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Sazetak

Svjetska zdravstvena kriza, posebice u lijecenju infektivnih bolesti zbog alarmantnog stanja s antibiotickom rezistencijom te niz kronicnih
bolesti koje ugrozavaju ljudsko zdravlje, proizvelo je situaciju za uspostavijanje koncepta funkcionalne hrane jos 1980. godine, u Japanu. Dakle,
hrana je funkcionalna ako sadrzi sastojke koji pozitivno djeluju na jednu ili vise ciljanih funkcija u tijelu. Ciljno mjesto djelovanja probiotika,
prebiotika, odnosno sinbiotika, kao funkcionalnih dodataka hrani, je gastrointestinalni sustav. Taj sustav je najveci imuno organ u ljudskom or-
ganizmu s aktiviom povrsinom od oko 300 m?, a sadrzi vrlo kompleksnu mikrobnu populaciju (crijevnu mikrofloru) ukupne mase od 1,2 kg. Ova-
ko golema mikrobna biomasa i njezina metabolizamska aktivnost nisu bez utjecaja, mogu imati pozitivne i negativne ucinke na ljudsko zdravlje.
Ravnoteza ovog mikrobnog sustava je dinamicna i moze se poremetiti pod utjecajem starenja, lijecenja, stresa, prehrane i drugih ¢imbenika iz
okolisa. Probioticki, prebioticki, odnosno sinbioticki koncept podrazumijeva ponovno uspostavljanje ravnoteze crijevne mikroflore i usmjera-
vanje njenog metabolizma u proizvodnju metabolita korisnih za zdravlje. Obecavajuci rezultati s prvom generacijom probiotika nude novu
generaciju probiotika (Zivih lijekova) gdje ¢e se kombinacija razlicitih probiotickih sojeva s komplementarnim djelovanjem koristiti u lijecenju
razlicitih gastrointestinalnih i urogenitalnih bolesti ili ¢e se koristiti kao vektori za vakcine, imunoglobuline i druge terapijske proteine. Rad se
bazira na prikazu objavljenih rezultata znanstvenih istrazivanja koja su provedena u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika
i starter kultura na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

Kljucne rijeci: probiotici, bioterapeutici, crijevna mikroflora

Abstract

World health crises, especially in a prevention of infective diseases and as result of the wide spread of antibiotic resistance and the number
of chronic diseases that disturb human health, has lead, already in the 1980s, to the establishment of the functional food concept (FOSHU Food
for specified health use) in Japan. Hence, the food is defined as functional * if it contains a food component (whether a nutrient or not) which
affects one or a limited number of function(s) in the body in a targeted way so as to have positive effects”. Target place of action of probiotics,
prebiotics or synbiotics, as functional food supplements, is gastrointestinal tract. Gastrointestinal tract represents the largest immune organ in
our body with an active space of approximately 300 m? and it contains a complex microbial ecosystem (gut microflora) with a total weight of 1.2
kg. Such a complex microbial biomass and it metabolic activity can have positive but also negative influence on human health. The balance of
gut microflora is dynamic and could be disturbed by the influence of different factors like ageing processes, healing, stress, diet, and many other
environmental factors. Probiotic, prebiotic and synbiotic concept imply the reestablishment of the disturbed gut microflora and direction of it
metabolism to the production of bioactive metabolites beneficial for health. The promising results of a first generation of probiotics offer new
generation of probiotics (biotherapeutics) that will often contain mixture of probiotic strains with complementary characteristics, tailormade
for different gastrointestinal and urogenital diseases, or as delivery systems for vaccines, immunoglobulins and other protein based therapies.
In this paper the review of the published results of the investigations, performed in the Laboratory of Antibiotic, Enzyme, Probiotic and Starter
Culture Technology at Faculty of Food Technology and Biotechnology University of Zagreb, are presented.

