ZDRAVSTVENI UCINAK | PRIMJENA KVASCA
SACCHAROMYCES BOULARDII

Stanic¢, Maja

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Karlovac
University of Applied Sciences / VeleuciliSte u Karlovcu

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:128:101362

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-21

Repository / Repozitorij:

( , VELEUCI_LISTE U KI_-\RLQVCU
Karlovac University of Applied Sciences Repository Of Karlovac University Of Applled

D

Sciences - Institutional Repository

AN §epér

rd i r.ns k. h r DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLI


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:128:101362
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.vuka.hr
https://repozitorij.vuka.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/vuka:2423
https://dabar.srce.hr/islandora/object/vuka:2423

VELEUCILISTE U KARLOVCU
STRUCNI STUDIJ PREHRAMBENA TEHNOLOGIJA
PRERADA MLIJEKA

MAJA STANIC

ZDRAVSTVENI UCINAK I PRIMJENA KVASCA
SACCHAROMYCES BOULARDII

ZAVRSNI RAD

KARLOVAC, 2022.






VeleucdiliSte u Karlovcu
Struéni studij prehrambena tehnologija

Prerada mlijeka

Maja Stani¢

Zdravstveni uc¢inak i primjena kvasca

Saccharomyces boulardii

Zavrsni rad

Mentor: dr. sc. Bojan Matijevi¢, prof. v.s.
Broj indeksa studenta: 031461053

Karlovac, rujan 2022.



IZJAVA O AUTENTICNOSTI ZAVRSNOG RADA

Ja, Maja Stani¢, ovime izjavljujem da je moj zavrSni rad pod naslovom
Zdravstveni u¢inak i primjena kvasca Saccharomyces boulardii rezultat vlastitog rada i
istraziva te se oslanja se na izvore i radove navedene u biljeSkama i popisu literature. Ni
jedan dio ovoga rada nije napisan na nedopusten nacin, odnosno nije prepisan iz necitiranih
radova i ne krsi autorska prava.

Sadrzaj ovoga rada u potpunosti odgovara sadrzaju obranjenoga i nakon obrane uredenoga

rada.

Karlovac, 29. rujan 2022.

Maja Stani¢




TEMELJIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Veleuciliste u Karlovcu Zavr$ni rad
Odjel prehrambene tehnologije
Strucni studij prehrambena tehnologija

Znanstveno podrucdje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

ZDRAVSTVENI UCINAK I PRIMJENA KVASCA SACCHAROMYCES BOULARDII
Maja Stanié

Rad je izraden ...
Mentor: dr.sc. Bojan Matijevié, prof. v.s.

Is’?cfg?)i(ici su zivi mikroorganizmi koji pruzaju zdravstvenu dobrobit za domacina bilo da dolaze u fermentiranoj
hrani ili osu$eni u obliku kapsula. Oni pripadaju bakterijama iz rodova Lactobacillus, Bifidobacterium ili
Bacillus. Osim bakterija probiotike nalazimo i medu kvascima iz roda Saccharomyces. Saccharommyces
boulardii je kvasac koji se intenzivno istrazuje u pogledu probiotickih svojstava, a prema najnovijim
molekularnim istrazivanjima taksonomsi se svrstava vrsti Saccharomyces cerevisiae, iako su po svojstvima
potpuno razli¢iti. Prema nekim autorima, radi se o varijetetu navedene vrste. Saccharommyces boulardii
pokazuje terapeutska svojstva kod dijareja izazvanih djelovanjem antibiotika, prisustvom Clostridium dificile,
pojave iritabilnog kolona, kod osoba oboljelih od AIDS-a i sl. Osim toga ovaj kvasac ima potencijal za
prehrambenu industriju, proizvodnju mlije¢nih proizvoda, bezalkoholnik i alkoholnih pi¢a (posebice piva i vina),

a moze se koristiti i kao zastitna kultura kako bi se sprijecilo kvarenje hrane uzrokovano plijesnima.

Broj stranica: 27

Broj slika: 4

Broj tablica: 7

Broj literaturnih navoda: 47
Broj priloga: -

Jezik izvornika: hrvatski

Kljuéne rije¢i: primjena, probiotici, Saccharomyces boulardi, zdravstveni u¢inak
Datum obrane: 29. rujan 2022.

Struéno povjerenstvo za obranu:

dr. sc. Goran Sarié, V. pred.

2. dr. sc. Jasna Halambek, v. pred.

3. dr. sc. Bojan Matijevié, prof.v.s.

4. dr. sc. Marijana Blazi¢, prof.v.§. (zamjena)

=

Rad je pohranjen u knjiznici Veleu¢ilista u Karlovcu, Trg J.J. Strossmayera 9, 4700 Karlovac, Hrvatska.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Karlovac University of Applied Sciences Final paper
Department of Food Technology
Professional Study of Food Technology

Scientific Area: Biotechnical Sciences
Scientific Field: Food Technology

HEALTH EFFECT AND APPLICATION OF SACCHAROMYCES BOULARDII YEAST
Maja Stanié

Final paper performed at ...
Supervisor: Ph.D. Bojan Matijevié, college prof.

Abstract

Probiotics are live microorganisms that provide health benefits to the host whether they come in fermented food
or dried in capsule form. They belong to bacteria from the genera Lactobacillus, Bifidobacterium or Bacillus. In
addition to bacteria, probiotics are also found among yeasts from the genus Saccharomyces. Saccharommyces
boulardii is a yeast that is intensively researched in terms of probiotic properties, and according to the latest
molecular research, taxonomists classify it as Saccharomyces cerevisiae, although their properties are
completely different. According to some authors, it is a variety of the mentioned species. Saccharommyces
boulardii shows therapeutic properties in diarrhea caused by the action of antibiotics, the presence of
Clostridium difficile, the appearance of irritable colon, in people suffering from AIDS, etc. In addition, this yeast
has potential for the food industry, the production of dairy products, non-alcoholic and alcoholic beverages
(especially beer and wines), and can also be used as a protective culture to prevent food spoilage caused by
molds.

Number of pages: 27

Number of figures: 4

Number of tables:7

Number of references: 47

Original in: Croatian

Key words: application, health effect, probiotics, Saccharomyces boulardi

Date of the final paper defense: 29 November 2022

Reviewers:
1. Ph.D. Goran Sarié, sen. lecturer
2. Ph.D. Jasna Halambek, sen. lecturer
3. Ph.D. Bojan Matijevié, college prof.
4. Ph.D. Marijana Blazié, college prof. (substitute)

Final paper deposited in: Library of Karlovac University of Applied Sciences, J.J.Strossmayer Square No.
9, Karlovac, Croatia.



Sadrzaj

L0 YO ] PSSP 1
2. TEORIJISKI DIO....ooi ittt et e e et e e et e e s aaeeanneas 2
2.1. OsnovNi POJMOVI 0 PrODIOLICIMA.......ccuviiiiieiieieiesie s 2
2.1.1. Izbor sojeva za probiotiCKu UPOTabU .........ccvviiiiiiiiie i 3
2.1.2. Rod, vrsta i sojevi koji se koriste Kao probiotiCi .........cccceveveviieiieneiiieieeie e, 5
2.2. KVaSCi 1 NJINOVA PIIMJENA.....c.ueiiiiieie e sieesie et sre e reenesneesnes 6
2.2.1. UPOraba KVASCA ........eiuieiieiieieiesie sttt 7
2.3. KVaSCi KO PrODIOTICH. ......cuveuiiieiiiiiiiiiisieee e 8
2.3.1. Svojstva kvasca Saccharomyces boulardii...........ccccceevveveeieiiieiieie e 9
2.3.2. Mehanizmi djelovanja probioti¢kog kvasca Saccharomyces boulardii.............. 11
2.3.3. UCINAK N ZATAVIJE .....eeiiiiiiieeiece e 12
2.3.4. Sigurnost unosa Saccharomyces boulardii kao probiotika ...........ccccooevvennne. 16
2.4. Saccharomyces boulardii u proizvodnji hrane...........cccccevevveieiiccecce e 16
2.4.1. Primjenat Saccharomyces boulardii u mlije¢nim proizvodima ............cc.ccevunee. 17
2.4.2. Primjena Saccharomyces boulardii u proizvodnji bezalkoholnih pi¢a.............. 23
2.4.3. Primjena Saccharomyces boulardii u proizvodnji alkoholnih pi¢a.................... 23
2.4.4. Saccharomyces boulardii kao zastitna mikrobna kultura..............cccccceeeevvenenne. 24
3. ZAKLIUCCL ... 25

A LITERATURA ettt nnee s 26



1. UVOD

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO) i Medunarodnom znanstvenom
udruzenju za probiotike 1 prebiotike (ISAPP) (Hill i sur., 2014), probiotici su “zivi
mikroorganizmi koji daju zdravstvene dobrobiti kada se daju u odgovaraju¢im koli¢inama”.
ISAPP je fermentiranu hranu definirao kao "hranu dobivenu Zzeljenim rastom
mikroorganizama i enzimskom pretvorbom sastojaka hrane™ (Marco i sur., 2021). Primjeri
fermentirane hrane su jogurt, sirevi, kefir, kiseli kupus i sl.

