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1. UVOD

Prehrana ¢ini neizostavni segment ¢ovjekove svakodnevice. Planiranje obroka, odabir
namirnica, priprema, kuhanje i objedovanje spravljene hrane radnje su koje za cilj imaju
osigurati tijelu dovoljno energije, ali i omoguciti svakoj 0sobi da kroz hranu pri¢a svoju pricu,
izrazi kreativnost i podijeli ju s drugima.

Osim opskrbe energijom, bitan je i unos makro- i mikronutrijenata kako bi se odrzalo
zdravlje organizma. Raznolikost u prehrani postize se konzumiranjem namirnica iz razli¢itih
skupina hrane, a samim time otklanja se i strah od nedovoljnog unosa nekog nutrijenta.
Najzastupljeniji makronutrijenti u prehrani jesu ugljikohidrati s obzirom da zadovoljavaju vise
od pola energetskih dnevnih potreba ¢ovjeka. Dijele se na monosaharide (jednostavne Secere) i
polisaharide koji, osim prehrambene, mogu imati i spremi$nu ulogu (npr. celuloza u biljkama i
glikogen u jetri). Biokemijski gledano, ugljikohidrati su vazne gradivne jedinice razli¢itih
molekula bez kojih zivot stanice ne bi bio mogu¢. Tako Seéer riboza gradi RNA, a deoksiriboza
DNA — nositeljicu gena. Putem voca i povréa koji su Svojim najve¢im dijelom upravo
ugljikohidrati, unose se esencijalni vitamini i minerali te se na taj na¢in uspostavlja homeostaza
cjelokupnog ljudskog bi¢a. Kako bi ti nutrijenti stanicama bili dostupni, po ulasku u organizam
prolaze kroz niz biokemijskih reakcija.

Razgradnja ugljikohidrata je u ovome radu opisana uz pomo¢ matematickog modela koji
objedinjuje sve reakcije te kao rezultat daje brza i razumljiva rjeSenja. Prednost ovakvih modela
je zasigurno mogucnost lakog mijenjanja ulaznih podataka (npr. koli¢ine unesenog Secera
laktoze) ¢ime se postiZe ono Sto se u nutricionizmu sve ¢eS¢e naglasava, a to je individualni
pristup. Model koji objasnjava razgradnju ugljikohidrata uz posredovanje mikroorganizama
ljudskog crijeva, opisan je koristenjem programa Mathematica 10.0 (Wolfram Reserch, Inc.,
Champaign, SAD).

Cilj ovoga rada bio je pokusati simulirati model metabolizma laktoze i glukoze koristenjem
razlicitih pocetnih koncentracija na temelju isplaniranih jelovnika. U konacnici, svrha modela je
prilagodavanje prehrane pojedincu, tj. ostvarivanje teznje individualnom pristupu u

nutricionizmu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LAKTOZA

Laktoza je disaharid sastavljen od dvije aldoheksoze, D-glukoze i D-galaktoze povezane 1,4-
glikozidnom vezom (Szilagyi i Ishayek, 2018). Na slici 1 nalazi se prikaz kemijske strukture
molekule laktoze. Kod velike vecine sisavaca, glavni ugljikohidrat iz mlijeka je upravo laktoza
pa je stoga poznata i pod nazivom mlijecni Secer. Sintezu laktoze u mlije¢nim Zlijezdama
omogucava hormon prolaktin ¢ije se luenje povecava nakon poroda, a smanjuje zajedno sa
razinama progesterona po prestanku dojenja. S biokemijske strane, sinteza ovisi o0 aktiviranoj
uridin difosfat galaktozi koja se spaja s glukozom pomocu enzima galaktozil transferaze. Udio
laktoze u mlijeku nije uniforman za sve sisavce pa tako npr. ljudsko mlijeko je sadrzi 7 %, a
kravlje 4,6 %. Osim §to zauzima oko 30 % kalorija koje novorodence unosi, laktoza i

galaktooligosaharidi poti¢u rast korisnih mikrobnih zajednica u crijevima (Bode, 2012).

CH,OH CH,OH
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Slika 1. Strukturalni prikaz laktoze (Tratnik i Bozani¢, 2012)



2.2. RAZGRADNJA LAKTOZE

Laktaza, f-galaktozidaza ili laktaza-florizin hidrolaza (LPH) je enzim prisutan u epitelu
tankoga crijeva, a zaduzen je za razgradnju laktoze na monosaharide, glukozu i galaktozu. S
obzirom na to da se enzim nalazi na vrSkovima crijevnih resica, bilo kakvo oSte¢enje istih
uzrokovat ¢e 1 gubitak odredene koncentracije laktaze. Najveca koncentracija LPH je u
proksimalnom dijelu jejunuma pri ¢emu ta koncentracija progresivno opada prema ileumu.
Slijedi transport ovih produkata kroz crijevne resice pomocu transportnih proteina. Glukoza
uglavnom ulazi u proces glikolize kako bi se dobila energija potrebna za rad stanica, a
apsorbirana galaktoza ima viSestruke uloge. Ona se takoder moze upotrijebiti kao izvor energije
poput glukoze, ali otkriveno je da ju organizam koristi i kao posrednika u komunikaciji izmedu
stanica, u brojnim imunoloskim reakcijama i za neuroloski razvoj (Briissow, 2013).

Ve¢ u majcinoj utrobi, tj. tijekom treceg tromjesecja, aktivnost crijevne laktaze ploda se
pocinje povecéavati, a vrhunac doseze u trenutku rodenja. Spomenuto je kako je prolaktin
zasluZan za sintezu laktoze u mlije¢nim zlijezdama, a budu¢i da se on postepeno prestaje luciti,
posljedi¢no ¢e se smanjivati i udio laktoze u mlijeku. U korelaciji s tim, razine intestinalne
laktaze dojenceta se smanjuju. Stoga, smatra se kako je jedan od razloga pada razine enzima
laktaze u organizmu zapravo odvikavanje novorodenéeta od dojenja (Briissow, 2013).

Dugo se istrazivalo na koji nacin funkcionira laktaza i u drugoj polovici 20. stoljeca,
otkriveno je kako je LPH genetski kontroliran (Swallow, 2003). Budu¢i da je genom svake osobe
jedinstven, geni koji kodiraju ovaj enzim takoder mogu rezultirati distribucijom razli¢itih
fenotipa laktaze. Osobe ¢ija je laktaza postojana, odnosno osobe kojima aktivnost laktaze ostaje
na visokoj razini tijekom Zivota, mogu konzumirati velike koli¢ine mlijeka bez ikakvih
zdravstvenih komplikacija. Suprotno tomu, pojedinci sa smanjenom aktivnoscu laktaze (Sto se
jos$ naziva 1 hipolaktazija odraslih) imaju puno nizu sposobnost probave laktoze zbog ¢ega Cesto
dolazi do pojave simptoma nepodnosenja laktoze nakon konzumacije mlije¢nih proizvoda

Njihov genotip naziva se CC genotip, dok ljudi sa normolaktazijom imaju TT genotip. Osim
homozigota, postoje 1 heterozigoti genotipa C/T koji u najve¢em broju slucajeva imaju postojanu
laktazu, ali je njezina aktivnost niza u usporedbi sa TT genotipom. lako je genetska slika laktaze
podosta kompletna, mehanizmi koji stoje u pozadini programiranog pada ekspresije laktaze nisu

do kraja razjasnjeni (Swallow, 2003).



Uz endogenu laktazu, postoji i tzv. bakterijska laktaza koja omogucava probavu laktoze. Kao
Sto samo ime kaze, bakterije mlije¢ne kiseline (iz roda Lactobacillus i Bifidobacterium) u kolonu
su te koje posjeduju aktivnost g-galaktozidaze te hidroliziraju laktozu do glukoze i galaktoze.
Potom ti produkti fermentiraju u laktat, kratkolan¢ane masne kiseline (engl. short-chain fatty
acids, SCFAs,) i plinove od kojih se izdvajaju vodik, ugljikov dioksid i metan. Kada je laktaza
u tankom crijevu visoke koncentracije, tj. kada razgraduje laktozu efikasno, veéina laktoze
unesene hranom ¢e se probaviti, a tek mali dio ¢e oti¢i do debelog crijeva. Ukoliko velike
kolicine laktoze stignu do kolona, $to je posljedica niske koncentracije crijevne laktaze, dolazi
do pojacane fermentacije. Razliku takoder rade i fekalne bakterije koje u intolerantnih subjekata
provode fermentaciju puno brze $to dovodi do brzog nakupljanja njezinih produkata. Sve to za
posljedicu ima povecanje osmotskog opterecenja lumena debelog crijeva i uzrok je razli¢itih

simptoma intolerancije na laktozu (Forsgard, 2019).

2.3. INTOLERANCIJA NA LAKTOZU

Preosjetljivost na hranu smatra se skupom neZeljenih reakcija koje se javljaju neposredno
nakon unosa odredenih namirnica. Postoji moguénost da je ta reakcija imunoloski posredovana
pa se kao takva svrstava u skupinu alergije na hranu. Suprotno, odgovor organizma na unos neke
hrane koji ne pokrece imunoloski sustav, a ukljucuje metabolicke, toksi¢ne i1 farmakoloske
mehanizme, definira se kao intolerancija, nepodnosenje ili preosjetljivost (NIAID-Sponsored
Expert Panel i sur., 2010).

Pojam intolerancija na laktozu upotrebljava se za razvoj gastrointestinalnih simptoma kao
§to su plinovi, nadutost, gréevi u trbuhu i bolovi u abdomenu koji mogu dovesti do proljeva,
mucnine i povra¢anja nakon konzumacije odredene koli¢ine laktoze. Pojava simptoma obi¢no
nastupa u periodu od 30 minuta do 2 sata nakon konzumacije mlije¢nog obroka, a mogu biti
blagi ili jaki ovisno o osjetljivosti osobe i1 unesenoj koli€ini. Za razvoj dijareje klju€an je
osmotski ucinak loSe probavljene laktoze. Metaboliti koji nastaju procesom fermentacije mogu
uzrokovati nepravilnosti vezane uz apsorpciju vode u debelom crijevu kao i peristaltiku pa su
zbog toga Cesti simptomi poput mucnine i rijetkih stolica (He i sur., 2008).

Nerijetko se dogada da se mijeSaju pojmovi malapsorpcije i intolerancije na laktozu, no oni
nisu sinonimi. Ako osoba ne apsorbira laktozu efikasno, u velikom broju slucajeva se klinicki
simptomi nece ispoljiti jer ovise o vise Cimbenika (prehrani, brzini praznjenja zeludca,

fermentacijskom kapacitetu crijevne mikroflore itd.) (Misselwitz i sur., 2013).



Uocavanje 1 klasifikacija simptoma najbolja je tijekom provodenja testova na toleranciju.
Intenzitet spomenutih simptoma ovisi o nekoliko varijabli, a jedna od najvaznijih je zasigurno
je doza koju osobna unese u organizam. Istrazivanja provedena na osobama sa hipolaktazijom
pokazuju da oni ipak mogu podnijeti koli¢inu laktoze prisutne u otprilike jednoj $alici mlijeka
uz manifestaciju minimalnih simptoma ili ¢ak uop¢e ne dolazi do njihove pojave (Szilagyi i
Ishayek, 2018). Na temelju toga, potpuno isklju¢ivanje proizvoda bogatih laktozom iz prehrane
nije potrebno, dovoljno je smanjiti konzumiranu koli¢inu kako bi se ublazili simptomi.