Key words: probiotics, biotherapeutics, gut microflora

1. Uvod luju na jednu ili vise ciljanih funkcija u tijelu. Stoga je sve vise
potroSaca zainteresirano za potencijalna svojstva funkcion-
alne hrane radi poboljSanja zdravlja, §to bi smanjilo rizik od
nastajanja bolesti, a samim time i upotrebu antibiotika, $to bi
dovelo do smanjenja antibiotic¢ke rezistencije. Naime, Svjetska
zdravstvena organizacija (WHO — World Health Organization)
ve¢ niz godina upozorava na alarmantno stanje s antibiotickom
rezistencijom. U cijeloj Europi 18. studenog se obiljezava kao
Europski dan svjesnosti o antibioticima. Rezistencija bakterija
na antibiotike je postao vazan problem u danas$njoj medicini,

Hrana i znanost o prehrani danas imaju potpuno nove
dimenzije i koncepte. U proslosti je glavna uloga hrane bila
prezivljavanje, odnosno utomljavanje gladi i malo se pozor-
nosti posvecivalo njenom negativhom, odnosno pozitivnom
ucinku na zdravlje. Detaljnije poznavanje biokemije, moleku-
larne biologije, fiziologije, pa i patologije, podupire hipotezu
da hrana (prehrana) kontrolira i usmjerava razlicite funkcije u
tijelu te tako utjeCe na zdravstveno stanje organizma. Dakle,
hrana je funkcionalna ako sadrzi sastojke koji pozitivno dje-
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u $to su se ukljucile i relevantne institucije u Hrvatskoj zeleci
upozoriti na odgovorno koristenje ovih vaznih lijekova kako bi
se njihova djelotvornost sacuvala i za buducée generacije. Up-
ravo iz tih i drugih zdravstvenih razloga, svjetska znanstvena
zajednica je odavno prepoznala taj problem te se ukljucila u
borbu protiv antibioticke rezistencije nudeéi, izmedu ostalih, i
koncept funkcionalne hrane, odnosno probioticki i prebioticki
koncept s ciljnim mjestom djelovanja (gastrointestinalni trakt),
odnosno na crijevnu mikrofloru. Probioticki koncept podra-
zumijeva oralno uzimanje zivih, korisnih mikroorganizama,
nazvanih probioticima, dok prebioticki koncept uvodi sele-
ktivne izvore ugljika i energije korisnim, autohtono prisutnim
i unesenim, alohtonim probioti¢kim bakterijama u intesti-
nalnom traktu. Sinbioticki koncept je kombinirana primjena
probiotickog i prebiotickog koncepta radi postizanja pojacanog
korisnog uc¢inka na zdravlje.

2. Strategija izbora probiotickih sojeva

Istrazivanja o probioticima, odnosno uspostavljanje
probiotickog koncepta traje ve¢ preko 20 godina. Znanstveni
temelj za proucavanje probiotickog koncepta je bila spozna-
ja da sastav crijevne mikroflore znacajno utjece na zdravlje

organizma. Da bi se neki mikroorganizam mogao koristiti u
probioticke svrhe, mora zadovoljiti strogu izbornu probioticku
strategiju, a tri glavna aspekta su: op¢i, tehnoloski i funkcion-
alni (Slika 1) (Sugkovié, 1996). Vazno je naglasiti da bakteri-
jski sojevi za probioticku uporabu, prema ovoj, znanstveno
priznatoj strategiji, trebaju zadovoljiti velik broj zahtjeva koji
su navedeni u tablici 1 (Suskovi¢ i sur. 2001).

Na temelju provedenih istrazivanja u Laboratoriju za
tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura na
Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu su prema navedenoj
izbornoj probiotic¢koj strategiji definirana tri probioti¢ka soja:
Lactobacillus helveticus M92 (formerly Lacidophilus M92),
Lactobacillus plantarum 14 1 Enterococcus faecium 1L3.

2.1. Opéi kriteriji za izbor probiotickih sojeva

Da bi se probioticki mikroorganizam mogao primjeniti,
potrebna je to¢na taksonomska identifikacija i potpuna ka-
rakterizacija soja. Mnoge bakterijske kulture koje se nalaze u
probiotickim proizvodima razli€itih proizvodaca nisu ispravno
deklarirane. Tako se u nekim probiotickim jogurtima umjesto
deklarirane Lactobacillus acidophilus nalazi bakterija L. john-
sonii ili L. gasseri; umjesto L. casei bakterija L. paracasei, a

BCCM* potvrdena taksonomska identifikacija sojeva (2000): Lactobaciilus helveticus

