

nedetektabilne razine. Koljeno Cyanobacteria �M�H�� �E�L�O�R�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�� �V�D�P�R�� �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �V�Y�M�H�å�H�J��

fecesa, 0,94 �± ������������ �� �W�H�� �X�� �S�R�þ�H�W�Q�R�M�� �I�D�]�L�� �S�U�R�F�H�V�D�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D, poput Verrucomicrobia, se ne 

detektira. 

Slika 15. �6�W�X�S�L�þ�D�V�W�L���G�L�M�D�J�U�D�P���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�L���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���R�E�L�W�H�O�M�L���X��pojedinom uzorku  

Na slici 15 je prikazana taksonomska podjela bakterijske porodice, odnosno obitelji, iz 

koje je vidljivo da su �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �V�Y�M�H�å�H�J�� �I�H�F�H�V�D najzastupljenije bakterije obitelji 

Bacteroidaceae i Rikenellaceae koje pripadaju koljenu Bacteroidetes te bakterije obitelji 

Ruminococcaceae i Lachnospiraceae koje pripadaju koljenu Firmicutes. Dodavanjem 

hranjive podloge u sustav i mijenjanjem pH vrijednosti opadala je zastupljenost 

Bacteroidaceae i Rikenellaceae obitelji uz istodoban porast zastupljenosti Lachnospiraceae, 

Lactobacillaceae i Erysipelotrihaceae te nakon je drugog dana procesa i dodatka druge po 

redu hranjive podloge, �G�U�D�V�W�L�þ�Q�R�� �S�R�U�D�V�O�D�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �R�E�L�W�H�O�M�L��Bifidobacteriaceae s 

�S�R�þ�H�W�Q�L�K�����������± 0,2% na 29,53 �± 53,24%. �7�U�H�ü�H�J���G�D�Q�D���S�U�R�F�H�V�D, �N�D�G�D���M�H���X���V�X�V�W�D�Y���G�R�G�D�Q�D���W�U�H�ü�D���L��

posljednja hranjiva podloga, je vidljiv porast zastupljenosti bakterija obitelji Clostridiaceae 1 

i  Veillonellaceae (samo u prvom uzgoju) uz istodobno smanjenje zastupljenosti obitelji 

Lachnospiraceae, sve pripadnika koljena Firmicutes. Zastupljenost obitelji Alcaligenaceae, 

pripadnika koljena Proteobacteria, je relativno postojana tijekom cijelog procesa. 
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Slika 16. �6�W�X�S�L�þ�D�V�W�L�� �G�L�M�D�J�U�D�P�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�L�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �U�R�G�R�Y�D�� �X��pojedinom uzorku s 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�R�P���O�H�J�H�Q�G�R�P 

 �3�U�R�P�D�W�U�D�M�X�ü�L�� �N�U�H�W�D�Q�M�D�� �W�D�N�V�R�Q�R�P�V�N�H�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �Q�D�� �U�D�]�L�Q�L�� �U�R�G�D�� ���6�O�L�N�D�� ��������

�R�þ�L�J�O�H�G�Q�D�� �M�H��kompleksnost sastava mikrobiote. U bakterijskom koljenu Firmicutes  u 

�X�]�R�U�F�L�P�D�� �V�Y�M�H�å�H�J�� �I�H�F�H�V�D�� �Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�L�� �U�R�G�R�Y�L��Faecalibacterium i Ruminococcaceae UCG-

014. Rod Faecalibacterium, u kojem je najpoznatija vrsta Faecalibacterium prausnitzii, je 

jedan od najzastupljen�L�M�L�K�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �U�R�G�R�Y�D�� �X�� �G�H�E�H�O�R�P�� �F�U�L�M�H�Y�X�� �þ�R�Y�M�H�N�D�� �W�H�� �V�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�P��

�Y�U�V�W�D�P�D�� �N�R�M�H�� �P�X�� �S�U�L�S�D�G�D�M�X�� �S�U�L�S�L�V�X�M�X�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�� �X�þ�L�Q�F�L�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�O�M�H�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D 