Poznato je kako neka dojencad pokazuju intoleranciju na razli¢ite ugljikohidrate, a najcesca
je upravo ona na laktozu. Odredena fizioloska stanja ¢ovjeka poput razvoja bolesti (dijabetesa,
poremecaja vezanih uz Stitnjacu i kardiovaskularnih bolesti) te trudno¢a mogu promijeniti brzinu
praznjenja zeludca 1 crijevnog transporta zbog Cega ¢e se nedvojbeno promijeniti brzina

fermentacije neapsorbirane laktoze i sama pojava simptoma (Szilagyi i Ishayek, 2018).

2.3.1. Vrste intolerancija na laktozu

S obzirom na ¢imbenike koji uzrokuju nedostatak laktaze u gastrointestinalnom sustavu,
razlikuju se tri tipa intolerancije (Di Costanzo i Berni Canani, 2018):

e kongenitalna deficijencija laktaze (autosomno recesivna bolest koja se rijetko pojavljuje
a definirana je nedostatkom enzima ili njegovom smanjenom aktivnosti u pojedinca od
samog rodenja),

e primarna laktoza intolerancija (najée$ci oblik kojeg karakterizira postupna promjena u
ekspresiji gena za enzim laktazu zbog Cega se javlja njegov manjak koji zahtjeva
prehrambenu intervenciju u vidu ograni¢avanja unosa laktoze) i

e sekundarna laktoza intolerancija (privremena pojava simptoma intolerancije zbog
oSte¢enja stijenke tankog crijeva uzrokovane infekcijom, celijakijom, Crohnovom

bolesti, kemoterapijom itd.).

2.3.2. Laktoza intolerancija u svijetu

Globalno je intolerancija upravo na laktozu najpoznatija jer od nje pati ¢ak 70-ak posto
svjetskog odraslog stanovni$tva (Di Costanzo i Berni Canani, 2018). Ucestalost ove pojave ovisi
o0 tome gdje se nalaze i kojoj etni¢koj skupini ljudi pripadaju. Poznato je kako u Africi i Juznoj
Americi vise od 50 % stanovnika ima smanjenu aktivnost laktaze u gastrointestinalnom sustavu,

dok na podrucju Azije gotovo sveukupno stanovnistvo ima ovakav problem. Drzave poput
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Kanade i Australije nisu homogene, tj. imaju oscilacije u malapsorpciji laktoze izmedu pokrajina
unutar svojih granica $to je posljedica velikog broja imigracija iz razli¢itih dijelova svijeta.
Stopa laktoza intolerancije na sjeveru Europe je izrazito mala (slika 2), a postotak
hipolaktazije u Skandinavskim zemljama manji je od 5 %. Objasnjenje ovog fenomena moze se
naci u dalekoj proslosti kada su nomadska plemena pripitomljavala goveda i na taj nacin ucinili
mlijecne proizvode klju¢nom komponentom svoje prehrane. Tako je tekao evolucijski razvoj
perzistentonsti laktaze u ljudi s tog podrucja i oni danas rijetko razvijaju intoleranciju (Storhaug
i sur., 2017). Spomenuto je kako je djelovanje laktaze genetski kontrolirano pa tako postoji i
genetska teorija koja objasnjava zasto je raspodjela intolerancije u svijetu bas ovakva. Europljani
U Ssvom genomu nose varijantu gena za laktazu koja se razlikuje od one u Azijata §to im
omogucuje vecu postojanost laktaze kroz njihov zivotni vijek. Tome u prilog ide podatak da
djeca s podru¢ja Azije simptome intolerancije razvijaju u dobi od 2-3 godine starosti, dok
Europljani prve simptome dobivaju u prosjeku sa 6 godina ili kasnije u adolescenciji (Di

Costanzo i Berni Canani, 2018).
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Slika 2. Prikaz prevalencije intolerancije na laktozu u svijetu (Storhaug i sur., 2017)



2.4. APSORPCIJA LAKTOZE

Do sada je otkriveno nekoliko metoda za procjenu sposobnosti pojedinca da apsorbira
unesenu laktozu. Sa klinickog stajaliSta, ove metode vazne su jer se mogu koristiti za otkrivanje
ili iskljuc¢ivanje intolerancije na laktozu prilikom dijagnosticiranja odredenih poremecaja

vezanih uz gastrointestinalni sustav.

2.4.1. Mjerenje aktivnosti crijevne laktaze

Aktivnost intestinalne laktaze moZe se mjeriti izravno iz biopsije crijeva ili neizravno
unoSenjem odredene koli¢ine laktoze kako bi se vidjela reakcija organizma. Usprkos tomu Sto
je biopsija crijeva zlatni standard za mjerenje aktivnosti laktaze, ona se rijetko izvodi zbog toga
Sto je invazivna pa se prilikom procjene prednost daje neizravnim metodama koje su puno
prakti¢nije i prihvatljivije ljudima.

Dvije najceS¢e koriStene neizravne metode jesu test tolerancije na laktozu (LTT) 1 H2-
izdisajni test (Forsgérd, 2019).

Test tolerancije na laktozu provodi se optere¢enjem od 20-50 g laktoze otopljene u vodi
nakon Cega se pacijentu mjeri koncentracija glukoze u krvi. Ovim testom se procjenjuje
sposobnost crijevne laktaze da hidrolizira laktozu do glukoze i galaktoze. Kona¢no, ukoliko se
koncentracija glukoze u krvi ne uspije povecati za 20 mg/dL u odnosu na pocetnu vrijednost,
zakljucuje se da osoba ima nedostatak laktaze. Mana ovakvog mjerenja je moguénost krive
interpretacije u slucaju osoba oboljelih od dijabetesa ili onih sa intolerancijom na glukozu zbog
velikih fluktuacija glukoze u krvi nakon obroka (Misselwitz i sur., 2013).

Za razliku od testa tolerancije, izdisajni test intolerancije na laktozu temeljen je na uvidu u
koncentraciju izdahnutog vodika i/ili metana. Pacijenta se optereti oralnom otopinom koja sadrzi
otprilike 25g laktoze u 200 ml vode te se potom u 0., 15., 30., 60., 90. i 120. minuti mjeri
koncentracija Hz u izdahnutom zraku. Ako ta koncentracija poraste za 20 i vise ppm iznad
vrijednosti pocetnog mjerenja, sSmatra se da je proces fermentacije ubrzan zbog dolaska
neapsorbirane laktoze u debelo crijevo, tj. to¢nije, aktivnost laktaze je nedostatna. Moze se
dogoditi da ovaj test daje lazno pozitivan rezultat kao posljedica interferencije sa bakterijama
koje uzrokuju kolonizaciju tankog crijeva, odnosno sindrom bakterijskog prerastanja poznatiji
pod nazivom SIBO (engl. Small Intestine Bacterial Overgrowth) (Misselwitz i sur., 2013).

Osim opisanih testova, u klinickoj praksi su dostupni i genetski testovi koji detektiraju genski



polimorfizam, nasljednu promjenu u genetickom kodu pojedinca. Znajuéi da razli¢ite etnicke
skupine diljem svijeta imaju razli¢ite varijante gena (alela) za laktozu, nisu svi geneticki testovi

prikladni za sve ljude (Forsgérd, 2019).

2.5. LIJECENJE INTOLERANCIJE

Kroz povijest su koriStene razlicite metode za sprjeCavanje simptoma intolerancije na
laktozu, a jedan od nacina bio je potpuno izbacivanje laktoze, odnosno mlijecnih proizvoda iz
prehrane. Danas se zna kako i vecina intolerantnih osoba moze probaviti odredenu koli¢inu
laktoze (otprilike 12 do 15 g) unesene kroz dan. Medutim, kao i u svemu, postoje iznimke pa
tako i slucajevi u kojima pojedinci ne mogu podnijeti spomenute koli¢ine ve¢ puno manje ili
gotovo nista §to jasno daje do znanja da je individualni pristup u lijeCenju neophodan (Szilagyi
i Ishayek, 2018).

Vaznu ulogu u svemu igra i ravnoteza izmedu proizvodnje i ekskrecije osmotski aktivnih
komponenti nastalih u debelom crijevu ¢ovjeka. Kako bi se ta homeostaza zadrzala Sto dulje, a
samim time i ublazili simptomi intolerancije, bitno je stimulirati metabolicku aktivnost
mikrobiote. Najlaksi na¢in za postizanje tog cilja je uvodenje suplementacije na bazi probiotika,
sinbiotika i prebiotika (He i sur., 2008).

Probiotici su biopreparati sa kulturama zivih mikroorganizama koji poti¢u rad probavnog i
imunoloskog sustava na nacin da stabiliziraju mikrobne zajednice koje Zive u crijevima covjeka.

Sojevi bakterija koji se najceSCe koriste kao probiotici jesu rodovi Lactobacillus i
Bifidobacterium (He i sur., 2008). Nekoliko provedenih istrazivanja pokazala su kako probiotici
mogu poboljsati probavu laktoze i smanjiti simptome no mehanizmi po kojim se to odvija nisu
do kraja poznati. Pretpostavlja se kako vjerojatno utjeCu na promjenu crijevne funkcije,
mikrobiote debelog crijeva i pH vrijednosti crijeva, no potrebna su daljnja istrazivanja kako bi
se to potvrdilo (Rolfe, 2000).

Smatra se kako laktoza moZe biti 1 potencijalni prebiotik koji se definira kao neprobavljeni
dio hrane s pozitivnim u¢inkom na crijevnu bakterijsku zajednicu. Dnevna konzumacija laktoze
ili laktuloze moze potaknuti adaptaciju debelog crijeva na unesene koli¢ine, a samim time i
smanjenje simptoma. Povecéava se sposobnost bakterija debelog crijeva da fermentiraju dospjelu
laktozu, a proizvodnja vodika se smanjuje (Szilagyi, 2002).

Osim §to se nalazi u mlijenim proizvodima, laktoza se moze pronaci i u pekarskim

proizvodima, u smrznutim ili konzerviranim namirnicama gdje se skriva u obliku aditiva, u



instant proizvodima poput juhe i proizvodima od zitarica te u farmaceutskim pripravcima
(lijekovi, dodaci prehrani). Budu¢i da su u tim proizvodima koli¢ine laktoze jako male, njihova
umjerena konzumacija ne bi trebala predstavljati problem osobama s intolerancijom. No,
ukoliko se nakon konzumacije nekih od navedenih proizvoda pojave jaki simptomi, osobi se
preporucuje da ga svakako izbjegava. Klinicko lijeCenje ova intolerancija ne zahtijeva jer je ve¢
1 samo smanjenje unosa laktoze jedno od rjeSenja, a danasnje trziste se pobrinulo za to da rjeSenja
ima gotovo bezbroj. Razli¢iti mlije¢ni proizvodi bez laktoze dobar su odabir, a k tome su i Siroko
dostupni svima. Najveci problem kojeg navodi Ameri¢ki nacionalni institut za zdravlje (engl.
American National Institute of Health, NIH) jest Sto, zbog izbjegavanja skupine mlije¢nih
proizvoda u cijelosti, osobe s intolerancijom ¢esto imaju nedostatak esencijalnog Kalcija i
vitamina D (NIAID-Sponsored Expert Panel i sur., 2010).

Kao posljedica tog nedovoljnog unosa, u odraslih, ali i u djece se moze utvrditi smanjena
gustoca kostiju zbog ¢ega postaju lako lomljive, a nije rijetka niti osteoporoza u kasnijoj zivotnoj
dobi ¢covjeka (Cifelli i sur., 2023). Ovakvi ishodi samo su jedan od upozorenja da smanjeni ili
niStavan unos mlije¢nih proizvoda moze izazvati velike poteskoce te je u takvim slucajevima
pozeljno uvesti suplementaciju vitaminom D i kalcijem. Intolerantnim osobama se savjetuje
konzumacija mlije¢nih proizvoda uz obroke bogate mastima kako bi se ublazili simptomi jer se
na taj nacin usporava praznjenja zeludca te je smanjeno 1 vrijeme zadrZavanja laktoze u tankom
crijevu. Za razliku od masnih obroka, namirnice poput ljutih papricica ili kave mogu pospjesiti
tranzit laktoze u zavrSni dio tankog crijeva gdje se ona zadrZava i1 prouzrokuje jace simptome
preosjetljivosti (Szilagyi 1 Ishayek, 2018). Takoder, preporucuje se konzumacija fermentiranih
proizvoda jer je u njima koncentracija laktoze puno manja u usporedbi sa npr. mlijekom ili
sladoledom. Starter kulture koje se koriste za proizvodnju fermentiranih proizvoda sadrZe
bakterije mlije¢ne kiseline koje hidroliziraju laktozu i1 tako smanjuju njenu koli¢inu u kona¢nom

proizvodu.