BCCM* confirmed taxonomnuc identification of strains (2000): Lactobacilius helveticus

(*GRAS — Generally Regarded As Safe, US FDA)

Disertacija/Ph.D. Thesis (Sutkovié, 1996)

Disertacija/Ph.D. Thesis (Suskovi€, 1996)
Magisterij/Master Thesis (Kos, 1995)
Disertacija u izradi/Making of Ph.D. Thesis

Disertacija/PhD (Suskovié, 1996)
Disertacija u izradi/Making of Ph.D.
Thesis (Lebo§ Pavunc)

Disertacija/Ph.D. Thesis (Suskovié, 1996)
DisertacijaPh.D. Thesis (Kos, 2001)

Podrijetlo/ .
A atertl = M2, Lactabaciilus plamtarum LA 1 Enteroco ccus faecium 131
saib st MP2, Lactobaciilus plartarum LA, Enteracoccus faecium L3
*www BELSPO.BE/BCCM

él h.t - Iﬂ s

gSn:r allc:li-::-leria Zdravs]t;::f:ygurnnsﬂ GRAS* status sojeva/GRAS* status of strains
Otpornost prema niskom pH, Zelu€anom soku,
soku gusterafe i Zuénim solima/
Resistance to low pH, gastric juice bile and
pancreatic juice
Tehndloiki Preiivljavanje i zadrZavanje aktivnosti tijekom
kriteriji/ priprave i Euvanja/
Technological Viability and activity during preparation and storage
criteria (Habjam &)
— | Antimikrobno djelovanje, posebno prema patogenim mikroorganizmima/
Antimicrobial activity, especially against pathogens

Funkcionalni Adhezija na crijevni epitel/ Disertacija /Ph.D. Thesis (Kos, 2001)

Kriteriji/ Adherence to intestinal epithelium Magisterij/Master Thesis (Frece, 2003)

Functional Disertacija/Ph.D. Thesis (Beganovié, 2008)
R Promjene mikrobnog metabolizma u gastrointestinalnom traktu/
—1 Influencing microbial metabdlism in gastrointestinal tract
Poticanje imundoskog odgovora/ Magisterij/Master Thesis (Frece, 2003)
Stimmlation of immune response Disertacija/Ph.D. Thesis (Frece, 2007)
Disertacija/Ph.D. Thesis (Beganovi€, 2008)

Slika 1. Strategija izbora probiotickih sojeva u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura na Prehrambeno-

biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu (Suskovié, 1996)

Figure 1. Selection strategy for the probiotics in the Laboratory for Antibiotic, Enzyme, Probiotic and Starter culture Technology at the Faculty
of Food Technology and Biotechnology, University of Zagreb (Suskovic, 1996)
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vrsta nazvana Bifidobacterium longum Cesto je B. animalis.
Molekularnim metodama identifikacije rjesavaju se ti problemi
i osigurava potrebna kakvoca probioti¢kih proizvoda (Yeung i
sur. 2004; Klaenhammer i sur. 2005; Zoetendal i Mackie, 2005;
Norin i sur., 2009). Primjenjuju se metode za identifikaciju
koje koriste pocetnice specifiéne za rod ili vrstu, kao Sto su npr.
metode bazirane na PCR (Polymerase Chain Reaction), RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) i RFLP (Restric-
tion Fragment Length Polymorphism) (Dubernet i sur. 2002;

Tablica 1. Kriteriji za izbor probiotickih sojeva (Suskovic i sur: 2001)
Table 1. Selection criteria of probiotic strains (Suskovié et al., 2001)

Christensen i sur. 2004; Rosetti i Giraffa, 2005). Taksonomska
provjera triju probiotickih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline
(Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus plantarum L4 i
Enterococcus faecium L3) izoliranih i definiranih u Labora-
toriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter
kultura Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta, provedena je
primjenom gel elektroforeze u pulsiraju¢em polju (PFGE -
Puls Field Gel Electrophoresis) (Kos i sur. 2008). Dobivene re-
zultate potvrdila je i medunarodna institucija za identifikaciju

tocna taksonomska identifikacija / accurate taxonomic identification

humano podrijetlo za humane probiotike / human origin for human probiotics

netoksi¢nost i nepatogenost / nontoxic and nonpathogenic

bl Rl o

geneticka stabilnost (nema prijenosa plazmida) / genetically stable (no
plasmid transfer)

