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Inventia se refera la un procedeu de testare a viabilitatii unor tulpini de Lactobacillus sp.,
ce sintetizeaza exopolizaharide, in vederea realizarii de produse probiotice si sinbiotice, prin
utilizarea unui procedeu experimental de simulare in vitro a nivelului gastric si intestinal uman.

Rezistenta la trecerea prin tractul intestinal uman a reprezentat tema principala a multor
proiecte de cercetare pentru demonstrarea potentialului probiotic la numeroase tulpini de
bacterii lactice si bifidobacterii. In ultimul deceniu, se urméreste transferul unor astfel de studii,
in vitro, la nivelul unor modele de laborator care sa simuleze fiecare parte a tubului digestiv
uman.

Testarea produselor se poate face prin simularea separata a conditiilor din stomac si
intestin subtire. Astfel, pentru testarea unei tulpini in vederea utilizarii ei in realizarea de pro-
duse probiotice si/sau sinbiotice, utilizeaza sisteme de simulare sau procedee experimentale
in vitro pentru nivelul gastric si intestinal. Una dintre cele mai importante proprietatii ale
microorganismelor probiotice este capacitatea lor de a supravietui la trecerea prin mediul acid
din stomacul uman, si la atacul acizilor biliari in intestin. Mai multi cercetatori au studiat supra-
vietuirea lui Lactobacillus acidophilus si Bifidobacterium spp. in prezenta valorilor scazute de
pH si sarurilor biliare. Pentru ca a supravietuit mai bine, Bifidobacterium animalis este adesea
folosit in produsele fermentate. S-a studiat supravietuirea a diferite tulpini ale genului
Bifidobacterium in mediu acid similar celui gastric. S-a stabilit ca Bifidobacterium longum
tolereaza concentratiile de acizi/saruri biliare mai mari cu 4%. Acele tulpini de Lactobacillus sp.
si Bifidobacterium sp. nu supravietuiesc conditiilor din momentul tranzitului gastrointestinal, gi
nu sunt, sau nu ar trebui utilizate la obtinerea de produse functionale. Astfel, selectia de tulpini,
pe baza tolerantei la acidul gastric si saruri biliare, contribuie la evidentierea proprietatilor
biologice si la cunoasterea comportamentului la stres al acestor tulpini probiotice bacteriene.

Brevetul American US 7666638 determina rezistenta a doua tulpini de Lactobacillus
reuteri si Lactobacillus buchneri la acidul gastric si saruri biliare, in prezenta laptelui, obtinand
valori ale viabilitatii de 102...10° UFC/ml. Datele de literatura indica faptul ca, pentru a se obtine
efecte terapeutice dorite, viabilitatea ar trebui s fie de 10°...10° UFC/m.

Blazenka Kos, Jagoda Suskovic, Jadranka Goreta si Srecko Matosic, “Effect of
Protectors on the Viability of Lactobacillus acidophilus M92in simulated Gastrointestinal
Conditions”, 17 ianuarie 2000, prezinta influenta efectului protectorilor mucina si a
constituentilor regimului alimentar, cum ar fi cazeina, proteine concentrate din zer (WPC) si
lapte degresat asupra viabilitatii L acidophilus M92 in conditii gastrointestinale simulate.
L. acidophilus este considerat a fi printre lactobacilii prezenti in mod predominant in tractului
testinal al oamenilor sanatosi. Capacitatea L. acidophilus de a supravietui si sa-si pastreze via-
bilitatea la trecerea prin tractul gastrointestinal (Gl) este una dintre principalele caracteristici
dezirabile pentru activitatea probiotica. A fost determinata influenta mucinei si a constituentilor
dietetici, cum ar fi cazeina, proteine concentrate din zer (WPC) si lapte degresat, asupra supra-
vietuirii L. acidophilus M92 in conditii izolate simulate. O suspensie de celule spalate a fost ex-
pusa la pepsina (3 g/L) si clorura de sodiu (5 g/l) la pH = 1,5, 2,0, 2,5 si 3,0, precum si la pan-
creatina (1 g/L), clorura de sodiu (5 g/l) si oxgall (1,5, 2,0, 3,0, 5,0 mg/ml) la pH = 8,0, imitand
mediu Gl. Mult mai mare toleranta la sucul gastric i din intestinul subtire a fost observata in
prezentd de mucina si proteine din lapte, in special cu WPC. Influenta WPC, ca cel mai bun
protector asupra viabilitatii celulare a L. acidophilus M92 in sucul gastric si intestinul subtire
simulat, a fost confirmat printr-un model matematic. S-au stabilit puncte critice, indicand conditii
Glin care L. acidophilus M92 poate fi tolerat. Aceste observatii au aratat ca L. acidophilus M92
supravietuieste la pH = 1,99 in suc gastric artificial timp de 2 h, si la 3,1 mg/ml oxgall in suc
intestinal simulat timp de 4 h, in timp ce, in prezenta WPC, acesta tolereaza pana la pH chiar
mai mic (1,77) si concentratie mai mare de oxgall (4,25 g/L). in plus, doar 15% din
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celule de L. acidophilus M92 au supravietuit tranzitului direct din sucul gastric simulat la sucul
intestinului subtire simulat, dar cu adaos de WPC, 45% din celulele L. acidophilus M92 au
supravietuit. Aceste rezultate au sugerat adaugarea WPC ca protector in preparatul de
L. acidophilus M92, pentru utilizare ca probiotic.