2.6. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Ljudski probavni sustav krije jedan ¢itavi svijet mikroba Cija brojnost seze 1 do deset trilijuna.

Mikrobiom svakog Covjeka je jedinstven poput otiska prsta i diktira razli¢ite funkcije u tijelu
kao sto su metabolicke, zastitne i strukturne funkcije (Adak i Khan, 2019). Ti mikroorganizmi
iznimno su vazni u odrzavanju cjelokupnog zdravlja pa je stoga potrebno pobrinuti se da
raznolikost 1 brojnost bakterija u crijevu bude $to veca.
Domacin i crijevni mikrobi u komenzalnom su odnosu $to znaci da jedan partner od tog odnosa
dobiva razlicite koristi, a pritom se drugome ne nanosi nikakva Steta. Okruzje puno hranjivih
tvari kao §to su crijeva ¢ovjeka, pogodovat ¢e rastu razlicitih virusa, parazita i bakterija. Od
sedam razli¢itih rodova bakterija (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia i Cyanobacteria), vise od 90 % populacije ¢ine pripadnici
rodova Bacteroidetes i Firmicutes (Adak i Khan, 2019).

2.6.1. Mikrobne populacije tankog crijeva

Tanko crijevo se sastoji od tri dijela: duodenuma ili dvanaesnika, jejunuma i ileuma. S
obzirom da se u njemu odvija probava i apsorpcija hrane, obiluje Zzu¢nim kiselinama, sokovima
1z gusterace 1 kisikom $to smanjuje i1 gustocu i raznolikost bakterijskog svijeta.

Svaki dio je specifican gledaju¢i rodove bakterija koji prevladavaju. U duodenemu su
dominantne vrste Firmicutes i Actinobacteria dok je u jejunumu potaknut rast gram-pozitivnih
aeroba i fakultativnih anaeroba (Lactobacilli, Enterococci i Streptococci). Na putu od jejunuma
pa do distalnog dijela ileuma vec¢inom se mogu naci aerobne vrste, a kraj ileuma nastanjuju

anaerobi i gram-negativne bakterije koje se nalaze i u debelom crijevu (Adak i Khan, 2019).

2.6.2. Debelo crijevo

Na tanko se nastavlja debelo crijevo koje se sastoji od uzlaznog, poprecnog i silaznog kolona.
U anaerobnom okruZenju kolona, fermentiraju neprobavljene sastavnice hrane te se takoder
apsorbira i voda. Bakterijski rodovi koji se isticu jesu Firmicutes i Bacteroides. Omjer
koncentracija ovih mikrobnih vrsta je promjenjiv u razli¢itim zivotnim fazama, a smatra se i
markerom za predvidanje odredenih bolesti. Kao vrlo malo zastupljeni (svega 0,1 %) u debelom

crijevu nalaze se i patogeni mikroorganizmi poput Campylobacter jejuni, Salmonella enterica,
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Vibrio cholera i Escherichia coli (Adak i Khan, 2019).

Unutar debelog crijeva, ljudska mikrobiota uglavnom je rasporedena u dva mikrostanista, u
lumenu i u sluzi. Istrazivanjem prisutnih bakterijskih vrsta otkriveno je kako se populacija
lumena razlikuje od populacije bakterija prisutnih u sluzi (Mufioz-Tamayo i sur., 2010).

Ekosustav debelog crijeva naseljava i mirkoorganizam iz carstva Archaea a naziva se
Methanobrevibacter smithii (Mufioz-Tamayo i sur., 2010). Specifi¢nost ove vrste krije se u
sposobnosti razgradnje neprobavljenih polisaharida koji su dospjeli u debelo crijevo ¢ime
doprinosi zdravlju crijeva. Razgradnja se odvija putem fermentacije kojom se iz namirnica
oslobadaju zaostali vitamini, a takoder doprinosi sa maksimalno 10% dnevnih energetskih

potreba (Mufioz-Tamayo i sur., 2010).

2.6.3. Uloga sluzi (mukusa) u debelom crijevu

Tkivo koje oblaze unutrasnjost crijeva naziva se epitel i specifi¢an je po lucenju tankog sloja
sluzi ¢ija je uloga iznimno vazna. Sluz je sacinjena od mucina koji su po kemijskoj strukturi
glikoproteini velike molekulske mase. Prije svega, matrica je za rast mikroorganizama kojima
osigurava pri¢vr$éivanje i otpornost na trenja koja se pojavljuju u crijevima. U slucaju
nedovoljnog unosa hrane u organizam, crijevna mikroflora opstaje zahvaljujuéi upravo mukusu
koji tada sluzi kao izvor ugljika za razvoj bakterija. Osim $to se proizvodi, sluz se i razgraduje
pomocu bakterija koje imaju sposobnost metabolizma mucina (Derrien i sur., 2004).

Jo§ jedna bitna uloga sluzi je da jamci uvjete pod kojima dolazi do agregacije mikroba,
neophodne pojave za postizanje Sto ucinkovitije razgradnje vlakana i povecanje brojnosti
mikrobnih jedinki. Kada se govori o mikrobioti nastanjenoj u sluzi, ne moze se izostaviti niti
ona koja naseljava lumen. lako razliite, postoji neSto Sto ih povezuje, a to je spoznaja da
mikroorganizmi iz sluzi zapravo obogacuju luminalnu mikrobnu zajednicu klizeci iz sluzi u

lumen (Muiioz-Tamayo i sur., 2010).
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2.7. FUNKCIJSKI MODELI PROBAVE

Ljudski organizam je vrlo slozen sustav u kojem svaki pojedina¢ni dio suraduje u cilju
odrzavanja zdravlja. Dio koji je daleko kompleksan, a isto tako i nedovoljno istrazen je sigurno
mikrobiom debelog crijeva. Kompleksnost se krije u raznolikosti same crijevne flore koja je
drugacija ne samo kod svakog ponaosob, nego je i svaki dio probavnog trakta osobe povoljan

supstrat razli¢itim vrstama bakterijama.

2.7.1. Invitro i in vivo modeli probave

Istrazivanja koja se provode na ljudima, a za cilj imaju saznati §to viSe o svijetu probave,
imaju ograni¢ene mogucnosti zbog spomenute kompleksnosti probavnog sustava, ali i zbog
etickih razloga. Uzimajuéi to u obzir, trazio se nacin kako, bez ugroZavanja ljudi, do¢i do
optimalnog rjesenja. Tako su istrazivaci dosli do in vitro modela koji bi, uz pomo¢ niza reaktora
stvorio mogucu shemu i simulirao ponasanje ljudskog probavnog sustava. Takav model povoljan
je kada je u pitanju proces fermentacije ugljikohidrata, ali ne uzima u obzir ¢cimbenike slozenog
ljudskog sustava kao §to su npr. odnos sa domacinom, interakcija lumena i mukoznog epitela
crijeva i apsorpcija kratkolan¢anih masnih kiselina kao produkata fermentacije. Osim ovih, u
sagledavanju ukupne slike u¢inka nekog procesa na organizam, bitna su i in Vivo istrazivanja
koja su u najvise slucajeva vrsena na zivotinjama (Fleming i sur., 1991).

Bilo da se radi o in vitro ili in vivo modelima, preslikavanje rezultata na ljudsko tijelo treba
raditi s velikim oprezom ne vjerujudi slijepo niti jednom dobivenom rjeSenju jer se svaki model
u nekoj mjeri razlikuje od stvarnosti. Probava, gastrointestinalni trakt kao ni mikrobiota Zivotinja
nisu identi¢ni kao u ljudi, a samim time se ne mogu, na temelju Zivotinjskih modela, donositi
zakljucci za organizam Covjeka. Isto to vrijedi i za ostale modele koji mogu aproksimirati svega
20-40 % ljudskog mikrobioma S§to nije dovoljno za bezrezervno vjerovanje rezultatima takvih

istrazivanja (Suau i sur., 1999).

2.7.2. Matematic¢ki modeli probave

Model koji se oslanja na in vivo i in vitro studije, a pritom ih i nadopunjuje novim
saznanjima, jest matematicki model. Njime je omogucen prikaz dinamike fluida bez utemeljenja
na laboratorijskim eksperimentima koji nerijetko sa sobom povlace i niz greSaka. Osim toga,

vrijeme potrebno za dobivanje rezultata je uporabom ovakvog modela smanjeno u odnosu na
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ostala istrazivanja koja ukljucuju eksperimente dugog trajanja.

Matematicki pristup prouc¢avanju ljudske probave u cijelosti, s naglaskom na mikrobiotu i
njezin uc¢inak u debelom crijevu, nije se primjenjivao nego je svrhu pronalazio u modeliranju
pojedinih dijelova sustava. Tako su npr. Duncan i sur. (2004) modeliranjem procijenili kakav je
doprinos acetata u formiranju butirata od strane fekalnih bakterija. Objavljen je i matematicki
model koji opisuje prostorni raspored bakterija u crijevima s obzirom na to jesu li one aerobne
ili anaerobne (Wilkinson, 2002).

U usporedbi sa istrazivanjima koja pocivaju na laboratorijskim pokusima, ovi modeli dali su
slicne podatke i njihovim povezivanjem moguée je dobiti cjelovit matematicki model

fermentacije ugljikohidrata.

2.8. MATEMATICKI MODEL RAZGRADNJE UGLJIKOHIDRATA

Ovaj model predstavljen je kao jedan bioreaktor koji objedinjuje hidraulicki pristup, opis
procesa prijenosa tvari i mehanizme reakcija koje se odvijaju tijekom probave ugljikohidrata

(Mufioz-Tamayo i sur., 2010).

2.8.1. Hidraulicki prikaz debeloga crijeva

Hidraulicki prikaz (slika 3) objedinjuje sva tri dijela debelog crijeva: uzlazni, silazni 1

popreéni dio. U svakom od njih razlikuju se mikroflore lumena i sluzi.
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Slika 3. Hidraulic¢ki prikaz debelog crijeva u ljudi (prema Muifioz-Tamayo i sur., 2010)

Reaktori lumena medusobno su serijski povezani i njih se hidrauli¢ki najbolje moze opisati
pomocu protocnih reaktora cilindricne geometrije. Buduéi da ljudsko debelo crijevo ima oblik
cilindra, a himus (djelomi¢no preradena hrana koja stize u crijevo) postaje sve viskozniji jer
dolazi do apsorpcije vode pa je njegovo kretanje otezano, ovaj model proto¢nog reaktora
pokazao se idealnim za aproksimaciju zbivanja u crijevima. Protok hrane i tekuéine u crijevu
moze biti poguban za mikroorganizme koji, zbog nedovoljno jake pri¢vri¢enosti, lako mogu biti
odneseni silinom protoka. Kako bi se oduprli tim hidrodinamickim silama i ostali u svom mediju,
mikrobi se agregiraju. Stvorene nakupine, osim mikroba, sadrZe 1 epitelne stanice, njihovu sluz

te Cestice hrane (Sonnenburg i sur., 2004).