W

otpornost prema zuc¢nim solima / resistant to bile salts

e

otpornost prema niskim pH vrijednostima / resistant to low pH values

Opéi kriteriji /
General criteria

stabilnost pozeljnih karakteristika tijekom priprave kulture, skladiStenja i
isporuke / stability of desired characteristics during culture preparation,
storage and delivery

T 1-

visoka razina broja Zivih bakterija u probiotikom proizvodu (10°-10° mL™" ili
g™), npr. 100 g proizvoda osigurava 10%-10" Zivih stanica / viability at high
populations preferred at 10°-10° mL™" or g”, which means that 100 g of
probiotic product contains 10°-10'"° viable cells

brzo i1 lako razmnozavanje, izdvajanje, koncentriranje, smrzavanje i
liofiliziranje tijekom procesa priprave probiotickih kultura, te visok stupanj
prezivljavanja za vrijeme cuvanja i distribucije / adequate growth, recovery,
concentration, freezing and freeze-drying during the production of probiotic
cultures and viability during storage and distribution

10.

dobivanje Zeljenih organoleptickih svojstava kad su ukljueni u
fermentacijske procese / provision of desirable organoleptic qualities when
included in fermentation processes

Tehnoloski
Kriteriji /
Technological
criteria

11.

sposobnost prezivljavanja, razmnozavanja i metabolizamske aktivnosti u
"ciljanom" podruc¢ju primjene u organizmu / capable of survival,
proliferation, and metabolic activity at the target site

12.

sposobnost adhezije i kolonizacije crijevnog epitela / adherence and
colonization potential preferred

13.

produkcija antimikrobnih supstancija, ukljucujuc¢i bakteriocine, vodikov
peroksid i organske kiseline / production of antimicrobial substances,
including bacteriocins, hydrogen peroxide, and organic acids

14.

antagonisticka aktivnost prema patogenim 1 kariogenim bakterijama /
antagonistic activity toward pathogenic and cariogenic bacteria

15.

mogucnost kompeticije sa sudionicima normalne mikroflore, ukljucujuci iste
ili srodne vrste, otpornost prema bakteriocinima, kiselinama ili drugim
antimikrobnim supstancijama koje proizvodi autohtona mikroflora / able to
compete with the normal microflora, including the same or closely related
species, potentially resistant to bacteriocins, acid, and other antimicrobials
produced by residing microflora

16.

imunomodulacijski u¢inak / immunomodulatory effect

17.

sposobnost iskazivanja jednog ili vise klinicki dokumentiranih korisnih
ucinaka na zdravlje / able to exert one or more clinicaly documented health
benefits

Funkcionalni
Kriteriji /
Functional
criteria
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Slika 2. In vitro selekcija probiotickih sojeva (Suskovié, 1996)
Figure 2. In vitro selection of probiotic strains (Suskovié, 1996)

mikroorganizama BCCM/LMG-BACTERIA COLLECTION,
Gent, Belgija.

Duga tradicija uporabe bakterija mlijecne kiseline bez
Stetnog utjecaja na zdravlje Covjeka pribavila im je GRAS
(Generally Regarded As Safe) status prema US FDA, odnosno
QPS (Qualified Presumption of Safety) status prema legisla-
tivi Europske Unije. Odabir potencijalnih probioti¢kih sojeva
temelji se na in vitro istrazivanjima koja su dobar pokazatelj
za utvrdivanje probiotickih svojstava koja ¢e bakterijski so-
jevi pokazati u in vivo uvjetima (Slika 2). Pri tome se koriste
razliciti staticki i dinamicki modeli koji simuliraju uvjete u
gastrointestinalnom traktu (guékovié, 1996; De Boever i sur.
2000; Blanquet i sur. 2004). Glavnu prepreku prezivljavanju
potencijalnih probiotickih sojeva u gastrointestinalnom traktu
predstavljaju niski pH Zeluca, lizozim, zZu¢ne soli i probavni
enzimi, kao §to su pepsin i enzimi gusterace.