Probiotici pripadaju bakterijama iz rodova Lactobacillus, Bifidobacterium ili Bacillus i
mogu biti prisutni u hrani (neki jogurti mogu sadrzavati probiotike) ili dodatcima prehrani
(kapsule). Osim bakterija probiotike nalazimo i medu kvascima iz roda Saccharomyces.

Kvasac Saccharomyces boulardii otkrio je znanstvenik Henri Boulard davne 1923.
godine. Naime, tijekom svog putovanja po Indokini, Boulard je uocio kako lokalno
stanovniStvo koristi egzoticno vocée lychee i mangosteen za tretiranje dijareje koji je simptom
kolere. Ubrzo je otkrio da je za zdravstvene koristi ovog voca zapravo zasluZan kvasac.

Za razliku od bakterija, koje su takoder jednostani¢ni organizmi, stanica kvasca ima
drugaciji nacin djelovanja, medutim, u konacnici imaju nekoliko zajednickih svojstva. |
bakterije 1 kvasci vazni su u proizvodnji hrane, mogu biti opasni, ali takoder mogu pokazivati
I blagotvoran ucinak na zdravlje ljudi. Poznato je da bakterije mlije¢ne kiseline doprinose
stvaranju ravnoteZe u crijevima, a na sli¢an nain to moze Ciniti i kvasac Saccharomyces
boulardii.(Vranesi¢-Bender, 2016)

Cilj rada je prikazati svojstva kvasca Saccharomyces boulardii, njegovu primjenu u

proizvodnji hrane 1 blagotvoran ucinak na zdravlje ljudi.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. Osnovni pojmovi o probioticima

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije, ,,Probiotici su zivi organizmi koji
konzumirani u odredenom broju (minimalno 10° CFU/dnevno) iskazuju zdravstveni uginak
iznad granica normalne prehrane” (Suskovié¢ i sur., 2009). Kao takvi, mogu se sastojati od
jednog soja bakterija ili biti smjesa mikroorganizama, a njihova aktivnost nije ograni¢ena na
gastrointestinalni trakt ve¢ moZze djelovati na mikrobnu zajednicu respiratornog ili
urogenitalnog trakta. Probiotici se prema nacinu primjene mogu podijeliti na bioterapeutike i
funkcionalne dodatke prehrani. Bioterapeutici spadaju u kategoriju “zivih lijekova” a
namijenjeni su za prevenciju i terapiju mnogih bolesti (Suskovié i sur., 2009). Funkcionalni
dodatci prehrani pozitivno utjedu na ravnotezu crijevne mikroflore i imunoloski sustav. Cesto
ih farmaceutska industrija naziva nutraceuticima. Prema definiciji, nutraceutik je svaka tvar
koja je hrana ili dio hrane s medicinskim ili zdravstvenim dobrobitima, ukljucujuéi prevenciju
ili lije¢enje bolesti (Cali¢ i sur., 2011). Mehanizmi djelovanja koje su istrazivaci otkrili u
razli¢itim probiotickim sojevima uklju¢uju modulaciju imunoloskog sustava, interakcije s
gastrointestinalnom mikrobiotom, proizvodnju organskih kiselina, konkurentnu isklju¢enost,
poboljsanu barijernu funkciju, proizvodnju malih molekula sa sistemskim djelovanjem i
proizvodnju enzima. (Sanders, 2018.) Na zalost, jo§ je mnogo toga nejasno. Nisu svi
mehanizmi dokazani na ljudima, niti su povezani sa pozitivnim zdravstvenim ishodom kod
ljudi, a osim toga, probiotici ¢e doprinijeti odredenom klinickom ishodu kroz vise razli¢itih
mehanizama, $to komplicira istrazivanje (Sanders, 2018). Postoje dva pristupa povecanju
broja korisnih mikoroorganizama u gastrointestinalnom sustavu. Prvi je unoSenje zivih
organizama - probiotika, a drugi je uvodenje selektivnih ugljikohidrata, odnosno energije
probioticima - prebiotika. (Suskovié i sur., 2009). Prema Medunarodnoj znanstvenoj udruzi za
probiotike 1 prebiotike, prebiotici selektivno poticu rast 1 aktivnost probiotika i na taj nacin
utjecu pozitivno na cjelokupno zdravlje organizma. Za razliku od probiotika, prebiotici nisu
zivi mikroorganizmi ve¢ neprobavljivi sastojci hrane, posebna vrsta vlakana, koja potjecu iz
biljaka. Poznati prebiotici ukljucuju polisaharide i oligosaharide kao S$to su, galakto -
oligosaharidi, frukto — oligosahardi od kojih su najpoznatiji inulin i laktuloza te oligosaharidi
iz maj¢ina mlijeka (Anadon i sur., 2016). Inulin (B — (2,1) — fruktan) je jedan od najvise
istrazenih i koriStenih prebiotika iz porodice fruktana. Komercijalno se dobiva se iz korijena

cikorije hidrolizom uz enzim inulazu. Nalazi se u manjim koli¢inama i u mesu, bananama,



ceSnjaku i1 Sparogama. Slino probioticima, prebiotici pripadaju generalno u klasu “hrane
debelog crijeva” odnosno hrane koja je usla u debelo crijevo i sluzi kao supstrat endogenih
bakterija debelog crijeva, S§to neizravno opskrbljava domacina energijom, metabolickim
supstratima i esencijalnim mikronutrientima. lako inulin i oligofruktoza nemaju izravan
imunogeni uc¢inak oni mogu, utjecajem na crijevnu floru, posredno modulirati razlicite
parametre imunoloskog sustava (Anadon i sur, 2016). Pojam koji opisuje sinergijsko
djelovanje probiotika i prebiotika u svrhu promicanja zdravlja zovemo sinbiotik (Hauser i
sur., 2020, Kréeli¢, 2020).

2.1.1. Izbor sojeva za probioticku uporabu

Soj probiotika je identificiran rodom, vrstom, podvrstom i alfanumerickom oznakom.
Za pronalazak ucinkovitog probiotika, potrebna je tocna taksonomska identifikacija te
potpuna karakterizacija soja $to je vrlo vazno za precizno utvrdivanje dobrobiti pojedinog soja
iz mjesavine kultura u probiotickom proizvodu (Hauser i sur, 2020). Takoder, za razliku od
klasi¢nih mlije¢nih starter kultura, probioticki mikroorganizmi moraju zadovoljiti Citav niz
kriterija kako bi bili pogodni za uporabu. Neki od tih kriterija ukljucuju otpornost na zu¢ne
soli, Zelu¢anu kiselinu i proteolitiCke enzime, proizvodnju antimkrobnih tvari, da ne utjecu
nepovoljno na senzorska svojstva proizvoda te da pritom koloniziraju debelo crijevo
(Suskovi¢ i sur., 2009). Detaljniji pregled kriterija za izbor probioti¢kih sojeva navedeni su u
tablicama 1, 2, 1 3. Budu¢i da mlijeko nije prirodan supstrat rasta za probioticke bakterije koje
potjecu iz probavnog sustava, potrebno je izbje¢i moguce probleme kao §to je previse spor
rast i razvoj kiseline, slabo prezivljavanje u proizvodu tijekom ¢uvanja, slab okus i aroma
proizvoda. To se kontrolira uporabom tradicionalnih kultura u proizvodnji komercijalnih
probiotickih proizvoda (Tamime i sur., 2003). Da bi proizvod uopce imao terapijska svojstva

mora sadrzavati minimalno 10° Zivih stanica/ml (Tratnik i BoZani¢, 2012).



Tablica 1. Kriteriji za odabir probioti¢kog soja (Prilagodeno prema Sugkovi¢ i sur., 2009,
Kréeli¢, 2020).

Tocna taksonomska identifikacija.

Humano podrijetlo probiotika za ljudsku uporabu.
Netoksicnost i nepatogenost.

Geneticka stabilnost.

Otpornost prema zu¢nim solima.

Otpornost prema niskim pH-vrijednostima.

Opéi kriteriji

ok E

1. Stabilnost pozeljnih karakteristika tijekom priprave kulture,
skladiStenja 1 isporuke.

2. Visoka razina broja zivih bakterija u probiotickom proizvodu
(10° - 108 mlI™).

3. Brzo i lako razmnozavanje, izdvajanje, koncentriranje,
smrzavanje 1 liofiliziranje tijekom procesa priprave probiotickih
kultura te visok stupanj prezivljavanja za vrijeme ¢uvanja i
distribucije.

4. Dobivanje Zeljenih organoleptickih svojstava kada su ukljuc¢eni
u fermentacijske procese.

Tehnoloski kriteriji

1. Sposobnost prezivljavanja, razmnozavanja i metabolicke
aktivnosti u “ciljanom” podrucju primjene u organizmu.

2. Sposobnost adhezije i kolonizacije crijevnog epitela.
3. Produkcija antimikrobnih supstanci.
4. Antagonisti¢ka aktivnost prema patogenim 1 kariogenim
Funkcionalni bakter!Jama. . L .
Kriteriji 5. Moguénost kompeticije sa sudionicima normalne mikroflore,

ukljucujudi iste ili srodne vrste, otpornost prema bakteriocinima,
kiselinama ili drugim antimikrobnim supstancama koje
proizvodi autohtona mikroflora.