2.8.2. Transport tvari u debelom crijevu

Najvazniji transportni fenomen u debelom crijevu ¢ovjeka jest apsorpcija tvari i vode jer se
upravo time odrzava homeostaza organizma. U matematicki model uvrsteni su procesi difuzije
jednostavnih Secera izmedu mukusa i lumena, apsorpcija laktata i vode, kretanje tekucine i
nastalih plinskih komponenti te spomenuta pojava gubitka dijela mikroba zbog brzine protoka
(Minekus i sur., 1999).
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2.8.3. Razgradnja ugljikohidrata u debelom crijevu

Dugo godine se ve¢ zna da su mikroorganizmi probavnog sustava zasluzni su za razgradnju

Cestica hrane koje dospije u crijeva. Slike 3 i 4 tvore srz ovog matemati¢kog modela.
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Domadéin Mukus Lumen neSkrobni polisaharidi
le” B -1---mmemmennmee »  Polisaharidi
Izluéivanje - Glukoza
. ©
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Slika 4. Shematski prikaz fermentacije ugljikohidrata i transporta produkata tog procesa
(prema Mufioz-Tamayo i sur., 2010)

Prilikom modeliranja sustava, u obzir se uzima to da za svaki supstrat postoji skupina
bakterija koja provodi njegovu pretvorbu u produkte. Slozeni proces razgradnje uspjesno se
provodi ukoliko je komunikacija medu mikrobnim zajednicama sigurna i ispravna. To znaci da
je mogucnost nesporazuma svedena na minimalnu razinu §to se postize opetovanim slanjem
signala (Egert i sur., 2006) .

Proucavanjem povijesnog razvoja ljudskog organizma, izveden je zakljucak kako svi ljudi
imaju istu gradu jezgre mikroba koji nastanjuju donji dio probavnog trakta (Tap i sur., 2009).

Provodenjem daljnjih studija, potvrdeno je da postoji uniformni centralni mikrobiom crijeva u
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zdravih osoba koji je zasluzan za provodenje metabolickih procesa unato¢ Cinjenici da je
raznolikost bakterija individualna komponenta (Turnbaugh i sur., 2009).
Ova saznanja bitna su za potvrdu izvedivosti i efikasnosti matemati¢kog modela koji bi dao

relevantne rezultate za opc¢u populaciju.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. WR Mathematica

Za izradu ovog modela Koristio se softverski sustav Mathematica 10.0 (Wolfram Reserch,
Inc., Champaign, SAD). Osmisljen je od strane britanskog znanstvenika Stephena Wolframa, a
obuhvaca vise od 6000 razlic¢itih funkcija i simbola napisanih na Wolfram programskom jeziku.
Program temeljen na tehnickom racunarstvu omogucéuje manipulaciju podacima, statisticke
izraCune, kreiranje algoritama, graficke prikaze funkcija i mnoge druge matematicke radnje.
Funkcionira na principu unosenja podataka u radno sucelje te se potom uz pomo¢ jezgre sustava
raCunski obraduju. Prva verzija programa izdana je 1988. godine (Wolfram, 2003).

Osim §to omogucuje pristup velikom broju podataka i funkcija, sustav je i rastué¢a zbirka
alata koji se koriste u strojnom ucenju (Wolfram, 2023a). Na gotovo svim postojeéim
operativnim sustavima omogucen je protokol naziva Wolfram Symbolic Transfer Protocol
(WSTP) koji osigurava prijenos i prevodenje podataka sa Wolfram programskog jezika na jezik
razumljiv nekom drugom sustavu ili aplikaciji (Wolfram, 2023b).

Korisna funkcija Mathematica-e je i moguénost dohvacanja podataka iz razli¢itih baza te
azuriranje tih podataka u skladu sa promjenama na primarnom izvoru s kojeg su preuzeti.
Podrzava vise od 200 razli¢itih formata podataka ukljuc¢ujuéi 1 slike, audio i video zapise,

animacije, tablice itd. (Wolfram, 2003).

3.1.2. Matematic¢ki model razgradnje ugljikohidrata pod utjecajem mikrobiote debeloga

crijeva

Matematicki model razgradnje ugljikohidrata pod utjecajem mikrobiote debeloga crijeva
(Mufioz-Tamayo i sur., 2010) sastoji se od Sest segmenata. Za svaki od tri dijela debelog crijeva
(proksimalni, transverzalni i distalni dio), razlikuju se reakcije koje se odvijaju u lumenu i u

mukusu, odnosno sluzi. Volumeni odjeljaka crijeva dani su u tablici 1.
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Tablica 1. Dimenzije ljudskog debelog crijeva

Segmenti Duljina (cm) Volumen mikrostanista Volumen mikrostanista
lumena (1) mukusa (1)
Proksimalni dio 21 0,41 0,017
Transverzalni dio 50 0,98 0,042
Distalni dio 83 1,63 0,070
Ukupno 154 3,02 0,129

Vektor stanja u svakom od odjeljaka definira se sljede¢om formulom:

C=(s",z,x", sk )" [1]
Oznaka s predstavlja vektor koncentracije topivih komponenti (glukoze, laktata, vodika, acetata,
propionata, butirata, metana, ugljikovog dioksida i vode), a definira se kao:
S = (Ssu, Sla, SH2 , Sac, Spro, Sbu, ScH4 , Scoz , Srzo) . Kompleksni polisaharidi koji se unose hranom
oznaceni su sa z, a X predstavlja vektor koncentracije mikrobnih populacija koje za svoje
funkcioniranje koriste glukozu, laktat, vodik proizveden acetogenezom ili vodik nastao
metanogenezom (X=(Xsu, Xia, XH2a, XHzm)").
Na kraju ostaje vektor koncentracije komponenti u plinovitoj fazi, Sg=(Sg,H2 , Sg.cH4 , Sg.co2 )" .
Budu¢i da se na tanko nastavlja proksimalni dio debelog crijeva, s njim zapocinje matematicki

opis mikrobne razgradnje.

Proksimalni i transverzalni dio debelog crijeva
Ove dvije regije debelog crijeva mogu se gledati kao cjelina s obzirom na to da imaju gotovo
istu strukturu pa samim time reakcije koje se odvijaju u jednom, vrijede i za drugi dio. Bitno je
razlikovati komponente lumen od komponenti u mukozi, a u tome vaznu ulogu igraju oznake
pojedinih ¢lanova. Tako razlikujemo volumen tekuce i plinske faze lumena oznacene sa Vi i Vg,
dok su oznake vm i vg pridruzene volumenu gel faze, odnosno plinovite faze mukusa.

(1) Tekuéinska faza lumena

Za topive komponente u lumenu vrijedi:

dsi _ Qulaz 1 Qiziaz ! .1 5 l ! L.
d_tl = 1;,lazsi,ulaz - L;lazsi = Visi T X Ypi(€) — Qi [2]

i = su (glukoza), la (laktat), Hz (vodik), ac (acetat), pro (propionat), bu (butirat), CH4 (metan),
CO:2 (ugljikov dioksid) i H20 (voda).
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U izraz su uvrstena dva protoka tekuce faze, ulazni (quiaz ) 1 izlazni protok (diziez). v je koeficijent

transporta, a Y; ; stehiometrijski koeficijent definiran za svaku komponentu sustava. Oznaka
p;(& 1y predstavlja vektor brzine reakcije, a Q! jest brzina prijenosa na granici tekuée i plinske

faze. Stehiometrija i brzine iskoriStavanja pojedinog supstrata opisani su u tablici 2.

Tablica 2. Matrica biokemijskih reakcija

Komponenta Kineticki izraz

zX SsuX
SSU Y k su _ SU*su
su,z™hyd,z m,su
Y Kxz Xsyutz Ks su+Ssu
SsuX. SlaXla
Sla Y k Su*su _ a
la,su™m,su m,la
Kgsu+Ssu Kgla+Sia
SsuXsu SlaXla SH2aXH2a
SH2 YHZ,su m,su + YHZ,lakm,la K -

— Mm,H2a
KssutSsu slatSla KsH2atSHz2a
SH2mXH2m
m,HZmK IpH
s,HzmtSH2m

SsuX. SlaXla SH2aXH2a

Sac Yoo submou —— + Yoo 1akmia —2%— + Yoo noakm nza — 2tz
ac,sum,su ac,la™m,la ac,H2a™ m,H2a

KssutsSsu Kgsla+Sia KsH2a+SHz2a

SsuX StaXla
Spro Y. k M+y k —lazia
ro,su’tm,su ro,la™m,la
p KgsutSsu p Kgla+tSia
SsuX StaXla
Sbu Yousukm su —e 4 Vg 1 Km g —te
bu,su™m,su bula™m,la
Kgsu+Ssu Kgla+Sia
SH2mXH2
ScHa Yenamamk P2 [pH

mH2m
KsHom+SH2m

SsuX. SlaXla SH2aXH2a
Sco2 Y k S 4 Y k ——+4Y k —_— 4
COo2,su™m,su co2,la™m,la CO2,H2a ,H?2
KssutSsu Kgla+Sia e KsH2a+SH2a

SH2mXH2m I H
m,Hz2m KsHom+SH2m

SsuX SlaXla SH2aXH2a
SH20 Y, k —SUSh 4y, k ——+Y, k —+
H20,su™m,su H20,la™m,la H20,H2a™m,H2a
KssutsSsu Kgla+Sia KsH2a+SH2a

YCOZ,Hka

SH2mXH2m
YHZO,Hkam,HZm IpH
KsHom+SH2m
zX
Z _k SUu
hyd.z Ky zXsutz
SsuX
Xsu Y. k —SS _ kax
sutm,su Ks.su+Ssu d*‘su
SlaXla
Xla Y, . k ——— —k x
la™m,la d*la
KslatSia
SH2aXH2a
XHza Yioakmuza — ——— — KaXn2a
KsH2atSH2a
SH2mXH?2
XH2m Yiomk —==R IpH — kg Xyom

mH2m
KsHom+SH2m
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Popis kinetickih parametra dan je u tablici 3.

Tablica 3. Kineti¢ki parametri

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Parametar

khyd,z
K.z
km,su
Ks,su
km,la
Ks,la
km,Hza
Ks,Hza
km,Hzm
Ks,Hzm
kq
Ysu,z
Yla,su
YHz,su
YHz,la
Yac,su
Yac,la
Yac,Hza

Ypro,su

Vrijednost
1,20-10% 1/d
29,99 mol/L
7,92 1/d
0,0026 mol/L

103 1/d

6,626-10° mol/L
108,837 1/d
0,0017 mol/L
22,581 1/d
1,563-10° mol/L
0,01 1/d

0,005 molssu/mols,
0,499 mols/molssy
1,440 molsnz/molss,
0,400 molst2/molsia
0,567 Molsac/molssy
0,133 molsac/molsia
0,143 molsac/MOlsh2a

0,240 molspro/MOlssy

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Parametar
Ypro,la
Ybu,su
Ybu,la

YCH4,H2m
YCOZ,su
YCOZ,la

YCOZ,Hza

YCOZ,Hzm
YH2 0,su
YHZ O0.la

YHZO,HZa

YHZ O,H,m

You

Yia
Yi,a
Yi,m
KH,H2
KH,COZ

KH,CH4-

Vrijednost

0,267 mOlspro/MOlsia
0,270 molspu/moOlssy
0,200 molspu/molsia
0,095 molscHa/mMOlsHom

1,100 m0|5c02/m0|ssu

0,533 molsco2/molsia
-0,5 molsco2/molsza
-0,450 molscoz/mOlshzm
1,440 molsnz20/molssy
0,493 molsu20/molgia
0,629 MOlsH20/MOlsH2a
0,686 Molst20/MOlsHzm
0,120 molxsu/molssy
0,120 molxa/molsia
0,043 molxH2a/MOlsHza
0,062 molxHzm/mMOlsHzm
7,29-10*mol/L
0,0255 mol/L

0,0011 mol/L

Uneseni ugljikohidrati se prema sljedecoj formuli razlazu na jednostavne Secere:

d_Zl: Qulaz 1
dt Vi

ulaz

m
+qizlaz m __ Yizlaz 1 _

z A
4]

p1(EH),

3]
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a pritom q;7;,, oznacava brzinu protoka mucina u lumen crijeva.