Probioticki sojevi selekcionirani u Laboratoriju za teh-
nologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura Pre-
hrambeno-biotehnoloskog fakulteta su pokazali visok stupanj
prezivljavanja u uvjetima niske pH vrijednosti hranjivog
medija te u prisutnosti supstancija kao §to su lizozim, fenol i

zuéne soli, konjugirane i dekonjugirane (Suskovié i sur., 1997a
i 1997b). Slijedila su istrazivanja prezivljavanja ovih sojeva
u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava. Detaljno
je istrazen tranzit od zeluca do krajnjeg dijela tankog crijeva
(ileuma), tj. eksperimenti su provedeni u prisutnosti pepsina,
mucina i pankreatina, uz dodatak protektora (kazeina, koncen-
triranih proteina sirutke i obranog mlijeka) uz odgovarajuce
pH vrijednosti pojedinog dijela probavnog sustava kojeg
probioticke bakterije trebaju pro¢i da bi kolonizirale prijelaz
iz tankog u debelo crijevo gdje je pozeljna njihova probioticka
aktivnost (Suskovi¢ i sur. 2000). Pri tome su definirane kriti¢ne
tocke kljuénih parametara pri kojima ispitivane bakterije
mlijecne kiseline mogu prezivjeti (Kos i sur. 2000).

3. Funkcionalna svojstva probiotickih bakterija

Antimikrobno djelovanje probiotickih bakterija, posebno
prema patogenim mikroorganizmima, vazno je funkcionalno
svojstvo probiotickih bakterija koje im osigurava kompetitivou
prednost u natjecanju za mjesta vezanja i hranjive tvari u in-
testinalnom sustavu. Utvrdivanje antagonistickog djelovanja
potencijlnih probiotickih sojeva prema patogenim i drugim
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mikroorganizmima provodi se razli¢itim in vitro metodama na
krutim i tekué¢im hranjivim podlogama kao i in vivo na pokus-
nim Zivotinjama (Suskovié, 1996; Kos, 2001; Frece, 2003).
Posebna pozornost je posvecena bakteriocinskoj aktivnosti
bakterija mlijecne kiseline koja je takoder detaljno proucavana
(Kos, 1995; Suskovi¢, 1996; Suskovié i sur., 1997a i 1997b).

Promjena mikrobnog metabolizma u intestinalnom trak-
tu, kao vazno funkcionalno svojstvo probiotickih bakterija,
posljedica je inhibicije rasta nekih sudionika crijevne mikro-
flore koji proizvode enzime (B-glukuronidazu, nitroreduk-
tazu, azoreduktazu i steroid-7a-dehidroksilazu) odgovorne
za kancerogene procese. S druge strane, probioticke bakterije
doprinose poboljsanju metabolizma laktoze kod laktoza-netol-
erantnih osoba povecanjem aktivnosti enzima B-galaktozidaze
u intestinalnom traktu, §to omogucava razgradnju laktoze pri
fizioloskoj deficijenciji tog enzima. Povrh toga, in vitro i in vivo
istrazivanja su pokazala da dekonjugacijska (hidrolazna) ak-
tivnost probiotickih sojeva prema konjugiranim Zu¢nim solima
uzrokuje snizavanje koncentracije kolesterola jer se kolesterol
talozi zajedno s istalozenim dekonjugiranim zu¢nim solima, $to
moze biti jo§ jedno, funkcionalno svojstvo probiotickih bak-
terija s dokazanom dekonjugacijskom aktivnoséu (Sugkovié i
sur., 2000, Kos, 2001).