(Lopez-Siles, 2017). Kako je proces tekao, zastupljenost roda Faecalibacterium je 

kontinuirano opad�D�R�� �ã�W�R�� �E�L�� �P�R�J�O�R�� �E�L�W�L�� �X�V�O�L�M�H�G�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �S�R�W�U�H�E�H�� �]�D�� �H�V�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�P�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�P�D��

poput propionske, iso-�E�X�W�L�U�L�þ�Q�H�����Q-�Y�D�O�H�U�L�þ�Q�H���L���L�V�R-�Y�D�O�H�U�L�þ�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����'�6�0�=�����������������]�D���V�Y�R�M���U�D�V�W����

�N�R�M�H���Q�L�V�X���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�H���N�D�R���V�D�V�W�R�M�F�L���R�G�D�E�U�D�Q�H���K�U�D�Q�M�L�Y�H���S�R�G�O�R�J�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���X���R�Y�R�P��in vitro uzgoju. 

Kasnije u procesu uzgoja, od Firmicutes koljena prevladavaju rodovi Erysipelotrichaceae 

UCG-003, Dorea, Clostridium sensu stricto 1 i Roseburia �þ�L�M�D�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�� �M�H�� �L�S�D�N�� �Y�H�ü�D�� �X��

�G�U�X�J�R�P���X�]�J�R�M�X���W�H���V�H���N�U�H�ü�H���X���U�D�V�S�R�Q�X�����������± 21,2 % naspram zastupljenosti u prvom uzgoju od 

0,9 �± 6,2 %. U koljenu Bacteroidetes prevladavaju rodovi Bacteroides i Alistipes, a u koljenu 

Actinobacteria su najzastupljeniji rodovi Bifidobacterium i Collinsella. Nagli porast roda 

Bifidobacterium �X�� �G�U�X�J�R�P�� �G�L�M�H�O�X�� �R�E�D�M�X�� �S�D�U�D�O�H�O�Q�L�K�� �X�]�J�R�M�D�� �V�H�� �P�R�å�G�D�� �G�R�J�R�G�L�R�� �X�V�O�L�M�H�G�� �E�U�å�H��

reakcije navedenog roda na promjene uvjeta u in vitro sustavu ili se takva promjena 

potencijalno dogodila zbog biasa metode izolacije ili sekvencioniranja. U koljenu 

Verrucomicrobia je najzastupljeniji rod Akkermansia za koji je poznato da bakterijske vrste 
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koje mu pripadaju �U�D�]�J�U�D�ÿ�X�Mu mucin te ga potom koriste kao izvor ugljika�����G�X�ã�L�N�D i energije za 

vlastiti rast (Derrien i sur., 2008). �8�S�U�D�Y�R���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D���G�D���L�P���M�H���J�O�D�Y�Q�L���L�]�Y�R�U���H�Q�H�U�J�L�M�H���P�X�F�L�Q���N�R�M�L���X��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�M���K�U�D�Q�M�L�Y�R�M���S�R�G�O�R�]�L���Q�L�M�H���E�L�R���S�U�L�V�X�W�D�Q���R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�X���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W��Akkermansia 

�U�R�G�D���X���X�]�R�U�N�X���V�Y�M�H�å�H�J���I�H�F�H�V�D���L���X�]�R�U�N�X���L�]�X�]�H�W�R�P��nakon adaptacijskog perioda te njeno potpuno 

smanjivanje daljnim tijekom procesa. 

 

4.2. ALFA RAZNOLIKOST  

Alfa raznolikost predstavlja raznolikost vrsta u svakom pojedinom uzorku ili  stani�ãtu 

te opisuje bogastvo vrsta, ili nedostatak istih, �X���M�H�G�Q�R�P���X�]�R�U�N�X�����2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�O�I�D���U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L��

�X�� �4�,�,�0�(�� �S�U�R�J�U�D�P�X�� �V�H�� �Y�U�ã�L�� �X�� �þ�H�W�L�U�L�� �N�R�U�D�N�D���� �S�U�Y�L�� �N�R�U�D�N�� �M�H�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �S�U�R�U�L�M�H�ÿ�H�Q�L�K�� �2�7�8�� �W�D�E�O�L�F�D��

�N�R�M�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �E�D�]�X�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �D�O�I�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L���� �G�U�X�J�L���L�� �W�U�H�ü�L�� �N�R�U�D�F�L�� �V�X mjerenje 

raznolikosti, odnosno odre�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�X�� �2�7�8�� �W�D�E�O�L�F�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�X u prvom 

koraku �V�O�X�þ�D�M�Q�L�P�� �X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�H�P�� �L�]�� �J�O�D�Y�Q�H�� �2�7�8�� �W�D�E�O�L�F�H u pravilnim koracima do dostizanja 

broja uzoraka koji odgovara najmanjem uzorku. �3�R�V�O�M�H�G�Q�M�L���� �þ�H�W�Y�U�W�L����korak je generiranje 

�G�L�M�D�J�U�D�P�D�� �]�D�� �Y�L�]�X�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �S�R�P�R�ü�L�� �P�D�S�S�L�Q�J�� �G�R�N�X�P�H�Q�W�D�� �L�� �W�D�E�O�L�F�D�� �L�]�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�L�K�� �N�R�U�D�N�D����Za 

vizualizaciju alfa raznolikosti se koriste regresijske krivulje poput krivulja prikazanih na 

slikama 17 i 18. Na slici 17, svaka krivulja predstavlja odre�ÿenu kategoriju �± �X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X 

prikazuje broj procijenjenih OTU-ova u uzorcima izuzetima iz bioreaktora (crvena krivulja) i 

iz uzoraka svje�åeg fecesa (plava krivulja)���� �X�]�� �Q�D�]�Q�D�þ�H�Q�X�� �U�D�]�L�Q�X�� �J�U�H�ã�N�H�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �N�R�U�D�N��

poduzorkovanja. Na slici  18 su prikazane rarefrakcijske krivulje procijenjenih OTU-ova za 

svaki pojedini uzorak izuzet iz bioreaktora i �V�Y�D�N�L�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�� �X�]�R�U�D�N�� �V�Y�M�H�å�H�J�� �I�H�F�H�V�D�� �V 

�S�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�R�P�� �O�H�J�H�Q�G�R�P. Na objema slikama je vidljivo  da nije dosegnuta horizontalna 

asimptota �ãto �]�Q�D�þ�L da broj o�þitanih sljedova po uzorku nije bio dovoljan da bi u potpunosti 

odredio njihovu bakterijsku bioraznolikost. 
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Slika 17. Prikaz alfa raznolikosti rarefrakcijskim krivuljama u ovisnosti procijenjenih OTU-

ova i sekvenci po uzorku �]�D���X�]�R�U�N�H���L�]�X�]�H�W�H���L�]���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D���L���X�]�R�U�D�N���V�Y�M�H�å�H�J���I�H�F�H�V�D 

 Regresijske krivulje na slici 17 �S�U�L�N�D�]�X�M�X�� �D�O�I�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �X�]�R�U�D�N�D�� �V�Y�M�H�å�H�J�� �I�H�F�H�V�D����

plava krivulja,  te uzoraka izuzetih iz bioreaktora tokom procesa uzgoja mikrobiote, crvena 

krivulja. Iz grafa je vidljivo da �M�H�� �Y�H�ü�D�� �D�O�I�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �V�Y�M�H�å�H�J�� �I�H�F�H�V�D��

�Q�H�J�R�� �N�R�G�� �X�]�R�U�D�N�D�� �L�]�X�]�H�W�L�K�� �L�]�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D���� �2�Y�D�N�D�Y�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �M�H�� �S�D�N�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�� �S�R�ã�W�R�� �M�H�� �L�]��

literature poznato da uzgojem mikrobiote u in vitro sustavima dolazi do smanjenja 

raznolikosti mi�N�U�R�E�L�R�W�H���� �E�L�O�R�� �]�E�R�J�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �X�Y�M�H�W�D�� �N�R�M�L�� �S�R�J�R�G�X�M�X�� �U�D�V�W�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �L�O�L��

�]�E�R�J�� �V�D�V�W�R�M�D�N�D�� �K�U�D�Q�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�L�K�� �X�� �V�X�V�W�D�Y�� �N�R�M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�D�� �S�U�H�I�H�U�Lra kao hranu za 

vlastiti rast (Aguirre i Venema, 2017). 