Koncentracija mikrobne populacije moze se opisati izrazom:

!

dx; Qulaz .1 1 l Vm .m l 9 l l

—t = X; ———x; + b =X —ax; + )i, Y ; 4
dt v, “iulaz Ti"‘qu i Ly, i iti 21_2 ij p1(§); [4]
out

i=su (glukoza), la (laktat), Hoa (koncentracija acetogenih bakterija), Hom (koncentracija
metanogenih bakterija).

U izrazu se pojavljuju koeficijenti a; i b; koji predstavljaju fenomen pri¢vr$éivanja i odnosenja
mikrobnih kultura pod utjecajem protoka. v, je volumen mukoze, a vrijeme potrebno za
adaptaciju mikroorganizama na uvijete u crijevu oznaceno je sa ;. Koncentracija polisaharida
izrazena je u g/1, a ostale koncentracije su izrazene pomoc¢u molarne mase tvari (M). Empirijska
molekulska masa bakterijske populacije je konstanta vrijednost i iznosi 113 g/mol (Batstone i
sur., 2002).

U modelu je bila potrebna korekcija izlaznog protoka tako da volumen lumena (V;) bude
konstantan;

1.l !
14 bix"vmw; m visiviwi 14 @ixiViwi [5]

iziaz = Qin + 2i=11— izlaz — Z?=2,i¢3,7,8r_i =T,
Koeficijent r; predstavlja gustocu tekucine koja prolazi crijevom, a za potrebe ovog modela
podesena je na vrijednost gustoce vode (1000g/1). Budu¢i da su gustoce kratkolan¢anih masnih
kiselina 1 laktata blizu te vrijednosti, a mikroorganizmi su najve¢im dijelom gradeni od vode,
ova pretpostavka se mozZe primijeniti. w; je molekulska masa komponente i koja moze biti

glukoza, laktat, vodik iz acetogeneze ili vodik dobiven metanogenzom.
(2) Plinovita faza lumena

U plinovitoj fazi lumena za topljive komponente vrijedi:

dst . Qai %4
g1 _ dgulaz _| _ g,Lzlale 4+ Ql_l [6]

JLulaz R
dt vg 9 vg 9

Brzina prijenosa tvari iz tekuce u plinsku fazu (Qf) moze se definirati izrazom;
Qﬁ = kja(s{ — KH,iRTSfJ,i)- [7]
Konstanta brzine prijenosa se krije pod oznakom k;a. U jednadzbu su ukljuc¢ene i Henryjeva

konstanta (Ky), idealna plinska konstanta (R) te termodinamicka temperatura (T).
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I u ovom slucaju je potrebna korekcija protoka;

4g,iztaz = 9gulaz T Qg transfer- [8]
Brzinu plinskog protoka s obzirom na transfer teku¢ina-plin oznacava qg transfer 1 racuna se

prema formuli:

Qg.transfer = R— l(QHz + QCH4 + QCOZ) [9]

Patm—=PH,0

U jednadzbi se pojavljuju dva tlaka, atmosferski (P,.y) i tlak vodene pare (py,o) koji pri

temperaturi od 37°C iznosi 0,08274 bar.

(3) Tekucinska faza mukusa

Topive komponente i razlazu se u mukusu prema modelu:

as"

d_;_)/l iv__ yitsTt 4+ X3 Y e 6™ — QY [10]
i = su (glukoza), la (laktat), H2 (vodik), ac (acetat), pro (propionat), bu (butirat), CH4 (metan),
CO2 (ugljikov dioksid) i H20 (voda).
Jednadzba je sli¢na onoj koja vrijedi za topive komponente u lumenu, a ¢lanovi su umjesto
oznake | dobili oznaku m ¢ime se pokazuje da se reakcija odvija u mukozi.
Mucin kojeg proizvodi domacin je u ovom mediju glavni polisaharid, a koncentracija mucina se

1zrazava ovako:

dz™m r

o= oo g™ g (ET. [11]

Um Um

Oznaka I" je brzina proizvodnje mukoze i konstantna je vrijednost u ljudskom organizmu.

Koncentraciju mikrobne populacije moguce je opisati izrazom:

dx™

d—;—al—x — bix[" +Z] 2 Y7 p (E™). [12]

Izlazni protok iz predjela mukusa u lumen racuna se ovako:

l
m 14 @xViw;i m  _¥9
qulaZ - 1000+0,05 + i=11 i qulaZ Zl=2,l¢3.7,8

vUSIvmWi w14 Dix"vmwi g
e gas, 2L gg)

Clan T se u ovom slu¢aju dijeli sa nazivnikom 1000 - 0,05 jer se pretpostavlja kako 5 % sluzi
zauzimaju mucini pa gustoca sluzi ne odgovara u potpunosti gusto¢i vode od 1000 g/L.

(4) Plinovita faza mukusa
U plinovitoj fazi reakcije se odvijaju prema istim jednadzbama kao $to se odvijaju u lumenu sa

izmijenjenim oznaka ( V; se mijenja u vy, V; u v, a eksponent | u m Sto oznacava da je radnja
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smjestena u mukus).

Za topive komponente:

ds;ni dgulaz _m Ag,izlaz m me
Lyt _ dgutas L Qi [14]

- Julaz
dt vg 9 vg

Brzina prijenosa tvari iz tekuce u plinsku fazu (Q}") u mukozi:
Q" = kia(s{" — Ky ;RTsg}). [15]
Korekcija protoka:
4g,iztaz = 9gulaz T Qg transfer- [16]
Qg.transfer J€ Drzina plinskog protoka s obzirom na transfer tekuc¢ina-plin, a ratuna se pomocu

sljedeceg izraza:
RT

Vm(QHZ + Qcu, + Qcoz)- [17]

Qg transfer =
9 7 Patm—DPH,0

Konstante koje sadrzi izraz imaju identi¢ne vrijednosti u mukusu kao i u lumenu crijeva.

Distalni dio debelog crijeva

(1) Lumen distalnog dijela
Ukupni volumen distalnog dijela kolona (V,;) je konstanta, dok su vrijednosti za volumen
plinovite i tekudée faze, koji zadovoljavaju uvjet V9 + V! = V,, promjenjive.

Za topive komponente moze se definirati:

dsi _ Qulaz _I qn
E = ;Tzsi,ulaz - ns ]/lS +Z l,}pj(f) - Ql’ [18]

pri ¢emu se q, izraCunava kao g, U luminalnom dijelu proksimalnog i transverzalnog

segmenta crijeva.

m [ l
— 14 bixi vmwi m 9 YisiViwi 14 @xViwi
Gn = qin * Li=11— . T Qizlaz ~ Zi=2,i#37,8~ .  — Zi=11" . [19]
14 L i
Polisaharidi z opisani su sljede¢om jednadzbom:
dz! Qulaz 1 quaz m an _1 l
— ==z + Bz ym 7t — , 20
dt Vid ulaz Vid Via P1 (S; ) [ ]
Matematicki opis mikrobne skupine:
l
dax; Qulaz .1 an .1 Um .m l
—t ==y ——x; +bj—x;" —a;x; + 21
dt Vid i,ulaz Vid i i Vig i i Z ] P1 (E ) [ ]
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(2) Mukoza distalnog dijela
Matematicke jednadzbe koje opisuju stanja u mukusu proksimalnog dijela debelog crijeva
vrijede i za distalni dio.

Tekuca faza mukusa

Topive komponente i:

ds" vy, .
= Vist - IS+ T Y e 6T — Qi [22]

dat v,
i = su (glukoza), la (laktat), H2 (vodik), ac (acetat), pro (propionat), bu (butirat), CH4 (metan),
CO2 (ugljikov dioksid) i H20 (voda).

Koncentracija polisaharida se izrazava ovako:

d n r glaz
o ™ ™, [23]
Opis koncentracije mikrobne populacije:
dx;" Vi,
= @yt = b + B Y e (6. [24]

Izlazni protok iz predjela mukusa u lumen racuna se isto kao i u proksimalnom dijelu:

l m.m m
_ r 14 AXiViaWi 9 Yi Si VmdWi _ v14 DbiXi VmdWi

m _ ! m o _y7 . 14 o Tmdml
Qizlaz = 1000%0,05 + 2i=11 i + Giziaz i=2,i#3,7,8 i i=11 T ' [25]

Plinovita faza mukusa

U plinovitoj fazi reakcije se odvijaju prema istim jednadZbama kao §to se odvijaju u lumenu sa
izmijenjenim oznakama ( V, 4 se mijenja u vy, g, Vyq u g4, @ eksponent | u m Sto oznacava da
je radnja smjeStena u mukus).

Za topive komponente:

m
ng’i

__Agulaz m dg,izlaz s™m + ern Um,d [26]

dt Vgd g,i,ulaz Vgd g,i Vg,d.

Brzina prijenosa tvari iz tekuce u plinsku fazu (Q;") u mukozi distalnog dijela:

Q"' = kja(s{" — KH,l-RTs;’,‘i). [27]
Korekcija protoka:
Qg,iziaz = 9g,ulaz t g transfer- [28]
RT
Qg transfer = mvm,d(QHz + QCH4 + QCOZ)- [29]

Filoloski parametri za simulaciju modela dani su u tablici 4 dok su, parametri fenomena
prijenosa dani u tablici 5, vrijednosti transportnih koeficijenata u tablici 6, a vrijednosti

molekulskih masa komponenti u tablici 7.
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Tablica 4. Fizioloski parametri

Parametar

Patm

pH

PH,0

Quiaz

Tablica 5. Parametri fenomena prijenosa
Parametar
k;a
K H.H,
Ky co,

Kycn,

Vrijednost

1,013 bar

5,5 (proks.)

6,2 (transv.)

6,8 (dist.)

0,08274 bar

0,08314 L bar/(mol K)
310,15 K

1,5L/d

59/d

Vrijednost
200 1/d

7,29-10* mol/L bar
01,0255 mol/L bar
0,0011 mol/L bar
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Tablica 6. Vrijednosti transportnih koeficijenata

Parametar Vrijednost
Proksimalni dio Transverzalni dio Distalni dio
Yiu 1,60 L/d 3,80 L/d 6,30 L/d
yfa 0,88 1/d 0,43 1/d 2,03 1/d
yfw 1,32 1/d 0,64 1/d 3,05 1/d
y;m 1,07 1/d 0,62 1/d 2,47 1/d
yf,u 0,90 1/d 0,57 1/d 2,49 1/d
yf,zo 1,60 1/d 0,77 1/d 3,66 1/d
Yoo 1,60 1/d 3,80 L/d 6,30 1/d
Yia 12.60 1/d 12.60 1/d 12,60 1/d
Yoo 18,90 1/d 18,90 1/d 18,90 1/d
y;"m 15,32 1/d 15,32 1/d 15,32 1/d
Yhu 12,88 1/d 12,88 1/d 12,88 1/d
YH,0 0,01 1/d 0,01 1/d 0,01 1/d

Tablica 7. Vrijednosti molekulskih masa komponenti

Parametar Vrijednost (g/mol)
Whu 88,10
Wae 60,05
Wyro 74,08
wig 90,08
W0 18,00

wy 113,00



3.1.3. Preporuke za razvoj jelovnika

U okviru ovoga rada razvijeni su jelovnici za 4 dana u skladu s preporukama unosa marko-
i mikronutrijenata za prosje¢nog odraslog Covjeka. KoriStene se smjernice Odjela za
poljoprivredu SAD-a (engl. United States Department od Agriculture, USDA) koje opisuju
pravilan obrazac prehrane zdravog covjeka s energetskim unosom od 2000 kcal na dan.
Smjernice takoder definiraju zastupljenost pojedine skupine hrane, odnosno govore o tome
koliko jedinica iz koje skupine treba konzumirati (npr. u jelovniku od 2000 kcal/dan potrebno je
konzumirat 2 Salice voca) (Gov, 2020).