6. Imunomodulacijski uc¢inak.

7. Sposobnost iskazivanja jednog ili viSe klini¢ki dokumentiranih
korisnih ucinaka na zdravlje.




2.1.2. Rod, vrsta i sojevi koji se koriste kao probiotici

Soj probiotika je identificiran rodom, vrstom, podvrstom i alfanumerickom oznakom
koja identificira specificni soj. U znanstvenom svijetu dogovorena je nomenklatura
mikroorganizama — primjerice, Lactobacillus casei DN-114 001 ili Lactobacillus rhamnosus.
Marketing i trziSna imena ne podlijezu tom dogovoru. Prema smjernicama Svjetske
zdravstvene organizacije i Organizacije za hranu i poljoprivredu proizvodaci probiotika bi
morali registrirati njihov soj u medunarodnu bazu koja ¢e dati dodatnu oznaku soju. Tablica 2.

pokazuje nekoliko primjera komercijalnih sojeva i njihova imena (Houser i sur., 2020).

Tablica 2. Nomenklatura koja se koristi za probiotike (Houser i sur., 2020).

Oznaka Meglzl::grk(;dna "Nadimak™ Naziv
Rod Vrsta Podvrsta | geneticke oy geneticke -
o geneticke - proizvoda
varijante s varijante
varijante
Lactobacillus | Rhamnosus | none GG ATTC53103 LGG Culturelle
Bifidobacterium| animalis lactis DN-173010 | CNCM 1-2494 Bifidus regularis Activia jogurt
Bifidobacterium| longum longum 35624 NCIMB 41003 Bifantis Align

Koristenje oznaka probiotika je vazno radi mogucénosti povezivanja direktne dobrobiti
s konkretnim sojem ili kombinacijom sojeva u odgovaraju¢im efektivnim dozama na ¢emu se
moze tada i preporuciti odredeni soj za Zeljeni ucinak. Neki sojevi imaju sposobnost utjecati
na neuroloSke, imunoloske i antimikrobne aktivnosti, iako treba uzeti u obzir kako su neki
mehanizmi aktivnosti probiotika vrlo sli¢ni ili isti unutar razli€itih sojeva, vrsta pa ¢ak 1
rodova. Tako je, primjerice, u brojnim probiotiCkim sojevima prisutna sposobnost
povecavanja proizvodnje kratkolancanih masnih kiselina ili snizavanje intraluminalnog pH
debelog crijeva. Brojni sojevi kojima se pripisuju mnoge dobrobiti pripadaju upravo vrstama
Lactobacillus i Bifidobacterium (Houser i sur., 2020).

Mikroorganizmi koji se upotrebljavaju za proizvodnju probioti¢kih proizvoda najcesce
pripadaju rodovima Lactobacillus, Bifidobacterium i Saccharomyces, a koji su dio mikrobne
populacije probavnog i urogenitalnog trakta ljudi (i zivotinja). NajéeS¢e bakterije koje se
koriste u proizvodnji probiotickih proizvoda su: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum, Lactobacillus casei ssp. casei i Lactobacillus rhamnosus. Bakterije mlijecne kiseline
I bifidobakterije karakterizira sposobnost stvaranja razli¢itih organskih spojeva i kiselina,
vodikovog peroksida, ugljikovog dioksida, diacetila 1 bakteriocina koje luce u staniSte u

kojem rastu (Samardzija i sur., 2009).



Valja napomenuti da se zna i za druge vrste koje nisu potpuno istrazene iako se koriste
dugi niz godina. Primjerice, rod Bacillus se koristi ve¢ 50 godina u talijanskom proizvodu
komercijalnog imena Enterogermina. Neke od vrsta iz tog roda bakterija koje bi mogle biti
obecavaju¢e su Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus coagulans i
Bacillus licheniformis. Budu¢i da je rije¢ o sporogenim bakterijama uocene su brojne
prednosti u proizvodnji probiotickih proizvoda sa takvim kulturama. Neke od njih su
primjerice visoka otpornost spora na toplinu, niski pH, moguénost ¢uvanja na sobnoj

temperaturi i otpornost na antibiotike (Soccol i sur., 2010, Kréeli¢, 2020).
2.2. Kvasci i njihova primjena

Kwvasci su eukariotski jednostani¢ni organizmi iz carstva Fungi. Veéina vrsta kvasaca
pripada koljenu Ascomycota, a nekoliko njih su Basidiomycota. Danas je poznato vise od
1500 vrsta kvasaca (Kurtzman i Fell, 2006), medu kojima je najpoznatiji modelni kvasac
Saccharomyces cerevisiae. Razmnozavanje kvasaca moze biti aseksualno pupanjem ili
fisijom, odnosno popre¢nom diobom te seksualno stvaranjem spora. Kvasci su heterotrofni
organizmi koji preferiraju metabolizirati Secere, koje prevode do etanola i CO,, ali mogu
koristiti razli€ite izvore ugljika, poput aminokiselina, organskih kiselina, poliola, alkohola,
masnih kiselina 1 drugih spojeva, ovisno o vrsti kvasca. Prema procesu kojim dobivaju
energiju, kvasci se dijele na: nefermentativne kvasce Kkoji imaju samo respiracijski
metabolizam; obligatno-fermentativne koji mogu metabolizirati samo glukozu kroz alkoholnu
fermentaciju; i fakulativno-fermentativne kvasce koji imaju ili potpuno respiracijski ili
fermentativni metabolizam 1ili ¢ak oba, ovisno o uvjetima rasta, vrsti i koncentraciji izvora
ugljika te dostupnosti kisika (Toffalo i Suzzi, 2016). Neki su kvasci patogeni za ljude i

Zivotinje (poput kvasca Candida albicans), a neki su vazni u biotehnoloskoj proizvodnji.

Tablica 3. Znacaj kvasaca u proizvodnji hrane i pica (Fllet, 2006).

Proizvodnja sastojaka i dodataka u preradi hrane.

Kvarenje hrane i pica.

Bioloska kontrola patogenih mikroorganizama i mikroorganizama kvarenja.
Probiotici i bioterapijske aktivne tvari.

Izvor alergena iz hrane.

Izvor oportunistickih, patogenih kvasaca.




2.2.1. Uporaba kvasca

Uporaba i proizvodnja kvasca temelji su biotehnologije (bioprocesno inZenjerstvo) i
prehrambene tehnologije. U industrijskoj biotehnoloskoj proizvodnji primjenjuje se tek 20-ak
rodova kvasaca, a najznacajniji su askomiceti iz roda Saccharomyces, koji su vazni uzro¢nici
vrenja (fermentacije) pa se rabe kao pivski, vinski, alkoholni i pekarski kvasac. Da bi se
stanice kvasca razmnozavale i rasle, potrebna im je energija koju dobivaju iz razlicitih Secera.
U procesu alkoholne fermentacije kvasci Secere fermentiraju u ugljikov dioksid i etilni
alkohol. U proizvodnji kruha, ugljikov dioksid ostaje zarobljen u tijestu i uzrokuje povecanje
volumena, a alkohol isparava u procesu pecenja. Sojevi Saccharomyces cerevisiae preinaceni
metodama genetickog inzenjerstva se u nekoliko posljednjih desetlje¢a rabe u suvremenoj
farmaceutskoj proizvodnji bioloskih lijekova (npr. inzulina). Osim toga, S. carlsbergensis
vazan je u proizvodnji nekih piva, a S. kefyr jedan je od uzro¢nika specifi¢énog vrenja mlijeka
kojim nastaje kefir (Godini¢ Mikul¢i¢, 2020).

Europska agencija za lijekove (European Medicines Agency, EMA) odobrila je
uporabu 20-ak bioloskih lijekova proizvedenih u stanicama kvasaca koji se trenutaéno nalaze
na europskome trziStu. Neki kvasci sluZze u proizvodnji enzima, vitaminskih pripravaka (B-
kompleks), karotenoida astaksantina (snazan antioksidans) i bioloskih lijekova (poput
efedrina za lijeCenje pluénih bolesti). Rabe se i u proizvodnji mikrobne biomase (u
bioreaktorima za proizvodnju krmiva, gnojiva i razli¢itih kemikalija), limunske kiseline,
kvasceva ekstrakta (aditivi i arome u hrani), etanola iz ksiloze (tzv. drvni Secer) ¢ime na
veoma ekonomican nacin nastaje bioetanol, te u procesima za obradbu otpadnih voda

kemijske industrije, gdje kvasci metaboliziraju aromatske spojeve (Godini¢ Mikul¢i¢, 2020).

Slika 1. Prikaz stanica kvasca S. cerevisiae snimljen elektronskim mikroskopom (Recek i
sur., 2018).