 

Slika 18. Prikaz alfa raznolikosti rarefrakcijskim krivuljama u ovisnosti procijenjenih OTU-

�R�Y�D���L���V�H�N�Y�H�Q�F�L���S�R���X�]�R�U�N�X���V���S�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�R�P���O�H�J�H�Q�G�R�P���]�D���V�Y�D�N�L���S�R�M�H�G�L�Q�L���X�]�R�U�D�N 
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 Na slici 18 su prikazane krivulje gdje svaka krivulja �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �X�]�R�U�D�N����Iz 

�J�U�D�I�D���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�R���G�D���Q�D�M�Y�H�ü�X���D�O�I�D���U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���L�P�D�M�X���X�]�R�U�F�L���*�0�����L���)�������N�R�M�L���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���X�]�R�U�N�H��

�V�Y�M�H�å�H�J�� �I�H�F�H�V�D���� �S�R�W�R�P�� �L�K�� �V�O�L�M�H�G�H�� �X�]�R�U�F�L�� �%������ �L�� �%�0���� �J�G�M�H���M�H�� �%������ �X�]�R�U�D�N�� �L�]�X�]�H�W�� �L�]�� �E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D��

odmah po inokulaciji,a BM3 nakon dodatka prve hranjive podloge u bioreaktor. Uzorci BM1, 

B14, BM2, �%�0�������%�������L���%�������L�P�D�M�X���Y�U�O�R���V�O�L�þ�Q�X���U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���N�R�M�D���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�D���L�]���E�O�L�]�L�Q�H���Q�M�L�K�R�Y�L�K��

�N�U�L�Y�X�O�M�D���X���J�U�D�I�X�����6�O�L�þ�Q�D���V�L�W�X�D�F�L�M�D��je i kod uzoraka BM5���� �%������ �L�� �%�������� �1�H�ã�W�R���P�D�Q�M�X���U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W��

imaju uzorci B15 i �%�0���� �G�R�N�� �M�H�� �Q�D�M�P�D�Q�M�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�D�� �N�R�G�� �X�]�R�U�D�N�D�� �%�������� �%����, 

�%�0������ �%�������� �W�H�� �%�������� �ã�W�R�� �M�H�� �L�� �]�D�� �R�þ�H�N�L�Y�D�W�L �S�R�ã�W�R�� �V�X�� �R�Y�L�� �X�]�R�U�F�L�� �X�]orkovani pretposljednjeg i 

posljednjeg dana procesa.  

 

4.3. BETA RAZNOLIKOST  

Beta raznolikost predstavlja raznolikost izme�ÿu vi�ãe uzoraka u analizi �þime se dobiva 

uvid u sli�þnosti prisutne crijevne mikrobiote. �5�H�]�X�O�W�D�W�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �E�H�W�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �M�H��

kvadratna matrica u �N�R�M�R�M���M�H���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���X�G�D�O�M�H�Q�R�V�W���N�R�M�D���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�R�V�W �L�]�P�H�ÿ�X���V�Y�D�N�R�J��

�X�]�R�U�N�D���� �=�D�� �U�D�þ�X�Q�D�Q�M�H�� �X�G�D�O�Menosti �L�]�P�H�ÿ�X�� �X�]�R�U�D�N�D�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H �Q�H�W�H�å�L�Q�V�N�D i �W�H�å�L�Q�V�N�D�� �8�Q�L�)�U�D�F��

�P�H�W�U�L�N�D���� �1�H�W�H�å�L�Q�V�N�D�� �8�Q�L�)�U�D�F�� �P�H�W�U�L�N�D�� �M�H�� �N�Y�D�O�L�W�D�W�L�Y�Q�D�� �M�H�U�� �G�D�M�H�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�X�� �V�D�P�R�� �R�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L����

odnosno odsutnosti taksonomskih grupa u uzorcima, dok te�åinska UniFrac metrika obuhva�üa 

prisutnost i zastupljenost samih taksonomskih grupa �ãto ju �þini kvantitativnom. Za 

vizualizaciju usporedbe sastava mikrobiote izme�ÿu svih uzoraka kori�ãtena je osnovna 

koordinatna analiza ���ÄPrincipal Coordinates Analysis�³��- PCoA). PCoA metoda smje�ãta uzorke 

u trodimenzionalni okvir na temelju udaljenosti odre�ÿenoj UniFrac metrikom���� �ãto je vidljivo 

na slikama 19 i 20. �1�H�W�H�å�L�Q�V�N�L�� �3�&�R�$�� �Q�D�� �V�O�L�F�L�� ���� prikazuje prisutnost taksonomskih grupa u 