Vazna funkcionalna svojstva probiotickih sojeva su ad-
hezija na crijevni epitel i poticanje imunoloskog odgovora
domacina. Na temelju istrazivanja provedenim u Labora-
toriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter
kultura Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta ustanovljena
je in vitro adhezija probiotickih sojeva Lactobacillus helveti-
cus M92, Lactobacillus plantarum L4 1 Enterococcus faecium
L3 na epitelne stanice ileuma i zeluca Swiss albino miseva i
svinja pasmine Landras, $to je potvrdeno i in vivo na pokus-
nim Swiss albino misevima te je dokazano imunomodulaci-
jsko djelovanje sva tri probioti¢ka soja kroz poveéanje razine
ukupnih IgA i IgG antitijela u serumima pokusnih miSeva
(Kos i sur. 2003; Frece, 2003; Frece i sur., 2005a 1 2005b).
Ispitane su i moguénosti primjene ovih probiotickih sojeva
u kombinaciji s razli¢itim prebiotickim supstratima u svrhu
postizanja pojacanog, sinbiotickog ucinka. Oralna imuniza-
cija pokusnih miSeva sa sinbiotickim pripravcima uzrokovala
je jaci imunoloski odgovor od pojedinacnih probiotickih so-
jeva i samih prebiotickih supstrata (Frece, 2007). Adhezija
i kolonizacija intestinalnog trakta pokusnih Swiss albino
miSeva bila je bolja kad su se umjesto probiotickih koristili
sinbioti¢ki pripravci, a ustanovljena je i kompetitivna ekskluz-
ija nepozeljnih sudionika crijevne mikroflore, enterobakterija
i sulfitoreducirajucih klostridija, nakon tretmana Swiss albino
miSeva s probiotickim i sinbiotickim pripravcima triju sele-
kcioniranih probiotickih sojeva (Frece i sur. 2009).

U svrhu istrazivanja mehanizma adhezije probiotickih
sojeva na intestinalne epitelne stanice domacina, $to je bitan
preduvjet njihovog probiotickog djelovanja in situ, neophod-
na su istrazivanja fizikalno-kemijskih karakteristika stanicne
povrsine bakterijskih sojeva za probiotiCku primjenu. Bak-
terijska adhezija zapocinje nespecificnim fizikalno-kemijskim
interakcijama koje onda omogucavaju specifiéne interakcije
adhezina s povrSine bakterijske stanice i komplementarnog
receptora na epitelnim stanicama u intestinalnom sustavu.

Istrazivanja u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzi-
ma, probiotika i starter kultura Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta pokazala su da je autoagregacija Cesta znacajka bak-
terijskih sojeva sa sposobnoscu adhezije na crijevni epitel, kao
1 vaznost povrsinskih proteina bakterijskih stanica u procesu
adhezije (Kos i sur., 2003; Frece i sur., 2005a). PovrSinski pro-
teini bakterija (engl. surface layer proteins — slp) su medijatori
razlicitih stani¢nih procesa poput adhezije, transporta hranjivih
tvari, a kod pojedinih probiotickih sojeva iz roda Lactobacillus
imaju i funkcionalnu ulogu u zastiti bakterijske stanice i njenom
imunomodulacijskom djelovanju na domacéina. Proteomickom
analizom stani¢nih proteina bakterije Lactobacillus helveticus
M92 (Beganovi¢ i sur., 2010), utemeljenoj na metodologiji
koja je prethodno razradena i primjenjena na bakteriji Lacto-
coccus lactis subsp. lactis kao modelnom mikroorganizmu za
proucavanje bakterija mlijecne kiseline, identificirani su protei-
ni prisutni u netopljivoj frakciji, s posebnim osvrtom na proteine
stani¢ne ovojnice, koji su potencijalni adhezini, imunomodu-
latori, pa Cak i potencijalni prenositelji oralnih vakcina koje
poticu mukozalni odgovor. Najsuvremenijim proteomickim
pristupom, primjenom LC-MS/MS (teku¢inske kromatografije
vezane na tandemsku spektrometriju masa), identificirano je
cak 399 razli¢itih proteina koji ¢ine netopljivi proteom bak-
terije L. helveticus M92, od kojih je 30 eksprimirano u stresnim
uvjetima, tijekom prolaska probioti¢kog soja kroz gastrointes-
tinalni trakt «germ-free» misa (Beganovi¢, 2008; Beganovi¢ i
sur., 2010). SDS-PAGE ukupnih i povrsinskih stani¢nih pro-
teina bakterije L. helveticus M92 pokazala je karakteristicnu
proteinsku vrpcu SlpA proteina, tzv. povrsinskog parakristal-
nog S-sloja, koja je potvrdena i analizom pomoc¢u LC-MS/MS
(Beganovi¢, 2008). Na temelju rezultata dobivenih pomocu
spektrometra masa izraden je dendrogram kojim su usporedeni
povrsinski Slp proteini iz razliitih Lactobacillus sojeva radi
usporedbe homologije SlpA iz L. helveticus M92 sa Slp pro-
teinima drugih bakterijskih vrsta (Beganovi¢, 2008). Provede-
no je i sekvenciranje slpA gena iz L. helveticus M92. Uspored-
bom sekvencije gena s/pH iz soja L. helveticus CNRZ 303 sa
kompletnom sekvencijom slpA gena iz L. helveticus M92 vidi
se da usporedeni geni pokazuju veliki stupanj homologije, a
nesto manji stupanj homologije sa sekvencama gena slpA iz
sojeva L. acidophilus ATCC 4356 i L. acidophilus NCFM koje
su dostupne u bazi podataka na web stranici NCBI (Beganovic,
2008).