Prilikom same izrade jelovnika koristila se USDA baza kemijskog sastava hrane (v. 19) u
kojoj je sadrzan velik broj namirnica §to je omogucilo vecu raznolikost samog jelovnika (U.S.

Department of Agriculture, 2006).
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3.2. METODE

3.2.1. Simulacija matematickog model razgradnje ugljikohidrata pod utjecajem mikrobiote
debeloga crijeva

U racunalnom programu WR Mathematica razvijen je model razgradnje ugljikohidrata pod
utjecajem mikrobiote debeloga crijeva, prema radu Mufoz-Tamayo i sur. (2010). Simulacije
modela provedena su s razli¢itim pocetnim koncentracijama laktoze i glukoze prema razvijenim
jelovnicima (tablica 8). Pocetne vrijednosti za ostale varijable modela preuzete su iz rada

Muifioz-Tamayo i sur. (2010).

Tablica 8. Pocetne vrijednosti koncentracija laktoze i glukoze prema razvijenim jelovnicima
koriStene u simulaciji modela razgradnje ugljikohidrata pod utjecajem mikrobiote debeloga
crijeva

Cglukoza (MoOI/L) Claktoza (MoOI/L)
Jelovnik 1 2,1454 0,0119
Jelovnik 2 2,7869 0,1968
Jelovnik 3 2,5417 0,2453
Jelovnik 4 2,8033 0,5144

Provedbom simulacija analizirana je promjena koncentracije laktoze, glukoze, butirata,
mikroorganizama koji razgraduju laktozu i mikroorganizama koji razgraduju glukozu u lumenu
proksimalnog dijela debelog crijeva. Provedena je simulacija promjena koncentracija u

vremenskome intervalu od 5 dana.

3.2.2. Analiza globalne parametarske osjetljivosti

Budu¢i da su modeli bioloSkih sustava kompleksni i1 sadrZe velik broj slobodnih parametara, kao
koristan alat u detektiranju nesigurnosti sustava pokazala se metoda analize osjetljivosti (Qian i
Mahdi, 2020). Nepouzdana izlazna funkcija ¢esto moze biti rezultat pojedinih pocetnih uvjeta
¢ije vrijednosti uvelike odstupaju od ostalih zadanih parametara. Ovom metodom je omogucen
pronalazak tih kriticnih ulaznih parametara koji najvise utjeCu na krajnji rezultat i
vjerodostojnost istoga. S obzirom na to da se sustav obi¢no sastoji od puno podataka, ovakav

alat olaksava i ubrzava dolazak do pouzdanog krajnjeg ishoda.
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Opc¢enito, razlikuju se analiza lokalne i globalne parametarske osjetljivosti. Analiza lokalne
parametarske osjetljivosti temelji se na modificiranju ulaznih faktora tako da se smanje
nesigurnosti izlaznog modela. Sama promjena ulaznih parametara je vrlo blizu nominalne
vrijednosti, a postupak analize po¢iva na mijenjanju jednog po jednog parametra simulacije pri
¢emu svi ostali ostaju isti.

Osim lokalne, postoji i globalna osjetljivost parametara. Za razliku od lokalne, ova metoda se
koristi za vece nesigurnosti, tj. omogucuje vecu promjenu vrijednosti parametara u odnosnu na
zadanu (Marino i sur., 2008). NajceS¢e koriStena metoda za analizu je test osjetljivosti
Fourierove amplitude (FAST) kojim se mjeri amplituda pojedinog parametra kod razli¢itih
frekvencija. Pomoc¢u nje, izvedena je i jednadzba 30 koja prati promjenu x; normaliziranih

parametara. Ta promjena nije linearna i ukljucuje frekvenciju w; i fazni kut ¢;.

X = %+ %arcsin(sin(rrwis + ¢;) [30]

Realni parametar k; nastao promjenom x; normaliziranih parametara definiran je jednadzbom
31

ky=2[10" + 107" + x(10" — 107™)] [31]

Nadalje, kada se dobiju parametri na kraju modela, potrebno ih je nadograditi Fourierovom

serijom. Jednadzbe 32, 33 i 34 opisuju varijancu izlazne funkcije (D) i Fourierove koeficijente

(A, 1 B,). Oznaka s u jednadzbi 30 je parcijalni zbroj svakog ¢lana Taylorovog niza.

D =23%3_1(A% + BS) [32]
szi-ffﬂy(s) - cos(ws) * ds [33]
szi-f_nny(s) - sin(ws) - ds [34]

D; = 2%, 1 A%, + Bl [35]
S =2 [36]

Koeficijenti osjetljivosti definirani su jednadzbama 35 1 36 pri ¢emu se oznaka M odnosi na
maksimalnu frekvenciju na kojoj se mjeri amplituda.

Analiza globalne parametarske osjetljivosti provedena je u programu WR Mathematica 10.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedena je simulacija matematickog modela metabolizam ugljikohidrata u
debelom crijevu koristenjem razli€itih pocetnih koncentracija glukoze i laktoze na temelju
razvijenih jelovnika. Razvijeni jelovnici s razli¢itim udjelom laktoze prikazani u poglavlju 4.1.
U poglavlju 4.2. prikaza je analiza razvijenih jelovnika na osnovi maktonutrijenata. U poglavlju
4.3. prikazani su rezultati simulacije matematickog modela metabolizma ugljikohidrata u
deblom crijevu s razli¢itim poc¢etnim koncentracijama glukoze i laktoze, dok su u poglavlju 4.4.
prikazani rezultati analize globalne parametarske osjetljivosti matematickog modela

metabolizama ugljikohidrata u debelom crijevu.

4.1. JELOVNICI S RAZLICITIM UDJELIMA LAKTOZE

Budu¢i da rad proucava degradaciju laktoze, u osmisljene jelovnike su ukomponirane i
smjernice za konzumaciju laktoze kod intolerantnih osoba jer za zdravu populaciju ne postoje
posebne upute. Kao $to je spomenuto, koli¢ina laktoze koju prosjecni intolerantni pojedinac
moze podnijeti bez pojave simptoma je maksimalno 15 grama (Szilagyi i Ishayek, 2018). Prema
toj smjernici su isplanirana 4 jelovnika koji sadrze razli¢ite koli¢ine mlije¢nog Secera. Jelovnik
1 (tablica 8) ima svega 0,44 g laktoze $to je ujedno i najmanja koli¢ina usporedujuci sve ostale
dane. Sva koli¢ina laktoze u tom jelovniku dolazi iz tvrdog sira koji, zbog nacina proizvodnje,
osigurava gotovo neznatan unos laktoze. Jelovnici 2 i 3 (tablice 9 i 10) planirani su tako da
sadrze podnosljive koli¢ine laktoze (manje od 15 g). U njima su izvori laktoze jogurt, sirni namaz
1 svjezi sir koji jelovniku donosi vise laktoze u odnosu na tvrdi. Maksimalnu koli¢inu ima
jelovnik 4 (tablica 11) i to ¢ak 19 grama $to ovaj jelovnik ¢ini nepogodan za veéinu 0soba s
intolerancijom na laktozu. Razlog zbog kojeg je to ucinjeno je uvid u specifi€nosti mikrobne
razgradnje pod uvjetima razliitog unosa laktoze. Mlijeko 1 sladoled zastupljeni u jelovniku 4

predstavljaju namirnice sa najve¢im udjelom laktoze.

30



Tablica 9. Jelovnik 1

Obrok Naziv Sastojcli
Dorucak Omlet sa sirom i 2 jaja (120 g)
povréem Svjeza paprika (90 g)
Sir (40 g)
Integralni kruh (30 g)
Suncokretovo ulje (59 )
Uzina 1 Jagode i orasi Jagode (150 g)
Orasi (30 g)
Rucak Pecena puretina s Puretina (90 g)
krumpirima i zelenom Krumpir (240 g)
salatom Zelena salata (54 g)
Integralni kruh (60 g)
Suncokretovo ulje (10 g)
Sok od narance (240 Q)
Uzina 2 Keks sa cimetom Keks (40 g)
Vecera Riblji Stapici i rajcica Rajcica (180 g)

Riblji stapi¢i (86 g)
Integralni kruh (30 g)
Suncokretovo ulje (10 g)

Ukupno:

Energija: 2006,06 kcal
Proteini: 94,46 g
Masti: 101,13 g
Ukupni ugljikohidrati: 193,01 g
Prehrambena vlakna: 34,68 g
Laktoza: 0,44 g
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Tablica 10. Jelovnik 2

Obrok Naziv Sastojci
Dorucak Krekeri sa sirnim Integralni krekeri (60 g)
namazom, medom i Sirni namaz (30 g)
smokvama Svjeze smokve (75 g)
Med (15 g)
Uzina 1 Bademi Bademi (30 g)
Rucak Tjestenina s mljevenim Mljeveno juneée meso (90 Q)
mesom i umakom od Pasirana rajcica (244 g)
rajéice Tjestenina (94 g)
Zelena salata (54 g)
Suncokretovo ulje (15 g)
Uzina 2 Keksi i naranca Keks (50 g)
Naranca (150 g)
Vecera Sendvic¢ sa Sunkom i jogurt Jogurt (240 g)
Sunka (112 g)

Integralni kruh (60 g)
Margarin (5 g)

Ukupno:

Energija: 1988,17 kcal
Proteini: 85,83 ¢
Masti: 86,64 g
Ukupni ugljikohidrati: 242,529
Prehrambena vlakna: 36,84 g
Laktoza: 7,27 g
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Tablica 11. Jelovnik 3

Obrok

Naziv

Sastojci

Dorucak

Sendvié sa Sunkom i

svjezi sir

Svijezi sir (210 g)
Sunka (112 g)
Integralni kruh (30 g)

Uzina 1

Banana

Banana (110 g)

Rucak

Salata od tune

tuna u ulju (60 g)

integralna tjestenina (188 g)

masline (30 g)
rajéica svjeza (90 Q)
Zelena salata (54 g)

Suncokretovo ulje (15 g)
sok od limuna (120 g)
Integralni kruh (30 g)

Uzina 2

Palacinke s marmeladom

Palacinke (100 g)
Suncokretovo ulje (10 g)
Marmelada (20 g)

Vecera

Jogurt (240 g)
kuhano jaje (120 g)
kruh integralni (60 g)

Ukupno:

Energija: 1965,86 kcal
Proteini: 111,25 g
Masti: 80,39 g

Ukupni ugljikohidrati: 215,83 g
Prehrambena vlakna: 28,25 g

Laktoza: 9,06 g
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Tablica 12. Jelovnik 4

Obrok Naziv Sastojci
Dorucak Omlet Integralni kruh (60 g)
sok od narance (240 g)
omlet od jaja (120 g)
ulje suncokretovo (5 g)
Uzina 1 Banana Banana (11 g)
Rucak Losos sa Spinatom i Spinat (30 g)
Krumpirom Krumpir (78 g)
kruh integralni (30 g)
losos (60 g)
ulje suncokretovo (12 g)
sladoled (115 g)
Uzina 2 Zobene pahuljice sa Borovnice (74 g)
borovnicama zobene pahuljice (60 g)
mlijeko (240 g)
Vecera Piletina s rizom i Riza (30 g)

sladoled Piletina (45 g)
zelena salata (36 Q)
ulje suncokretovo (10 g)
Orasi (30 g)
Ukupno: Energija: 2010,7 kcal

Proteini: 74,88 g
Masti: 93,82 g

Ukupni ugljikohidrati: 228,93 g

Prehrambena vlakna: 22,05 g

Laktoza: 19 ¢
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4.2. ANALIZA JELOVNIKA

Kao $to je spomenuto, razvijen je jelovnik Koji se sastoji od 4 dana i zadovoljava potrebe
prosje¢nog ¢ovjeka odrasle dobi. Za svaki od 4 dana osmisljeno je 5 obroka: dorucak, uzina 1,
rucak, uzina 2 i vecera. Prilikom planiranja jelovnika, osobita paznja je bila posvecena
zadovoljavanju preporuka, odnosno DRI (engl. Dietery Reference Intake) smjernica (USDHHS,
2023). Tako je svaki od osmisljenih doruc¢aka nastojao zadovoljiti 20 % ukupnih dnevnih
energetskih potreba kao i pojedine vecere. Energetski najbogatiji obrok je bio rucak i njime je
bilo potrebno pojedincu osigurati 35% energetskih potreba, a na obje uzine ukupno otpada 25 %
potreba za energijom tijekom dana. Gledajuci prosjecne vrijednosti obroka za sva cCetiri dana,
najveca odstupanja od ovih preporuka vidljiva su kod dorucaka i vecera koji premasuju
preporucene vrijednosti za 3%. Energetska zastupljenost pojedinog obroka u danu kao i
preporuke dane su u tablici 13.