�X�]�R�U�F�L�P�D���V�Y�M�H�å�H�J���I�H�F�H�V�D�� �L���X�]�R�U�F�L�P�D���L�]�X�]�H�W�L�P�D���L�]���E�L�R�U�H�D�N�W�R�U�D�� �J�U�X�S�L�U�D�Q�L�K���S�R���G�D�Q�L�P���S�U�R�F�H�V�D���� �D 

te�åinski PCoA na slici 20 je kori�ãten za prikaz rezultata beta raznolikosti koji omogu�üuje  

uo�þavanje sli�þnosti, odnosno razli�þitosti uzoraka na osnovu prisutnosti i zastupljenosti 

razli�þitih mikrobnih vrsta u uzorcima dvaju paralelnih uzgoja mikrobiote u bioreaktoru. Osim 

�3�&�R�$�� �S�U�L�N�D�]�D�� �E�H�W�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X�� �Q�H�W�H�å�L�Q�V�N�R�P�� �L�� �W�H�å�L�Q�V�N�R�P�� �8�Q�L�)�U�D�F�� �P�H�W�U�L�N�R�P����

�S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���L���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���D�Q�D�O�L�]�D���]�D���N�R�M�X���V�X���N�R�U�L�ã�Wene ADONIS i ANOSIM metode kako bi se 

�R�G�U�H�G�L�O�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���J�U�X�S�L�U�D�Q�M�D.  
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Slika 19. �3�&�R�$���S�U�L�N�D�]���E�H�W�D���U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L���Q�H�W�H�å�L�Q�V�N�R�P���8�Q�L�)�U�D�F���P�H�W�R�G�R�P 

 

 

Slika 20. PCoA prikaz beta �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L���W�H�å�L�Q�V�N�R�P���8�Q�L�)�U�D�F���P�H�W�R�G�R�P 

 Na slici 20 se nalazi trodimenzionalni prikaz beta raznolikosti s nazna�þenim klasterima 

uzoraka grupiranima po danu. Svaki klaster odgovara odre�ÿenom danu procesa, tako klaster u 
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naran�þastom obru�þu ozna�þava uzorke svje�åeg fecesa, a odmah do njih se nalaze i crvene 

kuglice grupiranih uzoraka izuzetih iz bioreaktora odmah nakon inokulacije fecesa u 

bioreaktor. Nadalje, u plavom obru�þu se nalaze klasteri uzoraka uzorkovanih prvog dana 

procesa prije i nakon dodavanja prve hranjive podloge u sustav, zeleni obru�þ��ozna�þava 

klastere uzoraka uzorkovanih drugog dana procesa, a ljubi�þasti prikazuje uzorke uzorkovane 

tre�üeg dana procesa. Na temelju udaljenosti uzoraka u PCoA prikazu je vidljivo  da je 

mikrobiota za svaki pojedini dan procesa u kojem je dodavana hranjiva podloga u sustav 

sli�þnog sastava u oba paralelna uzgoja te se razlikuje od mikrobiote u po�þetnim uzorcima. U 

odnosu na nete�åinsku UniFrac metriku vidljivo  je da beta raznolikost dobivena te�åinskom 

UniFrac metrikom bolje definira klastere po danu, neovisno o kojem uzgoju se radi.  Nakon 

provjere rezultata statisti�þkom analizom koriste�üi neparametrijske ADONIS i ANOSIM 

metode koje testiraju da li  se definirani klasteri uzoraka zna�þajno razlikuju, dobiveno je u obje 

metode da su klasteri definirani po danu uzgoja statisti�þki zna�þajni sa p vrijedno�ã�üu 0,001.  R2 

vrijednost koju daje ADONIS metoda ozna�þava postotak varijacije udaljenosti koju 

obja�ãnjava testirano grupiranje. ADONIS metoda je testirala klasteriranje uzoraka na 

udaljenostima dobivenim nete�åinskom i te�åinskom UniFrac metrikom grupiranih na temelju 

dana uzgoja za za svaki pojedina�þni uzgoj i za oba uzgoja zajedno. Grupiranja su zna�þajna za 

sve testirane parametre sa p-vrijedno�ã�üu 0,001, dok R2 vrijednost varira ovisno o kori�ãtenoj 