2.3. Kvasci kao probiotici

Kvasac Saccharomyces cerevisiae ima dugu povijest upotrebe u proizvodnji hrane, ali
su rijetko ispitivana njegova probioti¢ka svojstva. Medutim, jedan drugi iz istoga roda, blisko
povezan, S. boulardii, koji je otkrio francuski mikrobiolog Henri Boulard 1920. god. On je u
Indokini trazio nove vrste kvasca za procese fermentacije. Uspio je izolirati novu vrstu kvasca
koji je nazvao "Saccharomyces boulardii”. Patent za ovaj kvasac otkupio je Laboratories
Biocodex 1947. god., i zapoCeo s istrazivanjima i proizvodnjo. Slika 2. prikazuje interes za
ovu vrstu kvasca 1 broj objavljenih znanstvenih publikacija, ukljuc¢ujuéi pretklinicke radove o
mehanizmima djelovanja, zivotinjske modele uéinkovitosti, farmakokinetiku, rane studije o
sigurnosti 1 rasponu doza. Osim toga, trenutatno postoji veliki broj randomizirana
kontrolirana klini¢ka ispitivanja, koja obuhvacaju ispitanike (pedijatrijski i odrasli ispitanici),
istrazujuci sigurnost i u¢inkovitost S. boulardii, a obuhvacaju nekoliko indikacija bolesti, od

kojih je 81% pronaslo znacajnu ucinkovitost za S. boulardii. (McFarland, 2010).

18 r — Randomizirana kontrolna istrazivanja

16 F Ostala istrazivanja

14 =

12

Broj istraZivanja

1 1 ‘.'
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| 1 1 1 | 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1
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Slika 2. Prikaz objavljenih znanstvenih publikacija o S. boulardii u periodu od 1976. do 2009.
(McFarland, 2010).



2.3.1. Svojstva kvasca Saccharomyces boulardii

Kvasac S. boulardii pripada porodici Saccharomycetaceae, koljenu Ascomycota,
veli¢ine je izmedu 4 1 8 pum, okruglog je ili elipticnog oblika i1 tvori askospore. Raste na
standardnom hranilisStu za kvasce, sposoban je asimilirati i fermentirati ugljikohidrate i
prirodno je rezistentan na antibiotike. Optimalna temperatura rasta kvasaca S. boulardii je
37°C sto je i fizioloska temperatura ¢ovjekova tijela. Takoder, dobro podnosi uvjete niske pH
vrijednosti od 2 do 4 1 otporan je na Zucne soli i sokove gusterace. Upravo zbog toga, kvasac
S. boulardii ima moguénost primjene u svojstvu probiotika. Osim toga, nema patogena
svojstva, a produktima vlastitog metabolizma iskazuje i antipatogeno djelovanje (McFarland,
2010; Tomici¢, 2018).

Tablica 4. Metabolicke, fizioloSke i genetske znacéajke S. boulardii (Sen, 2020).

Znacajke Parametri
Optimalna temperatura rasta 37°C
Otpornost na visoke temperature (52 °C) 65% odrzivosti
pH otpornost na kiselinu (pH = 2/1h) DA, 75% odrzivosti
Tolerancija na zuéne kiseline (>0,3% (w/v)) NE, prezivljavanje do 0.10% (w/v)
Osnovna pH otpornost (pH = 8) DA
Asimilacija galaktoze NE
Ploidnost Diploid
Homo ili heterotalne Homotalne
Vrsta razmnoZzavanja Obhoje
Sporulacija Asporogen, ali daje plodne hibride sa S. cerevisiae
Stvaranje pseudohifa Povecéana

*w=tezina, v=volumen

Identifikacija kvasca S. boulardii kao zasebne vrste ili varijeteta vrste S. cerevisiae i
dalje je predmetom brojnih znanstvenih istrazivanja. Rezultati brojnih taksonomskih studija
su pokazali, da je S. boulardii soj kvasca S. cerevisiae (van der Aa Kuhle i sur., 2005;
Tomici¢, 2018). Isto tako, S. boulardii se ne priznaje kao posebna vrsta u skladu sa trenutnom
taksonomijom, i kao takav, kvasac treba se imenovati kao Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii. Pored toga, kvasac S. boulardii je moguce odvojiti od ostalih sojeva vrste S.
cerevisiae s obzirom na njegov probiotski potencijal, njegovu nesposobnost da koristi

galaktozu i proizvodi askospore. Iz tih razloga neki znanstvenici vjeruju da se probioticki




kvasac treba smatrati kao zasebna vrsta. Isto tako, nekoliko studija posebno sa
mikrosatelitskim polimorfizmom su pokazale jasan obrazac na osnovu koga je moguce
napraviti razlika izmedu kvasaca S. boulardii i S. cerevisiae (van der Aa Kuhle i Jespersen,
2003). Pored mikrosatelitskog polimorfizma tu je i analiza RAPD (Rapid Amplified
Polymorphic DNA) pomoc¢u kojih je moguce razlikovati sojeve vrsta S. boulardii i S.
cerevisiae, kao i razlikovanje na osnovu elektroforetskih kariotipova izmedu S. boulardii u
usporedbi sa S. cerevisiae (Czerucka i sur., 2007). Zbog sukobljenih rezultata istrazivanja u
praksi se trenutno koristi ime S. boulardii (nom. nud). Nom.nud. (nomen nudum) je latinski
izraz koji oznacava »golo ime«. Termin se uglavnom koristi za vrste koje su slicne poznatim
vrstama, ali nisu jo$ uvijek taksonomski klasificirane. Ovi sojevi su u procesu dobivanja
znanstvenog imena, dok se ne dobije detaljan opis, Sto je u skladu sa vaze¢im standardima

nomenklature (ICZN, 2014; Tomici¢, 2018).

Slika 3. Mikroskopski prikaz kvasca S. boulardii (Hossain i sur., 2020).

Kvasac Saccharomyces boulardii se najces$¢e koristi u liofiliziranom obliku u
kapsulama ili granulama od 1962. god. kada je prvi puta predstavljen na francuskom trzistu
kao terapeutik za dijareju. Od 60-ih godina proslog stoljeca mnogim se eksperimentalnim i
pred klini¢kim studijama dokazao njegov protuupalni, antimikrobni, enzimatski, metabolicki 1
antitoksi¢ni ucinak. Istrazivanja korisnosti kvasca S. boulardii za organizam domacina
sustavno se provode od 1980 godine. Tako danas postoje mnogobrojni klinicki dokazi o
njegovoj ucinkovitosti (Tomici¢, 2018). Nadalje, S. boulardii je jedini probioti¢ki kvasac
znanstveno dokazanog djelovanja dvostrukim slijepim istraZivanjima te se danas smatra

jednim od najvrjednijih i najucinkovitijih probiotickih mikroorganizama (Tomici¢, 2018).
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Osim toga, postoje mnogobrojne pouzdane klinicke studije koje opisuju njegovo terapeutsko

djelovanje na razli¢ite probavne smetnje kod ljudi.
2.3.2. Mehanizmi djelovanja probiotickog kvasca Saccharomyces boulardii
Mehanizmi djelovanja probiotickog kvasca S. boulardii su sljede¢i (Tomici¢, 2018):

1. Inhibicija bakterijskih produkata
Kvasac S. boulardii proizvodi serinske proteaze, koje cijepaju toksin A i B patogene
bakterije Clostridium difficile (Im i Pothoulakis, 2010).

2.  Povecan imunoloski odgovor
Probioticki kvasac stimulira proizvodnju antitijela protiv toksina A patogene bakterije
C. difficile (Im i Pothoulakis, 2010; Czerucka i sar., 2007).

3. Modifikacija signalnih puteva, koji su ukljuceni u inflamatorne i neinflamatorne bolesti:

S. boulardii moze smanjiti inflamaciju u gastrointestinalnom traktu stimulirajuci
regulatorne T stanice i inhibiraju¢i mitogenom aktivirane protein (MAP) kinaze i nuklearni
faktor kapa B (NF-kB), $to dovodi do smanjenja lu¢enja interleukina (IL-8) i faktora nekroze
tumora alfa (Pothoulakis, 2009).

4.  Odrzavanje integriteta stanica odnosno funkcije stani¢ne membrane:
Kvasac S. boulardii u konkurenciji za mjestima vezanja u crijevima inhibira adheziju i
rast patogenih mikroorganizama na intestinalnom epitelu 1 na taj nacin sprecava oStecenje

ovih organizama (Czerucka i sur., 2007).

5.  Koflokulacija s patogenim bakterijama:
Probioti¢ki kvasac S. boulardii veze neke od patogenih bakterija (Escherichia coli i
Salmonella typhimurium) na svoju povrsinu (lecitin receptori) umjesto na crijevne receptore,

omogucavajuéi brze otklanjanje patogenih bakterija iz tijela (Czerucka i sur., 2007).

6.  Utjecaj na proliferaciju stanica:
Kvasac S. boulardii vezanjem na ciljano mjesto u crijevima utje¢e na proliferaciju
stanica. U slu¢aju karcinoma debelog crijeva blokira receptor za epidermalni faktor rasta
(EGFR) i time blokira s EGF (epidermalni faktor rasta) induciranu proliferaciju i potice

apoptozu (Im i Pothoulakis, 2010).
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7. PoboljSanje biostrukture fecesa:
Kvasac S. boulardii ima povoljan utjecaj na poboljSanje biostrukture fecesa kod
pacijenata sa dijarejom sprecavanjem izlucivanja vode i elektrolita kao 1 povecavanje broja
disaharida, koji se tako lakSe razgraduju u monosaharide i absorbiraju u krvi (Im i

Pothoulakis, 2010).