Tablica 13. Prikaz udjela pojedinog obroka u jelovnicima 1 — 4, prosje¢nih vrijednosti
zastupljenosti isplaniranih obroka te usporedba sa preporuc¢enim vrijednostima

Obrok Jelovnik 1 Jelovnik 2 Jelovnik 3 Jelovnik 4 Prosjek  Preporuka
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
UZine 19,3 22,4 21,8 24,7 22 25
Dorucak 22,9 21,5 22,8 22,8 23 20
Rucak 35,9 31,6 32,3 30,0 33 35
Vecera 21,9 24,4 23,0 22,5 23 20

Budu¢i da su jelovnici planirani s ciljem da zadovolje unos od 2000 kilokalorija, analizom
je utvrdeno kako je prosjecni energetski unos bio 1992,7 + 20,4 kcal/dan. To znaci da su
odstupanja vrlo mala, a zacrtani cilj je u velikoj mjeri postignut.

Nesto veca odstupanja od preporuka primijeena su prilikom wuvida u udjele
makronutrijenata konzumiranih kroz dan. Na slici 5 nalazi se stupCasti grafikon koji prikazuje
postotak pojedinog makronutrijenta u svakom isplaniranom danu. Tako su primjerice u Danu 1
masti najzastupljeniji makronutrijent sa ¢ak 45 % zastupljenosti, a preporuke nalazu kako bi se
udio masti trebao kretati u rasponu od 20 do 35 % ukupnog unosa energije kroz dan. Kao

posljedica tog neslaganja, prosjecna zastupljenost ugljikohidrata u Danu 1 iznosila je svega 38
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% Sto je daleko ispod preporucene donje granice od 45 % energetskih potreba. Unutar raspona

danog u smjernicama (10 — 35%) nalaze se proteini i taj raspon uspjesno je zadovoljen u sva 4
dana (slika 5).
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Zastupljenost makronutrijenta (%)
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Slika 5. Udio proteina, masti i ugljikohidrata u pojedinom danu

Prosjecni udio masti u ¢etverodnevnoj energetskoj ponudi iznosi 40,8 %, udio ugljikohidrata
44,2 %, a proteina 18,4 % (slika 6). 1z toga se moze zakljuciti kako su masti one koje najvise
odstupaju od smjernica, odnosno njihov unos je konzumacijom ovog jelovnika prevelik. Ovaj
nesrazmjer moze se korigirati smanjenjem koli¢ine ulja koje se koristilo u pripremi obroka ili

zamjenom punomasnih proizvoda sa onima koji imaju smanjen postotak masti.
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= proteini = mastt = ugljikohidrati

Slika 6. Prosje¢ne zastupljenosti makronutrijenata za sva Cetiri jelovnika S obzirom na ukupni
unos energije kroz dan

Podaci o energetskoj vrijednosti, ali i nutritivnom sastavu svake namirnice pronadeni su u
USDA bazi o kemijskom sastavu namirnica. Osim makronutrijenata, vitamini i minerali su
neizostavni segmenti koje je potrebno analizirati jer su ba$ oni ti koji pridonose postizanju i
odrzavanju zdravlja svakog ¢ovjeka. U Prilogu 1 nalazi se primjer jelovnika (Dan 4) napisanog
u USDA bazi sa pripadajuc¢im izracunima.

Ova baza omogucila je velik izbor namirnica pa je tako osim ravnoteZe nutrijenata
zadovoljeno i jo$ jedno nacelo pravilne prehrane — raznolikost. Budu¢i da je jelovnik pratio
smjernice koje govore koliko se jedinica odabrane namirnice iz pojedine skupine hrane treba
konzumirati kroz dan, zastupljenost svih skupina je odgovarajuca, a izbor namirnica raznovrstan.

Jedna od prvih asocijacija koje ljudi povezuju s temom zdravlja i pravilne prehrane jesu
zasigurno vlakna. Uz to Sto pospjeSuju probavu, adekvatan unos vlakana smanjuje rizik od
razvoja kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, karcinoma i povezuju se sa uspjesnijim
mrsavljenjem (Dahl i Stewart, 2015). Preporuke nalazu da bi svaki ¢ovjek dnevno trebao
prehranom osigurati 14 g vlakana na 1000 unesenih kilokalorija (Dahl i Stewart, 2015).
Primijenjeno na ovaj rad i jelovnike od 2000 kcal, bilo je potrebno osigurati 28 g vlakana/dan.
Tako je prosjecni unos vlakana za osmisljene jelovnike iznosio 30,45 g §to u potpunosti sukladno
danoj preporuci. Gledaju¢i svaki dan pojedinacno, na slici 7 moze se uociti kako su uspjesno
zadovoljena prva tri dana jelovnika dok je 4. dan sa 22,05 g vlakana jedini kojeg je u ovom

kontekstu potrebno korigirati. U kombinaciji sa unosom voca i povréa te integralnog umjesto
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bijelog kruha svaki dan, intervencija se moZe poduzeti u vidu obogacivanja jelovnika
mahunarkama poput boba, le¢e, mahuna, graha, ali i sjemenkama ( npr. chia i lanene sjemenke)

koje obiluju vlaknima.

Jelovnik 4

Jelovnik 3

Jelovnik 2

Jelovnik 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Vlakna (g)

Slika 7. Zatupljenost vlakana izrazeni kao masa vlakana u gramima po danu

Zabrinutost koja postoji zbog nedovoljnog unosa kalcija u intolerantnih osoba djelomi¢no se
moze potvrditi 1 analizom jelovnika iz ovoga rada. Srednja vrijednost koli¢ine unesenog kalcija
u sva 4 dana iznosila je 741,73 mg $to je podosta ispod preporuka od 1000 mg za odraslu osobu
(USDHHS, 2023). Najveci unos je postignut jelovnikom 3 i on iznosi 862,58 mg kalcija, a tome
su najvise pridonijele sljede¢e namirnice: jogurt, integralni kruh, integralna tjestenina i kuhano
jaje. Minimalne koli¢ine kalcija (661,62 mg) pronadene su u jelovniku 1 koji je takoder 1 jelovnik
sa najmanje laktoze. Medutim, osim manjka mlijeka i mlije¢nih proizvoda u tome danu,
nedostajalo je 1 hrane bogate kalcijem iz drugih skupina namirnica. Proucavaju¢i jelovnik 4
otkriveno je kako maksimalan unos laktoze ne znaci nuzno i maksimalan unos kalcija toga dana.
Prilikom analize koli¢ine kalcija koju netko unosi, bitno je, osim na skupinu mlijecnih
proizvoda, fokusirati se i na ostale namirnice koje su izvor ovoga minerala.

Kako se uz kalcij usko veze i vitamin D, rad se kratko osvrnuo i na njega. Prosjecno je kroz
ova 4 jelovnika uneseno 4,11 mikrograma vitamina D, a smjernice navode preporucenu dozu od
5 mikrograma na dan (HZJZ, 2020). Identi¢no kao i u slucaju kalcija, mnos$tvo je namirnica iz

ostalih skupina hrane bogatih ovim vitaminom pa se ne moze sa sigurnoSc¢u tvrditi kako smanjen
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unos laktoze, odnosno mlijecnih proizvoda, jedini ima utjecaj na nedostatak vitamina D ili

kalcija.

4.3. SIMULACIJA MATEMATICKOG MODEL RAZGRADNJE
UGLJIKOHIDRATA POD UTJECAJEM MIKROBIOTE DEBELOGA CRIJEVA

Model dobiven pomocu programa WR Mathematica 10 ukljuc¢uje ukupno 14 biokemijskih
reakcija koje opisuju promjenama u koncentraciji unesenih reaktanata i dobivenih produkata.
Osim spomenutih reakcija, ovaj model objedinjuje i kompletnu fiziologiju ljudskog debelog
crijeva, saznanja o mirkoorganizmima prisutnim u njemu te fenomen prijenosa tvari izmedu
mukusa i lumena crijeva. S obzirom na to da se simulacija odvija u debelom crijevu, bitno je
poznavati karakteristike svakog dijela crijeva te s obzirom na njih definirati uvijete fermentacije.
Razgradnje unesene laktoze, odnosno promjene koje su se dogadale sa koncentracijama
pojedinih metabolita, promatrane su u vremenskom razdoblju od 5 dana.

Slika 8 prikazuje kako se mijenjala koncentracija unesene laktoze kroz vrijeme. Kako se radi
o razgradnji, ocekivan je nagli pad koncentracije laktoze kako §to je i dobiveno na slici. Svaki
od osmisljenih jelovnika sadrze razli¢itu koli¢inu laktoze pa ovaj graficki prikaz prati promjene
pojedinog dana. Oznacene razli¢itim bojama, svaka od 4 krivulje prikazuje jedan jelovnik.
Posebno se isti¢u krivulje jelovnika 1 i 4. Poznato je kako jelovnik 1 (tablica 9) ima najmanju,
a jelovnik 4 (tablica 12) najvecu koli¢inu laktoze. Stoga su koncentracije laktoze unesene
jelovnikom 4 uvijek vece u usporedbi sa drugim jelovnicima. U jelovniku 1 je koli¢ina laktoze

bila svega 0,44 g $to objasnjava kretanje pripadajuce mu krivulje.
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Slika 8. Graficki prikaz promjene koncentracije laktoze u lumenu proksimalnog dijela
debeloga crijeva tijekom vremena (slal_1 = koncentracija laktoze u lumenu crijeva za jelovnik
1, slal_2 = koncentracija laktoze u lumenu crijeva za jelovnik 2, slal_3 = koncentracija laktoze
u lumenu crijeva za jelovnik 3, slal_4 = koncentracija laktoze u lumenu crijeva za jelovnik 4)

Kako se tijekom vremena mijenjala koncentracija glukoze unesene hranom, ali i nastale
razgradnjom laktoze prikazuje slika 9. Slican trend promjene koncentracije glukoze pod
utjecajem crijevne mikrobiote uocen je i u radu Capilla i sur. (2022). Graf ( kao i na slici 5)
sadrZi 4 linije razli¢itih boja od koje svaka predstavlja jedan jelovnik. Najmanju koli¢inu laktoze
ima jelovnik 1 (Tablica 9) pa su i koncentracije glukoze u promatranih 5 dana nize od
koncentracija glukoze iz ostalih jelovnika. 1zgled samog grafa moze objasniti model proto¢nog
reaktora koji najbolje opisuje debelo crijevo ¢ovjeka. Zbog konstantnog protoka tvari, ulaska

laktoze 1 izlaska njenih produkata, dolazi do izmjene padajucih i rastucih dijelova krivulja.