UniFrac metrici i parametru. Kori�ãtenje te�åinske UniFrac metrike i odvojeno gledanje svakog 

uzgoja po danima, najbolje opisuje klasteriranje s R2 vrijedno�ã�üu 0,95397, dok je vrijednost 

za oba uzgoja zajedno 0,84482. Nete�åinska UniFrac metrika lo�ãije opisuje grupiranje s R2 

vrijednostima 0,43819 i 0,73515. ANOSIM metoda tako�ÿer daje rezultat da su klasteriranja 

po danima uzgoja statisti�þki zna�þajna s p-vrijedno�ã�üu od 0,001 i R vrijednostima blizu 1 

ozna�þavaju�üi zna�þajnost grupiranja. Takva sli�þnost po�þetnih uzoraka svje�åeg fecesa i uzoraka 

izuzetih iz bioreaktora odmah nakon inokulacije mikrobiote u sustav, isklju�þuje utjecaj 

uporabe razli�þitih kitova za izolaciju DNA na sam postupak odre�ÿivanja bakterijske 

bioraznolikosti. Blizina klastera po danima procesa u oba paralelna uzgoja potvr�ÿuje 

reproducibilnost in vitro procesa kultivacije mikrobiote uz odre�ÿeni dio varijacije uzorka 

definiran razlikom u po�þetnom inokulumu���� �ãto i dostupna istra�åivanja tako�ÿer potvr�ÿuju 

(Cordonnier i sur., 2015; Aguirre i sur., 2014). 

U kona�þnici, nakon uspje�ãno provedenog uzgoja crijevne mikrobiote u in vitro sustavu, 

o�þigledno je da �üe se u budu�üim istra�åivanjima trebati optimizirati hranjiva podloga s obzirom 

na pojedina bakterijska koljena. Pritom se poglavito misli na Bacteroidetes �þiji  je gubitak na 

kraju procesa najvidljiviji  te Actinobacteria koji naglo poraste tijekom in vitro procesa. Kako 
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bi se to�þnije mogao definirati sastav mikrobiote uzgojene u in vitro sustavu, potrebno je 

produljiti vrijeme uzgoja mikrobiote te bi se tek onda potencijalno mogao definirati sastav 

mikrobiote iz in vitro sustava koji bi se kasnije mogao koristiti kao standardni po�þetni 

inokulum za sve budu�üe procese. 
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�������=�$�.�/�-�8�ý�&�, 

1) Uzgoj crijevne mikrobiote u in vitro sustavu rezultira sastavom mikrobnih zajednica koje 

su reproducibilne. 

������ �+�U�D�Q�M�L�Y�D�� �S�R�G�O�R�J�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �]�D�� �S�U�L�K�U�D�Q�X�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �Q�L�M�H�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�D�� �]�D�� �V�Y�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�H��

mikroorganizme te ju je potrebno modificirati. 

������ �6�O�L�þ�Q�R�V�W�� �P�L�N�U�R�E�L�R�W�H�� �X�� �V�X�V�W�D�Y�X���� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�D�� �E�H�W�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�ã�ü�X���� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H��

�U�D�]�O�X�þ�L�W�L���V�Y�D�N�L���S�R�M�H�G�L�Q�L���G�D�Q���X�]�J�R�M�D�� 

4) Uzgojem u bioreaktoru dolazi do gubitka bioraznolikosti mikroorganizama vidljivih iz 

analiza alfa raznolikosti. 

5) U in vitro �V�X�V�W�D�Y�X�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �J�X�E�L�W�N�D�� �N�R�O�M�H�Q�D��Bacteroidetes �L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J��

porasta zastupljenosti koljena Actinobacteria.  
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7. PRILOZI  

Prilog 1. Tablica s odvagama ugljikohidrata SIEM-a za prihranu P1 (600 mL) 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$�����J���/�� 

 Prvi uzgoj Drugi uzgoj 

Pektin 2,8282 2,8237 

Ksilan 2,8217 2,8241 

Arabinogalaktan 2,8209 2,8248 

Amilopektin 2,8225 2,8240 

Kazein 14,1245 14,1201 

�â�N�U�R�E 23,5273 23,5234 

Tween 80 10,2000 10,2000 

Baktopepton 14,1114 14,1177 

�ä�X�þ�Q�H���V�R�O�L 0,2444 0,2455 

   