Problema pe care o rezolva inventia consta in realizarea unui procedeu de testare a
viabilitatii unor tulpini de bacterii lactice, producatoare de exopolizaharide, prin utilizarea unui
sistem de simulare in vitro a tractului gastrointestinal.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca sucul
gastric sau sucul intestinal, continand sarurile biliare de la nivelul gastric si al intestinului subtire,
se filtreaza pe un filtru Millipore cu porozitate de 0,45 ym, Tn conditii sterile, se adauga in tuburi
Duron, din sticla borosilicata, prevazute cu dop GL18 si sept din silicon sterilizabil, cu volum de
20 ml, peste care se adauga culturi de tulpini microbiene, pentru testat, sub forma de suspensii
de celule viabile, se agita si se determina viabilitatea in mod computerizat, cu un sistem de citire
automat, prin intermediul unui soft adecvat.

Prin aplicarea inventiei se obtine urmatorul avantaj: tulpinile pot fi testate in profunzime
din punct de vedere microbiologic (viabilitate), rezultand cu precizie la ce compusi sunt sensibile
si in ce concentratie, comparativ cu studiile anterioare.

Prezenta inventie dezvolta un protocol experimental de testare a viabilitatii tulpinilor
probiotice de bacterii lactice, avand ca model protocolul prezentat de catre Kos si colab., prin
utilizarea tulpinii Lactobacillus rhamnosus IL 1 si IL 4.2. Procedeul dezvoltat utilizeaza tuburile
Duran prevazute cu sept din silicon sterilizabil. Aceste tuburi sunt sterilizate, in prima faza, prin
autoclavare, goale, la 121°C, timp de 20 min. Intreg procedeul propus are loc intr-o hota in flux
laminar, iar solutiile care se prepara se folosesc dupa sterilizare cu filtru Millipore Millex-HA,
porozitate 0,45 pym. Solutiile test se introduc in momentul utilizarii cu o seringa sterila, volum
50 ml, iar in momentul introducerii tulpinii liofilizate, se elimina filtrul. Aceeasi procedura de
filtrare se aplica si solutiei corectoare a pH-ului. Solutiile se realizeaza in NaCl 0,5...0,9%,
deoarece nu s-a observat a avea o influenta a concentratiei asupra rezultatului final. Probele
din tubul Duran se obtin tot cu o seringa, 5 ml volum, sterila. Dilutia probelor, pentru deter-
minarea viabilitatii ramase, se face in NaCl 0,9%. De asemenea, s-a mai urmarit realizarea unor
conditii de anaerobioza, dar care gi permit o agitare corespunzatoare a mediului simulat intr-un
agitator de laborator Vortex Genius 3, turatie minima 500 rpm. Astfel, se ocupa un volum de
aproximativ 80% din cel total al eprubetei, in momentul efectuarii testelor. De asemenea, se
determina influenta avuta asupra viabilitatii celulare in prezenta unor protectori de tipul mucinei
si caseinei, In functie de conditiile fiziologice normale. La final, placile Petri insamantate se
introduc intr-un Jar unde conditiile de anaerobioza se realizeaza cu ajutorul GAS-Pack-Kit CO,.

Procedeul realizat conform inventiei cuprinde etapele prezentate in continuare (figura).

Realizarea sucului gastric simulat: se prepara prin adaugarea a 3 g/l pepsina in solutie
de NaCl 0,5...0,9%. pH-ul se ajusteaza la valorile de 1,5...3 cu HCI 12N. Solutiile se folosesc
dupa sterilizare cu filtru Millipore Millex-HA, porozitate 0,45 um, la introducerea in tubul Duran.

Realizarea sucului intestinal (intestinul subtire): se prepara prin amestecarea a 1 g/l
pancreatina si saruri biliare, concentratii diferite 1,5...5 mg/ml, in solutie de NaCl 0,5...0,9%. Se
ajusteaza pH-ul la 7 cu solutie de NaOH 0,2N. Solutiile se folosesc dupa sterilizare cu filtru
Millipore Millex-HA, porozitate 0,45 um, la introducerea in tubul Duran.