40



o]
N ('S

)
[

o]

)
[a— [}

Glukoza u lumenu (mmol/L)
[
hn

]
N

)
[

0 1 2 3 4 5 6
Vrijeme (dan)

ssul 1 ssul 2 ssul 3 ssul 4

Slika 9. Graficki prikaz promjene koncentracije glukoze u lumenu proksimalnog dijela
debeloga crijeva tijekom vremena (ssul_1 = koncentracija glukoze u lumenu za jelovnik 1,
ssul_2 = koncentracija glukoze u lumenu za jelovnik 2, ssul_3 = koncentracija glukoze u
lumenu za jelovnik 3, ssul_4 = koncentracija glukoze u lumenu za jelovnik 4)

Sljede¢i metabolit kojeg obraduje model je butirat. Na slici 10 jasno je vidljivo da je po¢etna
koncentracija butirata 0, a zatim se s vremenom koncentracija povecava jer on nastaje kao
posljedica razgradnje unesene laktoze. Zbog neprestanog protoka tvari, izmjenjuju se nastajanje

i daljnje razlaganje butirata $to se jasno moze vidjeti i iz slike.
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Slika 10. Grafi¢ki prikaz promjene koncentracije butirata u lumenu proksimalnog dijela
debeloga crijeva tijekom vremena (sbul_1 = koncentracija butirata u lumenu za jelovnik 1,
sbul_2 = koncentracija butirata u lumenu za jelovnik 2, sbul 3 = koncentracija butirata u
lumenu za jelovnik 3, sbul_4 = koncentracija butirata u lumenu za jelovnik 4)

Pratile su se 1 koncentracije mikroorganizama koji za svoj rast koriste razli¢ite metabolite
obuhvaéene modelom. Prva opisana mikrobna zajednica bit ¢e ona koja koristi laktozu (Slika
11). Unos laktoze potiCe rast bakterija koje upravo nju razgraduju. Najvisa koncentraciju
mirkoorganizama moze se uociti prate¢i krivulju koja opisuje jelovnik 4, a to je i ocekivano s

obzirom na to da ovaj jelovnik sadrzi najvise laktoze (tablica 12).
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz promjene koncentracije mikroorganizama koji koriste laktozu u
lumenu proksimalnog dijela debeloga crijeva tijekom vremena (xlal_1 = koncentracija
bakterija koje koriste laktozu u lumenu za jelovnik 1, xlal_2 = koncentracija bakterija koje
koriste laktozu u lumenu za jelovnik 2, xlal_3 = koncentracija bakterija koje koriste laktozu u
lumenu za jelovnik 3, xlal_4 = koncentracija bakterija koje koriste laktozu u lumenu za
jelovnik 4)

Mikrobna zajednica koja razgraduje glukozu mijenja koncentraciju prema slici 12. Porast
pocetne koncentracije mikroba vidi se tijekom prvog dana kada je i razgradnja laktoze najbrza.
Kasnije se, §to zbog protoka, Sto zbog manje koli¢ine glukoze, smanjuje 1 koncentracija
populacije mikroba. Studija koja proucava fermentaciju bakterija iz rodova Bifidobacterium i
Bacillus, modeliranjem predvida kretanje koncentracije bakterija sli¢no rezultatima ovoga rada
(Evdokimova i sur., 2022).
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Slika 12. Graficki prikaz promjene koncentracije mikroorganizama koji koriste laktozu u
lumenu proksimalnog dijela debeloga crijeva tijekom vremena (xsul_1 = koncentracija
bakterija koje koriste glukozu u lumenu za jelovnik 1, xsul_2 = koncentracija bakterija koje
koriste glukozu u lumenu za jelovnik 2, xsul_3 = koncentracija bakterija koje koriste glukozu u

lumenu za jelovnik 3, xsul_4 = koncentracija bakterija koje koriste glukozu u lumenu za
jelovnik 4)

Sljedeca slika daje uvid u to Sto se dogada sa koncentracijom polisaharida prilikom
fermentacije u periodu od 5 dana (slika 13). Buduéi da su polisaharidi ugljikohidrati velike
molekulske mase izgradeni od mno$tva monosaharidnih jedinica, ova krivulja zapravo prati
trend razgradnje glukoze u ljudskom debelom crijevu koje funkcionira po principu modela

proto¢nog reaktora.
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz promjene koncentracije polisaharida u lumenu proksimalnog dijela
debeloga crijeva tijekom vremena (zl_1 = koncentracija polisaharida u lumenu za jelovnik 1,

zl_2 = koncentracija polisaharida u lumenu za jelovnik 2, zI_3 = koncentracija polisaharida u
lumenu za jelovnik 3, zI_4 = koncentracija polisaharida u lumenu za jelovnik 4)

4.4. ANALIZA GLOBALNE PARAMETARSKE OSJETLJIVOSTI

U ovom radu provedena je analiza globalne parametarske osjetljivosti kinetickih parametara
matemati¢kog model razgradnje ugljikohidrata pod utjecajem mikrobiote debeloga crijeva.

Matematicki modeli omogucuju integraciju informacija prikupljenih iz razli¢itih izvora
koriste¢i uobicajene matematicke metode. Povec¢anjem dostupnosti informacija o metabolickoj
aktivnosti organizma primjenom naprednih molekularnih tehnike, povecava se i slozenost
predlozenih matemati¢kih modela (Nguyen Quang i sur., 2019). Matematicki modeli bioloskih
sustava najc¢esce se izvode u obliku diferencijalnih jednadzbe koje opisuju promjene u jednoj
varijabli tijekom vremena (Kent i sur., 2013). Prilikom razvijanja modela bioloskih sustava,
najvedi izazov je izbor, odnosno procjena vrijednosti parametara modela (maksimalne brzine
reakcije, konstante zasi¢enja, itd.). Ovaj problem se posebno odnosi na parametre koji opisuju
kineti¢ki izrazi reakcija kataliziranih enzimima. Konkretno, procjena parametra vrijednosti
kinetickih modela reakcija kataliziranih enzimima obi¢no se provodi na temelju podaci

prikupljeni u in vitro eksperimentima, a ¢esto, in vitro uvjeti ne simuliraju in vivo uvjetima s
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potpunom to¢noscu (Wang i sur., 2012). Kako bi se ispitao utjecaj promjene u vrijednost
parametra modela na odabrane izlazne varijable primjenjuju se analiza parametarska
osjetljivosti. Prema Li i sur. (2010) cilj globalne analize osjetljivosti je rangiranje vaznosti ulaza
sustava s obzirom na njihovu nesigurnost i utjecaj koji imaju na nesigurnost izlaza sustava,
obi¢no u velikom podruéju ulaznog prostora. Analizirani model u ovom radu sastoji se od 102
varijable, 14 biokemijskih reakcija i 38 kineti¢kih parametra.

U ovom radu ispitan je utjecaj promjena vrijednosti kineti¢kih parametara od 3 % na
koncentraciju glukoze, koncentraciju laktoze, koncentraciju polisaharida i koncentraciju
mikroorganizama koji koriste laktozu u vremenskom trenutku u t = 5 dan za dvije razlicite
pocetne kontrakcije glukoze i laktoze prema razvijenim jelovnicima: (i) Cgiukozau = 2,1454 mol/L
I Claktozau= 0,0119 mol/L (slika 14) ; (ii) Cglukozau = 2,8033 Mol/L i Ciaktozau= 0,5144 mol/L (slika
15).

Rezultati pokazuju da neovisno o promjeni pocetnih koncentracije glukoze i laktoze kao
uklju€ena u kineticki izraz koji opisuje hidrolizu polisaharida u jednostavnije Secere. Rezultat
pokazuje da i mala promjena brzine hidrolize polisaharida znacajnu utjeCe na promjenu
koncentracije polisaharida i koncentracije mikroorganizma koji koriste glukozu; koeficijenti
osjetljivosti za navedene varijabli model iznose vise od 99 % za obje pocCetne koncentracije
glukoze i laktoze. Nadalje vidljivo je da koncentracije glukoze, laktoze, polisaharida i
mikroorganizama Kkoji koriste polisaharide ovise jo$ o promjeni vrijednosti konstante zasi¢enja
u reakciji homoacetogeneze (KsH2a), 0 koeficijentu prinosa vodika u procesu potro$nje laktata
(YH21a), 0 koeficijentu prinosa butirata u procesu potrosnje laktata (Youia) te 0 koeficijentu
prinosa vode u procesu potrosnje laktata (Yw2o0,1a). Navedeni rezultati uopcuju na znacajan
doprinos metabolizma lakatata u procesu razgradnje ugljikohidrata pod utjecajem crijevne

mikroflore debeloga crijeva.
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Slika 14. Rezultati analize globalne parametarske osjetljivosti kineti¢kih parametra modela
razgradnje ugljikohidrata pod utjecajem mikrobiote debeloga crijeva za navedene pocetne
uvjete Cglukozau= 2,1454 mol/L i Ciaktozau= 0,0119 mol/L (vrijednosti kineti¢kih parametara na
x 0si oznacenih brojevima 1 — 38 na nalaze se u tablici 3; ssul = koncentracija glukoze u
lumenu crijeva, slal = koncentracija laktoze u lumenu crijeva, zl = koncentracija polisaharida u
lumenu crijeva, xsul = koncentracija mirkoorganizama koji koriste glukozu u lumenu crijeva)
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Slika 15. Rezultati analize globalne parametarske osjetljivosti kinetickih parametra prilikom
razgradnje ugljikohidrata pomoc¢u mikroorganizama debelog crijeva ¢ovjeka uz pocetne uvjete
Cglukozau = 2,8033 MOI/L i Ciaktoza,u= 0,5144 mol/L (vrijednosti kinetickih parametara na x osi
oznacéenih brojevima 1 — 38 na nalaze se u tablici 3; ssul = koncentracija glukoze u lumenu
crijeva, slal = koncentracija laktoze u lumenu crijeva, zl = koncentracija polisaharida u lumenu
crijeva, xsul = koncentracija mirkoorganizama koji koriste glukozu u lumenu crijeva)

47



5. ZAKLJUCCI

Na temelju opisane simulacije i provedene analize modela razgradnje ugljikohidrata moze se

zakljuciti slijedece:

1.

Jelovnici osmisljeni po principu pravilne prehrane uz modifikaciju koli¢ine laktoze
omogucuju pregled razgradnje ugljikohidrata pomocu crijevne mikrobiote.

U analizu jelovnika su ukljuéeni i makronutrijenti te su izdvojena vlakna ¢iji unos
zadovoljava preporuke, a analizom unesenog kalcija zakljuceno je kako, osim mlijeka i
mlije¢nih proizvoda, i puno namirnica iz drugih skupina hrane u jelovniku pridonose
optimalnom unosu kalcija.

Nakon provedene simulacije uoceno je kako se dinamika razgradnje laktoze mijenja u
ovisnosti o tome kolika je bila poc¢etna koncentracija laktoze u jelovniku.

Analiza globalne parametarske osjetljivosti pokazala je da promjena koncentracije
laktoze, glukoze, polisaharida i mikroorganizama zaduzenih za razgradnju najvise ovisi
o maksimalnoj specifi¢noj brzini hidrolize polisaharida (knydz), kinetickom parametru
sadrZzanom u izrazu za hidrolizu polisaharida.

Koncept primjene racunalne biologije u nutricionizmu znacajno moze pridonijeti

razvoju personalizirane prehrane.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja Ines Pranji¢ izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastoru¢ni potpis