Povrsinski, parakristalni S-sloj bakterije L. helveticus M92
je prema rezultatima istrazivanja provedenim u Laboratoriju
za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta odgovoran za kompar-
ativnu prednost pred drugim sudionicima autohtone crijevne
mikroflore, za prezivljavanje L. helveticus M92 u nepovoljnim
uvjetima gastrointestinalnog trakta, a sudjeluje i u procesu ad-
hezije ispitivanog probiotickog soja na crijevne epitelne sta-
nice pokusnih Swiss albino miSeva i svinja pasmine Landras
(Kos, 2001; Kos i sur. 2003; Frece i sur. 2005a). L. helveticus
M92 se pokazao kao ucinkovit imunomodulator, a istraZivanja
na pokusnim Swiss albino miSevima su pokazala imunomodu-
lacijsko djelovanje samih, proc¢is¢enih povrsinskih proteina S-
sloja (Frece, 2007; Frece i sur. 2009). Zbog svih dosadasnjih
spoznaja postoji veliki znanstveni interes za SIpA proteine i
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PROBIOTICI / PROBIOTICS
(Zivi mikroorganizmi / live microorganisms)
~ ~

Bioterapeutici / Biotherapeutics Probiotigke kulture / Probiotic cultures

Proizvodi za terapiju ili Proizvodi koji promoviraju
prevenciju bolesti / Products for zdravije / Products that promote health
therapy or disease prevention

l / AN

Funkecionalna hrana**f
Functional food**

Zivi lijekovi* / Living Dodaci hrani / Food
drugs* supplements

* Odobrenje / Permission of US FDA (USA Food and Drug Administration),
FOSHU (Food for Specified Health Use — Japan), European Commission Health
and Consumer Protection Directorat-General, 2003)

farmaceutska industrija naziva nutraceuticima / The same probiotic culiures
named as functiocnal food by food industry are named nutriceuticals by
pharmaceutical industry

* |ste probiotitke kulture koje prehrambene tvrike nazivaju funkcionalnom hranom,

Slika 3. Klasifikacija probiotickih proizvoda (Sleator i Hill, 2008; Suskovié i sur., 2010)

Figure 3. Classification of probiotic products (Sleator and Hill, 2008, Suskovié et al., 2010)

moguénostima njegove primjene kao
nositelja oralnih vakcina, te u terapiji
do sada neizljecivih autoimunih bolesti
kao §to je multipla skleroza (Suskovié i
sur., 2010).

4. Proizvodnja probiotika kao
zivih lijekova

Probiotici se prema nacinu
primjene mogu podijeliti na bioterapeu-
tike 1 funkcionalne dodatke hrani (Slika
3). Bioterapeutici su probioticki sojevi
namijenjeni za terapiju ili prevenciju
bolesti $to ih svrstava u kategoriju zivih
lijekova, dok probiotici kao funkcion-
alni dodaci hrani promoviraju zdravlje
tj. pozitivno utje€u na ravnotezu cri-
jevne mikroflore (Periti i Tonelli, 2002;
Sugkovi¢, 2009). Cesto iste probioticke
kulture, koje prehrambene tvrtke na-
zivaju funkcionalnim dodacima hrani,
farmaceutska industrija naziva nu-
traceuticima (Sleator 1 Hill, 2008).
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Slika 4. Postupak priprave praskastog oblika probiotika kao Zivih lijekova u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probi-
otika i starter kultura na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu (Suskovié i sur., 2010)