8.  Utjecaj na sekreciju imunoglobulina A (IgA):
Nedavne studije potvrduju, da probioticki kvasac S .boulardii moze utjecati na
sekreciju imunoglobulina A (IgA) (Rodrigues i sur., 2000). S .boulardii takoder stimulira
proizvodnju imunoglobulina A, koji inhibira inflamatorni put (Im i Pothoulakis, 2010).

2.3.3. Ucinak na zdravlje

Brojne dobrobiti na zdravlje pripisuju se S. boulardii. Medutim, mali broj zdravstvenih
tvrdnji je potvrden dobro smiSljenim istrazivanjima, posebno je mali broj istrazivanja u
pedijatriji. S. boulardii je zivi kvasac koji se intenzivno koristi kao probiotik i Cesto se prodaje
kao dodatak prehrani (McFarland, 2010). Identificirano je nekoliko mehanizama djelovanja
na domacina kao i protiv patogenih mikroorganizama, a ukljucuju regulaciju homeostaze
crijevne mikroflore, ometanje sposobnosti patogena da koloniziraju i inficiraju sluznicu,
modulaciju lokalnih i sustavnih imunolo$kih odgovora, stabilizaciju funkcije
gastrointestinalne barijere i indukcije enzimske aktivnosti koja pogoduje apsorpciji i prehrani
(tablice 5 6).

Visestruki profilakticki 1 terapeutski ucinci ovog probiotickog kvasca u upalnim
gastrointestinalnim bolestima naglasavaju ucinkovitost S. boulardii u crijevnim bolestima.
Ova ucinkovitost u prevenciji i lijeCenju akutnih i kroni¢nih gastrointestinalnih bolesti

odredena je mnogim ¢imbenicima i procijenjena je u nekoliko klini¢kih ispitivanja (tablica 7).
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Slika 4. Mikroskopski prikaz T84 stanica izlozenih djelovanju Saccharomyces boulardii i

Salmonella typhimurium (Czerucka i sur., 2007).
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Tablica 5. Zdravstveni uc¢inak S. boulardi na probavni sustav (Kelesidis i Pothoulakis, 2012).

Luminalno djelovanje

1. Antimikrobno djelovanje

Inhibicija rasta bakterija i parazita

Smanjenje crijevne translokacije patogena

Neutralizacija ¢imbenika patogenosti bakterija

Supresija adherencije stanica domacina koja ometa kolonizaciju bakterija

2. Antitoksinski ucinci

Inhibicija veznih mjesta za receptore toksina

Stimulacija proizvodnje antitijela protiv toksina A Clostridium difficile

Izravna proteoliza patogenih toksina/lzlu¢ivanje enzima

(Proizvodi serin proteazu koja cijepa C. difficile toksin A)

Sinteza fosfataze od 63 kDa koja uniStava endotoksin patogene Escherichie coli
Proizvodnja protein od 120 kDa koji smanjuje djelovanje toksina kolere

3. Unakrsna komunikacija s normalnom mikrobiotom

Kada se S. boulardii daje miSevima izloZenim antibioticima ili pacijentima s dijarejom, normalna mikrobiota
brzo se uspostavlja.

Troficko djelovanje na sluznicu crijeva

Smanjuje broj zaraZenih stanica i potice rast i diferencijaciju crijevnih stanica kao odgovor na troficne
¢imbenike.

Sprjecava apoptozu i sintezu TNF

Smanjuje mukozitis

Obnavlja puteve transporta tekucine

Stimulira proizvodnju proteina i energije te obnavlja metabolicke aktivnosti u epitelnim stanicama debelog
crijeva

Izlu¢uje mitogene faktore koji pospjesuju restituciju stanica

Pospjesuje otpustanje enzima membrane

Stimulira proizvodnju glikoproteina

Stimulira proizvodnju crijevnih poliamina

Vraca normalnu razinu kratkolan¢anih masnih kiselina u debelom crijevu (SCFA)

Stabilizira funkciju gastrointestinalne barijere i jaca uske spojeve enterocita

Smanjuje hiperplaziju kripti i oSte¢enje stanica u modelima kolitisa

Smanjuje crijevnu propusnost kod pacijenata s Crohnovom boleséu

Regulacija imunolo$kog odgovora

1. S. boulardii stimulira urodeni imunitet

Pokreée aktivaciju komplementa i migraciju monocita i granulocita

Povecava broj Kiipfferovih stanica u miseva bez mikroflore

Pojacava imunoloski odgovor sluznice i sekretorne razine IgA u crijevima

Pojacava sustavni imunolo$ki odgovor i razine IgG u serumu na toksine A i B C. difficile.

Doprinosi ranijoj proizvodnji IFN-y i IL-12

Stimulira regulatorne T stanice

Inhibira aktivaciju T stanica izazvanu dendritskim stanicama

Modificira migraciju limfocita kod kroni¢ne upalne bolesti crijeva

Modificira prianjanje limfocita na endotelne stanice, poboljsava kotrljanje i prianjanje stanica

2. Smanjenjem proupalnih odgovora i promicanjem mukoznih protuupalnih signalnih u¢inaka
Smanjuje ekspresiju proupalnih citokina (IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-a. i IFN-y)

Povecava ekspresiju protuupalnog citokina IL-10

Ometa putove transdukcije signala posredovane NF-yB, u imunolo§kim i epitelnim stanicama debelog crijeva
Blokira aktivaciju ERK1/2 i MAP kinaza

Smanjuje NO i inhibira proizvodnju inducibilnog NOS

Modulira migracijsko ponasanje T stanica i poveéava hvatanje T pomo¢nih stanica u mezenteri¢ne limfne
¢vorove

Stimulira proizvodnju protuupalnih molekula u ljudskim kolonocitima kao §to je PPAR-y

ERK, kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom; IL, interleukin; INF-y, interferon gama; IgA, imunoglobulin A; IGF,
faktor rasta inzulina; MAP, mitogenom aktivirani protein; NF-kB, nuklearni faktor kapa B; NO, dusikov oksid; NOS,
dusikov oksid sintaza; PPAR-y, receptor-gama aktiviran proliferatorom peroksisoma; TNFa.: faktor nekroze tumora alfa
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Tablica 6. Ucinak S. boulardi na crijevne infekcije (Kelesidis i Pothoulakis, 2012).

Clostridium difficile

Inhibira dijareju posredovanu toksinom A, crijevnu upalu i histoloska o$te¢enja smanjenjem vezanja toksina
A-receptora

Otpusta proteazu koja cijepa toksine C. difficile i crijevne receptore toksina

Stimulira razinu specifiécnog imunoglobulina antitoksina A

Inhibira sintezu IL-8 i aktivaciju MAP kinaza Erk1/2 i INK/SAPK induciranu toksinom A C. difficile
Znacajno manje Zivotinja zarazenih C. difficile uginulo je ako im je davan S. boulardii

Helicobacter pylori

Mijenja strukturu H. pylori.

Vibrio cholera

Inhibira u¢inak toksina V. cholerae i smanjuje aktivnost cAMP-a
S. boulardii i CT receptori sisavaca mogu biti strukturno i funkcionalno sli¢ni i kvasac veze CT

Amebna dizenterija

Smanjuje broj crvenih krvnih zrnaca vezanih za amebe
Smanjuje broj ameba koje nose crvena krvna zrnca

EHEC

S. boulardii modificira signalizaciju domacina kao $to su putovi povezani s NF-xB aktivirani bakterijskom
invazijom s EHEC-om

Dodavanje monoslojevima kolonocita T84 smanjuje fosforilaciju MLC i smanjuje transepitelni otpor kao
odgovor na EHEC

EPEC

Modificira EPEC infekciju i djeluje kao receptor mamac za EPEC

Smanjuje broj unutarstani¢nih EPEC

Blokira transepitelnu otpornost i promjene propusnosti, ponistava poremecéenu distribuciju ZO-1 i odgada
apoptozu epitelnih stanica kao odgovor na EPEC

Defosforilira LPS iz E. coli O55B5

CT, toksin kolere; EHEC, enterohemoragi¢na E. coli; EPEC, enteropatogena E. coli; ERK, kinaza regulirana
izvanstani¢nim signalom; LPS, lipopolisaharid; MAP, mitogenom aktivirani protein; MLC, laki lanac miozina; NF-3B,
nuklearni faktor kapa B; ZO-1, zonula occludens 1

Tablica 7. Ucinkovitost S. boulardii u lijeCenju akutnih i kroni¢nih bolesti (Kelesidis i

Pothoulakis, 2012).