Prilog 2. Tablica s odvagama soli za SIEM za prihranu P1 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$�����J���/�� 

 Prvi uzgoj Drugi uzgoj 

K2PO3 �î�����+2O 0,6297 0,6350 

NaCl 1,4870 1,4876 

FeSO3 �î�����+2O 0,0018 0,0019 

MgO3 �î�����+2O 0,1646 0,1685 

CaCl2 �î�����+2O 0,1124 0,1132 

�ä�X�þ�Q�H���V�R�O�L 0,0166 0,0170 

Cisetin hidroklorid 0,1024 0,1028 

 



 
 

Prilog 3. Tablica s odvagama ugljikohidrata SIEM-a za prihranu P2 (1200 mL) 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$�����J���/�� 

 Prvi uzgoj Drugi uzgoj 

Pektin 5,6474 5,6458 

Ksilan 5,6487 5,6475 

Arabinogalaktan 5,6491 5,6436 

Amilopektin 5,6470 5,6430 

Kazein 28,2509 28,2222 

�â�N�U�R�E 47,0639 47,0448 

Tween 80 20,4000 20,4000 

Baktopepton 28,2627 28,2374 

�ä�X�þ�Q�H���V�R�O�L 0,4845 0,4838 

 

Prilog 4. Tablica s odvagama soli za SIEM za prihranu P2 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$�����J���/�� 

 Prvi uzgoj Drugi uzgoj 

K2PO3 �î�����+2O 1,1458 1,1479 

NaCl 2,7025 2,7134 

FeSO3 �î�����+2O 0,0035 0,0033 

MgO3 �î�����+2O 0,3017 0,3018 

CaCl2 �î�����+2O 0,2036 0,2054 

�ä�X�þ�Q�H���V�R�O�L 0,0303 0,0338 

Cisetin hidroklorid 0,1856 0,1860 

  



 
 

Prilog 5. Tablica s odvagama soli za otopinu dijalizata (500 mL) 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$�����J���/�� 

 Prvi uzgoj Drugi uzgoj 

K2PO3 �î�����+2O 0,9548 0,9486 

NaCl 2,2530 2,2650 

FeSO3 �î�����+2O 0,0026 0,0030 

MgO3 �î�����+2O 0,2514 0,2536 

CaCl2 �î�����+2O 0,1698 0,1703 

�ä�X�þ�Q�H���V�R�O�L 0,0254 0,0259 

Cisetin hidroklorid 0,1540 0,1542 

 

Prilog 6. Tablica s odvagama sastavnica vitaminske otopine (10 mL) 

SASTOJAK �.�2�/�,�ý�,�1�$��(g/L) 

 Prvi uzgoj Drugi uzgoj 

Menadion 0,0113 0,0108 

D-biotin 0,0208 0,0227 

Vitamin B12 0,0054 0,0011 

Pantotenat 0,1007 0,1131 

Nikotinamid 0,0506 0,0535 

p-aminobenzen 0,0508 0,0516 

Tiamin 0,0408 0,0420 

 

 

  



 
 

 

Prilog 7. Skica polukontinuiranog in vitro sustava koji su konstruirali Miller i Wolin, 1981. 

�J�R�G�L�Q�H�����3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D���5�X�P�Q�H�\���L Rowland, 1992) 

 

 

Prilog 8. Originalan prikaz in vitro sustava Miller i Wolin iz 1981. godine (Miller i Wolin, 

1981.) 



 
 

 

Prilog 9. Skica in vitro �V�X�V�W�D�Y�D���N�R�M�L���M�H���N�R�U�L�V�W�L�R���'�X�Q�F�D�Q���������������J�R�G�L�Q�H�����3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D��

Rumney i Rowland, 1992) 

 

Prilog 10. Skica in vitro �V�X�V�W�D�Y�D���N�R�M�L���V�X���N�R�U�L�V�W�L�O�L���0�H�U�U�\���L���V�X�U�������������������J�R�G�L�Q�H�����3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R��

prema Rumney i Rowland, 1992). 



 
 

Prilog 11. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razini razreda 

 

 

Prilog 12. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razini reda 

 



 
 

Prilog 13. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razini porodice (obitelji) 

 

 

 

 

 



 
 

Prilog 14. Tablica s postotkom detektiranih bakterija na razini roda 



 
 

 