Figure 4. Workflow for the preparation of powder form probiotic bacteria as living drugs in Laboratory for Antibiotic, Enzyme, Probiotic
and Starter Culture Technology at the Faculty of Food Technology and Biotechnology University of Zagreb (Suskovié et al., 2010)
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S tehnoloskog aspekta proizvodnje probiotika kao zivih
lijekova vazno je osigurati i optimalne uvjete tijekom priprave
i Cuvanja probiotika radi mikrobioloske stabilnosti proizvoda.
Dodatkom krioprotektora i lioprotektora, te mikroinkapsu-
liranjem probiotickih sojeva tijekom zamrzavanja, susenja ili
¢uvanja, moze se bitno povecati broj zivih stanica po gramu
probiotickog pripravka (Kailasapathy, 2002; Kos i sur., 2008).
Mnogi znanstveni radovi opisuju utjecaj razliCitth metoda
mikroinkapsulacije na povecanje stabilnosti i prezivljavanja
probiotika tijekom njihove proizvodnje i primjene. Mikroinka-
psulacija je tehnoloski postupak imobilizacije probiotickih
bakterija unutar ograni¢enog prostora s ciljem njihove zastite
tijekom biotehnoloSkog postupka proizvodnje i primjene kao
bioterapeutika (Champagne i Fustier, 2007). Postupak priprave
praskastog oblika probiotika kao zivih lijekova u Laboratoriju
za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i starter kultura
na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu je prikazan na slici
4 (Suskovi¢ i sur., 2010; Beganovi¢ i sur., 2009). Probioticki
sojevi Lactobacillus helveticus M92, Lactobacillus plantarum
L4 i Enterococcus faecium L3 prezivljavaju proces liofilizacije
u visokom broju, a najveci postotak prezivljavanja postignut
je uz dodatak obranog mlijeka i glicerola kao lioprotektora.
Ucinkovitost mikroinkapsulacije, vlazne biomase probiotickih
bakterija, u odnosu na mikroinkapsulaciju liofiliziranih sta-
nica ispitivanih probioti¢kih sojeva pokazala se uspjesnijom.
Mikroinkapsulirane probioticke stanice bolje prezivljavaju u
simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta od stanica koje
nisu bile mikroinkapsulirane. Mikroinkapsulacija probiotickih
sojeva u alginatu pokazala se kao obecavaju¢a metoda koja
doprinosi boljem prezivljavanju u simuliranim uvjetima
gastrointestinalnog trakta, stoga bi mogla imati primjenu u
biotehnoloskoj proizvodnji probiotika kao zivih lijekova (Keo-
hane i sur., 2009).

Nekoliko preglednih znanstvenih radova detaljno opisuje
fiziolosku aktivnost i mehanizam djelovanja probiotika kao i
rezultate provedenih klini¢kih istrazivanja koja potvrduju ko-
risne zdravstvene ucinke probiotika (guékovié, 1996; Suskovié
i sur., 2001, Suskovi¢ i sur. 2010; Ouwehand i sur., 2002;
Periti i Tonelli, 2002; Reid, 2006). Na temelju znanstvenih i
klini¢kih istrazivanja moze se reci da probiotici mogu biti vrlo
ucinkoviti u sprje¢avanju razlicitih vrsta crijevnih i urogenital-
nih infekcija, te posebice za uspostavljanje normalne crijevne
mikroflore nakon antibioticke terapije. Danasnja istrazivanja
upozoravaju na sve veci u¢inak probiotickih mikroorganizama
u suzbijanju razli¢itih bolesti, a posebice u suzbijanju kancero-
genih procesa u probavnom sustavu. Obecavajuéi rezultati s
prvom generacijom probiotika nude novu generaciju probi-
otika (zivih lijekova) gdje ¢e se kombinacija razlicitih sojeva
s komplementarnim djelovanjem koristiti u lijecenju razlicitih
gastrointestinalnih i urogenitalnih bolesti ili ¢e se koristiti kao
vektori za vakcine, imunoglobuline i druge terapijske proteine
(Ljungh 1 Wadstrém, 2009).
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