Akutne bolesti

Dijareja uzrokovana antibioticima
Infekcija Clostridium difficile

Akutna dijareja

Dijareja povezan s enteralnom prehranom
Putnicka dijareja

Infekcija Helicobacter pylori

Kronié¢ne bolesti

Crohnova bolest

Ulcerozni kolitis

Sindrom iritabilnog crijeva
Parazitske infekcije

Amebicni kolitis

Dijareja povezan s virusom HIV-a
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2.3.4. Sigurnost unosa Saccharomyces boulardii kao probiotika

Iako ni u jednom klinickom ispitivanju sa S. boulardii nisu primijeceni $tetni ucinci,
primjena ipak nije bez rizika. Upotreba S. boulardii povecava rizik od komplikacija
imunokompromitiranih  pacijenata. Sekundarne komplikacija s kvascima iz roda
Saccharomyces (fugemija) javlja se nakon njegove primjene kod pacijenata s teSkom opéom
ili crijevnom boles¢u koji su imali stalni kateter (Kelesidis i Pothoulakis, 2012).

Prijavljeno je gotovo 100 slucajeva sekundarne komplikacije sa S. boulardii. Smatra
se da je podrijetlo translokacija iz probavnog trakta ili kontaminacija preko ruku medicinskih
djelatnika. Doista, jednostavnim otvaranjem ambalaze sa S. boulardii moze kontaminirati
zrak, a posebno je opasna za pacijente s oslabljenim imunitetom. Nakon §to se dijagnoza
postavi, fungemija sa S. boulardii moze se ucinkovito lije¢iti antimikoticima, iako je
prijavljen neuspjeh lijecenja flukonazolom.

Prijavljena je i rijetka gastrointestinalna alergijska reakcija nakon §to je dojence
konzumiralo S. boulardii s ciljem lijeCenja enterokolitisa izazvanog proteinima hrane

(Kelesidis i Pothoulakis, 2012).
2.4. Saccharomyces boulardii u proizvodnji hrane

Interakcija kvasca S. boulardii s patogenim kolonizatorima gastrointestinalnog sustava
testirana je utvrdivanjem njegovog inhibitornog djelovanja na razliCite vrste bakterije
(Niamah 1 sur., 2017). IstraZivanja su provedena za 26 bakterijska izolata izoliranih iz
mlijeka, ribe, zemlje, mesa, zubi, opeklina te uzoraka tonzilitisa. Inhibicijsko djelovanje
kvasca na te izolate usporedivano je mjerenjem njihovog rasta u tekuem i na ¢vrstom
bakterioloskom hraniliStu.

Mjerenje stupnja inhibicije na krutom mediju izvrSeno je nasadivanjem bakterijskih
izolata u tri odvojena podrucja po agar hraniliStu (podru¢ja promjera 6 mm) te dodavanjem
ekstrakta metabolita kvasca u svako podrucje (50, 75 1 100 pL) koji su zajedno hladeni u
uvjetima obi¢nog hladnjaka kroz 2 sata a zatim inkubirani na 37 °C na 24 sata nakon ¢ega su
mjerene zone inhibicije. Kontrolni uzorak za oba medija bili su Cisti bakterijski izolati na
hranjivim medijima. Stupanj inhibicije u teku¢em mediju mjerio se mijeSanjem po 3 ml
bakterijskog izolata i ekstrakta metabolita kvasca, omjer 1:1, 10° — 108 cfu/ml, u hranjivoj juhi
koja je takoder inkubirana na 37 °C kroz 24 sata. Gustoca rasta mjerena je pomocu optickog
spektrometra pri 600 nm, a postotak inhibicije izraCunat je prema formuli: % inhibicije =

(uzorak bez ekstrakta metabolita kvasca — kontrolni uzorak cistog bakterijskog izolata) /
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uzorak bez ekstrakta metabolita kvasca X 100. Razlike u ucinkovitosti inhibicijskog
djelovanja na pojedinacne bakterijske vrste pripisuju se strukturnim razlikama u gradi
receptora sadrzanih u bakterijskoj stani¢noj stijenci (Niamah, 2010). Metaboliti S. boulardii
ucinkovito inhibiraju bakterijske vrste uzro¢nike kvarenja hrane kao i patogene bakterije
prisutne u hrani. Stupanj inhibicije kvasca S. boulardii na te izolate bio je vec¢i povecanjem
koncentracije inhibitornih metabolita. Posljedi¢no tome, kvasac S. boulardii moze se koristiti

i u svojstvu prirodnog konzervansa u odredenim vrstama hrane (Niamah i sur., 2017, llle,

2018).
2.4.1. Primjena Saccharomyces boulardii u mlije¢nim proizvodima

Najzastupljeniji oblik dostupnosti probiotika u ljudskoj prehrani su mlije¢ni proizvodi
a osobito fermentirana mlijeka te inkapsulirani probioticki mikrobni sojevi dostupni u
dodatcima prehrani.

Mljekarska industrija, u usporedbi s ostalom prehrambenom industrijom najbrze na
trziSte isporucuje nove funkcionalne prehrambene proizvode. Najéesée za tu se svrhu koriste
probioticki bakterijski sojevi koji se u formi kultura koriste u proizvodnji fermentiranih
mlijeka. Rjede se u sastavu kultura koriste odredene vrste probiotickih kvasca, a moguénost
koriStenje 1 kvasca S. boulardii je u eksperimentalnoj fazi. Izmedu ostalog, poznato je da
kvasac S. boulardii ima sposobnost jakog proteolitiCkog djelovanja i da stvara vise razli¢itih
peptidaza koje mogu razgradivati i proteine mlijeka. Takoder, ta vrsta kvasca ima i
sposobnost stvaranja visokih koncentracija vitamina B kompleksa. Zbog tih sposobnosti
utemeljena je pretpostavka da koristenje kvasca S. boulardii u mljekarskoj industriju moze
sluziti za pobolj$anje rasta bakterija iz sastava kultura u mlijeku (Niamah, 2017, llle, 2018).
Medutim za njegovo koriStenje u svojstvu probioti¢ke kulture provode se brojna vrlo
kompleksna istrazivanja (Yerlikaya, 2014). U svojstvu probiotickog kvasaca S. boulardii je
testiran u proizvodnji jogurta, kefira, acidofilno-kvaséevog mlijeka, toplinski obradenog
mlijeka na >135°C (UHT1 mlijeka) 1 sladoleda.

Jogurt

Hattingh i Viljoen (2001) za proizvodnju jogurta koristili su tekuc¢i (YNB broth2)
pripravak probiotickog soja S. boulardii ATCC 74012. Kvasac je najprije uzgojen na
modificiranoj hranjivoj podlozi za kvasce, a potom je pomijeSan sa sterilnom vodom da se

dobije minimalna koncentracija kvasca u inokulumu od 10° cfu/ml. Tako pripremljeni
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inokulum u koli¢ini od 2,5% koriSten je za proizvodnju standardnog i jogurta proizvedenog
od steriliziranog mlijeka (UHT postupak) te voénog jogurta. Nakon proizvodnje jogurti su u
kontroliranim uvjetima pohranjeni na temperaturi od 5°C tijekom 29 dana. Analizom je
utvrden nepromijenjen broj kvasaca sadrzanih u inokulumu od 7,6 logl0 cfu/ml u
standardnom i1 UHT jogurtu dok se u vo¢nom jogurtu pocetna populacija kvasaca povecala na
8,1 log10 cfu/ml. Porast broja kvasca S. boulardii u voénom jogurtu moze se pripisati vecoj
dostupnosti fermentiranih Secera, i derivata saharoze 1 fruktoze sadrzanih u vo¢nom dodatku.
Neovisno §to S. boulardii ne metabolizira laktozu, on ima sposobnost u mlijeku Kkoristi
dostupne organske kiseline, galaktozu i glukozu derivirane bakterijskim metabolizmom
laktoze iz sastava jogurtne kulture. Navedeno istraZivanje potvrdilo je sposobnost
prezivljavanja probioti¢kog soja S. boulardii ATCC 74012 u jogurtu 29 dana u broje ve¢em
od 10° cfu/ml (Pandiyan i Kumaresan, 2013). Pema usvojenim kriterijima da bi bilo koji
mikrobni soj imao status probiotickog soja, izmedu ostalog, mora imati u bilo kojem
prehrambenom proizvodu sposobnost preZivljavanja u broju veéem od 10° cfu/ml do kraja
njegova vijeka odrZivosti.

Sli¢no istrazivanje provedeno je za standardni (klasi¢ni) jogurtu koji je uz jogurtnu
kulturu inokuliran s pripravkom S. boulardii (43x106 cfu/ml), u koli¢inama od 1%, 2% 1 3%.
Potom je jogurt inkubiran na 37°C do kompletne koagulacije i pohranjen na 4°C kroz 21 dan.
Kontrolna skupina jogurta inokulirana je s 5 % klasi¢ne jogurtne kulture (92x108 cfu/ml).
Brzina sniZzavanja pH vrijednosti odnosno brzina zakiseljavanja mlijeka bila je manja za
jogurte s dodatkom S. boulardii inokuluma u odnosu na kontrolni jogurt. Utvrdene pH
vrijednosti nakon zavrSene fermentacije za jogurte s dodatkom 1%, 2% i 3% inokuluma bile
su 4,18; 4,12 i 4, 05 a pH vrijednost kontrolnog jogurta bila je 4, 22. Koncentracija slobodnih
aminokiselina (SAK) kao posljedica proteoliti€¢ke aktivnosti povecala se kod svih jogurta
inokuliranih kvascem S. boulardii, ovisno o duzini trajanja fermentacije. Za jogurte s
dodatkom 1%, 2 % i 3% inokuluma kod kojih je fermentacija trajala manje od 6 sati,
vrijednosti SAK bile su 70, 85, 1 95 pg/ml, a za kontrolni jogurt 50 pg/ml. Fermentacija duza
od 6 sati utjecala je na daljnje povecanje koncentracije SAK na 215, 230 i 250 pg/ml za
jogurte s dodatkom 1%, 2% i 3% inokuluma dok je u kontrolnom jogurtu koncentracija SAK
bila 200 pg/ml.

Dodatak S. boulardii inokuluma ima znaajan (p< 0, 05) utjecaj na kapacitet
zadrzavanja vode u jogurtu. U jogurtu s dodatkom 3% inokuluma kapacitet za zadrzavanje
vode bio je 50%, a kontrolnog jogurta 40%. Tako, inokulacija kvascem S. boulardii od 1%

smanjuje mogucnost sinereze za 88%, od 2% za 86% a od 3% za 85%). Za usporedbu,
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sinereza kontrolne skupine jogurta bila je 90 %. Osim toga, S. boulardii inokulum djeluje
sinergisticki na klasi¢nu kulturu jogurta i pospjesuje njeno prezivljavanje. Utvrdeno je da
nakon 21 dan pohrane klasicna jogurtna kultura u svom sastavu ima 7,53 loglO cfu/g
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 7,55 log cfu/g Streptococcus thermophilus i 6, 31
log cfu/g S. boulardii. Takoder, inokulumi s dodatkom 2% i 3% kvasca S. boulardii imaju
pozitivni uginak na reoloska i kemijska svojstva jogurta. Populacija Zivih kvasca vec¢a od 10°
cfu/g prisutna u jogurtu 21 dan pohrane zadovoljava kriterije za njegovo svrstavanje u
skupinu probioti¢kih jogurta (Niamah, 2017, llle, 2018).

Provedeno je i istrazivanje primjene S. boulardii pripravka u jogurtu od kozjeg
mlijeka. Proizvedena su 3 jogurta, jogurt 1- kontrolni jogurt s dodanom jogurtnom kulturom),
jogurt 2 - jogurt s dodanom jogurtnom kulturom i S. boulardii pripravkom, jogurt 3 — jogurt u
koji je S. boulardii dodan nakon inkubacije jogurtnom kulturom. Za proizvodnju jogurta
koriStena je klasi¢na jogurtna kultura (10" cfu/ml) dok je u jogurt 2 jo§ dodan S. boulardii
kvasac (10" cfu/ml). Uzorci su pohranjeni na 6°C kroz 28 dana. Mjerenjem brojnosti
populacije utvrdene su najvise vrijednosti, nakon 3 dana pohrane za jogurt 3 (5,6 logl0 cfu/g)
i nakon 10 dana za jogurt 2 (6,4 logl0 cfu/g). Nakon 28 dana pohrane, brojnost je bila 4,9
log10 cfu/g za jogurt 2 i 4,7 log10 cfu/g za jogurt 3. U usporedbi s jogurtom od kravljeg
mlijeka gdje broj S. boulardii od 107 cfu/g ostaje stabilan do 29 dana pohrane (Hattingh i
Viljoen, 2001; Karaolis i sur., 2013) kompatibilnost kozjeg mlijeka za izradu probioti¢kog
jogurta s kvascem S. boulardii je znaajno niza. Medutim, temperatura inkubacije u
navedenom istrazivanju bila je visa od optimalne za S. boulardii §to moze biti uzrokom
slabijeg rasta. Ipak, kao i u prethodnom istrazivanju, utvrdeno je da S. boulardii poboljsava
prezivljavanje bakterija iz sastava klasi¢ne jogurtne kulture kroz 28 dana i u kozjem mlijeku.

Senzorno ocjenjivanje kozjih jogurta provodilo se svaka 3 dana. Utvrden je jaki
,,K0zj1*“ okus 1 miris u jogurtu 1 za razliku od jogurta 2 i 3 koji su bili blazeg okusa i mirisa.
Nadalje, promjene u okusu jogurta utvrdene su u sredini na kraju njihove pohrane. Sredinom
pohrane u jogurtima 2 1 3 bio je neSto izrazeniji okus po etanolu uz pojavu intenzivnije
sinereze, a pri samom kraju pohrane jogurt 1 razvio je nepozeljan izrazito kiseli okus uz
pojavu grudica, dok je jogurt 3 imao jaki okus po etanolu i intenzivnu sinerezu. Jogurt 2 imao
je najbolja senzorna svojstva 1 ocijenjen je kao najbolji, a jogurt 3 kao najlosiji zbog prejakog
okusa etanola. Iako je etanol ocekivan kao metabolit kvasaca, njegove previsoke
koncentracije odbojne su potrosac¢ima. Skupnim ocjenjivanjem poZeljnosti takvih proizvoda,
13 od ukupno 16 ocjenitelja (81, 3%), potencijalnih potrosaca, iskazalo je zainteresiranost za

kupovinu takvih proizvoda koje su ocijenili kao ugodne, zadovoljavajuce teksture 1 okusa, a
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samo je jedan ocjenitelj istaknuo jaki ,,kozji* okus. Kako bi se kozji jogurt s kvascem S.
boulardii mogao plasirati kao nutraceutik potrebno je provoditi daljnja istrazivanja (llle,
2018).
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Kefir

Kefir je tradicionalno fermentirano mlijeko koje se proizvodi na podrucju istocne
Europe sve do Mongolije. Popularan je zato $to je prirodan probiotik i ljudi od pocetka
njegove proizvodnje znaju za dobrobit koju donosi zdravlju ljudskog organizma. Kefir, kao i
druga probioticka fermentirana mlijeka sadrzi zive mikroorganizme. Ti mikroorganizmi
sposobni su kompetitivno djelovati na patogene mikroorganizme i sudjelovati u uspostavi
ravnoteze pozeljne mikrobiote crijeva. S obzirom da kefirna kultura standardno ne sadrzi
kvasac S. boulardii provedeno je istrazivanje njegovog djelovanja i funkcionalnosti u
uvjetima kefira.

Ivanova i suradnici (2012) proveli su ispitivanje fermentacija 7 uzoraka 0,400 |
obranog kravljeg mlijeka s dodanom kefirnom kulturom (6 g kefirnih zrna) i S. boulardii
kvasacem (0,08 mg) u nizu od prve do sedme fermentacije, a uzorak bez dodanog kvasca
sluzio je kao kontrolni. Svaka fermentacija provedena je u istim uvjetima, na temperaturi od C
kroz 16 sati i s hladenjem od 4 sata do temperature od 4 °C. Uzorci su potom liofilizirani na —
50 °C u vakuumu koriStenjem laboratorijskog liofilizatora Martin Christ. Tijekom trajanja
fermentacija mjerena je kiselost kefira. Kiselost klasi¢no proizvedenog kefira je oko 4,4 (pH),
no na pocetku fermentacija zamijeceno je snizavanje pH vrijednosti zbog ¢ega su u 3. 1 5.
fermentaciji dodani sojevi S. thermophilus s pojacanim proteolitickim djelovanje (vece
nastajanje diacetila — okusne komponente) kako se pH ne bi previse snizio. Ukupan broj
kvasaca sadrzanih u kefirnim zrncima dodatkom S. boulardii soja se udvostrucio, dok se broj
bakterija iz dodane kefirne kulture nije mijenjao. Sveukupno, rezultati su pokazali da se
pokusni kefir sa S. boulardii dodatkom ne razlikuje od kefira proizvedenog na klasi¢an nacin,
StoviSe zamijeéeno je poboljSanje okusa te ne postoje prepreke za industrijsko koriStenje

ovakvih kultura za proizvodnju kefira (Ivanova i sur., 2012; llle 2018).
Acidofilno - kvascevo mlijeko

Kalpana (2008) je pokusno pripremio acidofilno-kvasc¢evo mlijeko iz steriliziranog,
obranog mlijeka koje je hladio do 30°C te mu dodao 2 % S. boulardii kulture (5 razlicitih
izolata), a uzorci su inkubirani na 37°C kroz 24 sata. Po zavrSetku inkubacije dodan je
Lactobaccillus acidophilus (NDC 15) u koli¢ini 1 % inokuluma te je uzorak dodatno
inkubiran jo§ 12 sati. Fermentacija je zatim prekinuta i uzroci su pohranjeni na 4°C. S.
boulardii iskoriStava mlije¢nu kiselinu za svoj rast i razmnozavanje te je uspje$no odrzavao

razinu populacije iznad 6 log jedinica. Kako bi se potvrdilo prezivljavanje S. boulardii u
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hladnim uvjetima pohrane duljeg trajanja usporedila se brojnost mikroorganizama u svjezem
uzorku u kojem je brojnost L. acidophilus iznosila 5,263 log cfu/ml i S. boulardii 7,10° log
cfu/ml te ona uzorka nakon 10 dana hladne pohrane gdje je brojnost L. acidophilus iznosila je
5,938 log cfu/ml i S. boulardii 7,195 log cfu/ml. Osim toga utvrdeno je sinergisticko

ponasanje izmedu kvasaca i L. acidophilus kulture ¢iji je rast poboljSan, a nisu zamijecene

negativne senzorne ili organolepticke promjene (Ille 2018).
Trajno mlijeko

Trajno mlijeko pripremljeno je s inokulumom od 2,5 % S. boulardii kulture.
Zamijeceno je prezivljavanje i poveéanje S. boulardii populacije s 8,15 log 10 cfu/ml na 8,5
log 10 cfu/ml unutar 29 dana pohrane UHT mlijeka na 5°C. Takoder pH mlijeka prvi dan je
bio 6,55, a kroz 29 dana kontinuirano 6,59. S obzirom na sterilizaciju mlijeka samo je mala
koli¢ina hidrolizirane laktoze bila dostupna kvascima. Svojim rastom i razmnozavanjem S.
boulardii je proizveo male, 1,04 %, koli¢ine mlije¢ne kiseline i etanola, 0,5%, $to dokazuje da
postoji funkcionalan metabolizam ugljikohidrata. Zaklju¢ak tog pokusa je da se kvasci poput
S. boulardii probiotickog soja uspje$sno mogu koristiti u proizvodnji mlijeka s obzirom da

dobro opstaju u tim uvjetima, a koli¢ine alkohola i plinova su nezamjetne (Hattingh i Viljoen,

2001; Ille, 2018).
Sladoled

Pokusna proizvodnja sladoleda (Pandiyan, 2010) ukljucivala je dodatak prebiotika
poput oligofruktoze i inulina sladoledu u koli¢inama od 3 %, a sve zajedno je homogenizirano
1 toplinski obradeno na 80 °C, 30 sekundi. Sladoled je potom ohladen na 5 °C 1 ostavljen da
odstoje preko noci na istoj temperaturi. Potom je ponovno tretiran na 80 °C, 30 sekundi 1
ohladen na 37 °C kada su dodani inokulumi L. acidophilus i S. boulardii, svaki zasebno i u
kombinaciji, u koli¢ini od 4 % te dalje inkubirani na istoj temperaturi do pH 5,5. Sladoled je
potom zamrznut i prepakiran u papirnate posudice od 50 ml te pohranjen na -18 °C i -23 °C.

Senzornim ocjenjivanjem, svi su se sladoledi (s pojedinacnim kulturama 1 mjeSovitim
kulturama) pokazali ispravnima i Zeljenih organoleptickih karakteristika bez narusenog okusa
te s zadrzavanjem potrebne brojcane populacije za klasifikaciju u probiotike, 10° cfu/ml.
Takoder, zamijeceno je da S. boulardii bolje raste u kombinaciji s L. acidophilus, nego kao
monokultura (Pandiyan, 2010; Ille 2018).
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Zbog velike popularnosti sladoleda, primjena S. boulardii u proizvodnji sladoleda
mogla bi se pokazati vrlo uspjesno jer na taj nacin ukusan desert postaje i funkcionalnom

hranom povoljnog djelovanja za ljudski organizam (Pandiyan i Kumaresan, 2013).
2.4.2. Primjena Saccharomyces boulardii u proizvodnji bezalkoholnih pi¢a

Pachori 1 Kulkarni (2017) istrazivali su upotrebu S. boulardii u razvoju probiotickog
kokosovog mlijeka i pokazali su da je konzumacija ovog proizvoda imala pozitivan u¢inak na
zdravlje. Osim toga, proces ukljucivanja probiotickog kvasca nije mijenjao senzorska svojstva
proizvoda. Na taj nacin autori preporucaju probioticko kokosovo mlijeko kao alternativno
pi¢e za vegetarijance i osobe alergicne na protein mlijeka, koje nisu u moguénosti
konzumirati probioticke mlije¢ne proizvode.

Senkarcinova et al. (2019) proucavali su upotrebu S. boulardii u razvoju probioti¢kog
bezalkoholnog piva. Oni su svojim istrazivanjem pokazali kako kvasac moze fermentirati
pivsku sladovinu i uspjesnije provodi fermentaciju. Dobiveno bezalkoholno pivo imalo je vise
hlapljivih spojeva. Takoder, njihovim istrazivanjem otvaraju se nove mogucnoSti U
proizvodnji bezalkoholnog piva s dodatnom pozitivnim uéinkom na zdravlje (Garcia i sur.,
2018; de Souza i sur., 2022).

Santana i sur. (2020) proucavali su i primjenu S. boulardii u soku od indijskog
ora$Cica iz brazilskog "cerrada" uz dodatak fruktoze, saharoze i ksilitola, te umjetnih sladila
aspartama, stevije i sukraloze. Uzorcima soka dodali su S. boulardii u koli¢ini 108 CFU/ mL.
Nakon 28 dana ¢uvanja broj Zivih stanica kvasca bio je veé¢i od 7 log CFU / mL §to upucéuje

da se navedeni sok moZe smatrati probiotickim napitkom.
2.4.3. Primjena Saccharomyces boulardii u proizvodnji alkoholnih pi¢a

S. boulardii je primijenjen u kombinaciji sa S. cerevisiae u proizvodnji craft piva. Ovo
istrazivanje je pokazalo da probioticki kvasac dobro prezivljava tijekom procesa fermentacije,
poveéava antioksidativna svojstva, ali i dominaciju na kraju zrenja piva u odnosu na S.
cerevisiae (Capece i sur., 2018). Stoga se moze primijeniti u proizvodnji craft piva bez ili
malim udjelom alkohola.

Mulero-Cerezo i sur. (2019) takoder su predlozili upotrebu S. boulardii kao vrijednog
probiotickog kvasca u proizvodnji craft piva, pruzajuéi veéu antioksidacijsku aktivnost, nizi

udio alkohola, sli¢na senzorska svojstva i ve¢u odrzivost stanica nakon 45 dana.
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Paula i sur. (2019) u svojim istrazivanjima su zakljucili da S. boulardii nudi novi put u
razvoju alkoholnih pi¢a i moguénost poboljsanja njihove kvalitete (Garcia i sur., 2018; de
Souza i sur., 2022).

2.4.4. Saccharomyces boulardii kao zastitna mikrobna kultura

Da Silva i sur. (2015) uspjes$no su pokazali sposobnost S. boulardii kao zastitne
kulture. Naime u istrazivanjima su znafajno smanjili tvorbu spora plijesni Aspergillus
parasiticus u kikirikiju. Utvrdeno je S. boulardii inhibira sporulaciju plijesni, postizué¢i bolje
rezultate ukoliko je veci broj zivih stanica. Takoder, prisutnost S. boulardii promijenila je i
boju kolonije A. parasiticus, ali ne i morfologiju spora. Smanjeno je i nastajanje aflatoksina u
prisutnosti S. boulardii, ali bolji u¢inak je postignut kada je djelovao kao dikultura (S.
boulardii i Lactobacillus delbrueckii) Stanice kvasca ostale su zive u kikirikiju i nakon 300
dana skladistenja (Garcia i sur., 2018).

U drugom istrazivanju, Heling i sur. (2017.) analizirali su upotrebu S. boulardii kao
bioloSke zaStite kod banana.. Banane su prethodno dezinficirane i tretirane stanicama S.
cerevisiae ili S. boulardii te kontaminirane sa plijesni Colletotrichum musae. S. cerevisiae ili
S. boulardii smanjili su za 48 odnosno 35% nekrozu tkiva banane. Stoga su autori zakljucili
da se navedeni kvasci potencijalno mogu koristiti kao zastitne kulture kako bi se suzbila

aktivnost navedene plijesni (Heling i sur.. 2017; Garcia i sur., 2018; de Souza i sur., 2022).
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3. ZAKLJUCCI

Na temelju prikupljene literature i analize dostupnih podataka mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

1. U podrucju probiotika provode se brojna klinicka istrazivanja kako bi se utvrdila njihova
zdravstvena dobrobit, razvijaju se novi proizvodi, ali i otkrivaju nove vrste bakterija s
potencijalnim probioti¢kim djelovanje, ali i kvasca Saccharomyces boulardii.

2. Saccharomyces boulardii se prema molekularnim istrazivanjima taksonomski svrstava
vrsti Saccharomyces cerevisiae, iako ima potpuno razlicita svojstva.

3. Klinicka istraZivanja pokazuju povoljan utjecaj na zdravlje kvasca Saccharomyces
boulardii, pokazuje terapeutska svojstva kod dijareja izazvanih djelovanjem antibiotika,
prisustvom Clostridium dificile, pojave iritabilnog kolona, kod osoba oboljelih od AIDS-a
idr.

4. Saccharomyces boulardii moze se unositi u organizam kao dodatak prehrani (kapsule,
osus$eni prah) ili kao zive stanice u obliku razli¢itih prehrambenih proizvoda.

5. Novija istrazivanja pokazuju potencijal primjene kvasca Saccharomyces boulardii u
proizvodnji hrane, razli¢itih mlije¢nih proizvoda, bezalkoholnih i alkoholnih pi¢a.

6. Saccharomyces boulardii moze se koristiti kao mikrobna kultura za zastitu od kvarenja

hrane uzrokovano plijesnima, ali i nastanka mikotoksina.
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