Determinarea capacitatii de supravietuire a tulpinilor probiotice sub influenta sucului
gastric simulat: se utilizeaza tuburi Duran sterile, prevazute cu sept din silicon sterilizabil. Tn
aceste tuburi, in hota in flux laminar, se adauga 2 ml solutie de celule viabile de bacterie
probiotica, 10 ml solutie suc gastric si 3 ml NaCl 1%, ultimele solutii fiind sterilizate prin filtrare
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cu filtru Millipore Millex-HA, porozitate 0,45 um. Se amesteca intr-un agitator de laborator Vortex
Genius 3 la turatie minima, timp de 2 h. Se determina viabilitatea prin insdmantare in dublu strat
pe mediu MRS/MRS + 0,2% clorhidrat de cisteina. Se determina numarul de celule viabile dupa
24...48 h in conditii anaerobe, la 37°C, utilizand Schuett colonyQuant si softul corespunzator.

Determinarea capacitatii de supravietuire a tulpinilor probiotice sub influenta sucului
intestinal (intestinul subtire): se utilizeaza tuburi Duran sterile, prevazute cu sept din silicon
sterilizabil. Tn aceste tuburi, in hota in flux laminar, se pun 2 ml solutie de celule viabile de
bacterie probiotica, 10 ml solutie suc intestinal (intestinul subtire) si 3 ml NaCl 1%, ultimele
solutii fiind sterilizate prin filtrare cu filtru Millipore Millex-HA, porozitate 0,45 um. Se amesteca
intr-un agitator de laborator Vortex Genius 3 la turatie minima, timp de 4 h. Se determina
viabilitatea prin insamantare in dublu strat pe mediu MRS/MRS + 0,2% clorhidrat de cisteina.
Se determina numarul de celule viabile dupa 24...48 h in conditii anaerobe, la 37°C, utilizand
Schuett colonyQuant si softul corespunzator.

Influenta protectorilor (cazeina si mucind) asupra viabilitatii tulpinilor probiotice Tnh sucul
gastric/sucul intestinal simulat: se utilizeaza tuburi Duran sterile, prevazute cu sept din silicon
sterilizabil. Tn aceste tuburi, in hota in flux laminar, se pun 2 ml solutie de celule viabile de bac-
terie probiotica, 10 ml solutie suc gastric/suc intestinal si 3 ml cazeina sau mucina (concentratie
0,1%) in NaCl 0,9%. Solutiile se sterilizeaza prin filtrare cu filtru Millipore. Se amesteca intr-un
agitator de laborator Vortex Genius 3 la turatie minima, timp de 2, respectiv, 4 h. Se determina
viabilitatea prin insamantare in dublu strat pe mediu MRS/MRS+0,2% clorhidrat de cisteina. Se
determina numarul de celule viabile dupa 24...48 h, la 37°C, utilizand Schuett colonyQuant si
softul corespunzator.

Efectul combinat al sucului gastric si al celui intestinal (intestinul subtire) asupra
viabilitatii tulpinilor probiotice: 2 ml suspensie de celule probiotice se amesteca intr-un tub Duran
cu 10 ml solutie suc gastric pH 2...3 si 3 ml NaCl 1%, timp de 2 h, intr-un agitator de laborator
Vortex Genius 3, la turatie minima. Dupa acest interval, amestecul se centrifugheaza la
5000 rpm, 10 min. Apoi, peste sedimentul celular se adauga 10 ml solutie suc intestinal
3...4 mg/ml saruri biliare pH 7, si 3 ml NaCl 1%, amestecandu-se timp de 4 h intr-un agitator de
laborator Vortex Genius 3, la turatie minima. Acelagi protocol se face si in cazul adaugariia 3 ml
cazeina/ mucina (concentratie 0,1% in NaCl 0,9%). Se determina viabilitatea prin insaméantare
in dublu strat pe mediu MRS/MRS + 0,2% clorhidrat de cisteina. Se determina numarul de
celule viabile dupa 24...48 h, la 37°C, utilizand Schuett colonyQuant si softul corespunzator.

Determinarea viabilitatii si mortalitatii tulpinilor probiotice in conditiile de simulare in vitro:

- viabilitatea celulara in sucul gastric, la diferite valori de pH, si in sucul intestinal, la
diferite concentratii de saruri biliare:

V% = (V,/V,) x 100, unde:

V - viabilitatea celulara in cele doua sucuri digestive;

V - UFC/ml la diferite concentratii;

V, - UFC/ml la momentul initial;

- mortalitatea celulara in sucul gastric si cel intestinal:

M% = 100-V, unde:

M - mortalitatea celularg;

V - rezultatul anterior obtinut.

In continuare sunt prezentate 2 exemple de realizare in legatura cu figura ce reprezinta
etapele de procedeu realizat conform inventiei.
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Exemplul 1

Testare viabilitatii tulpinii IL1

Tulpina testata trebuie sa prezinte o viabilitate buna in scopul utilizarii sale ca probiotic,
deoarece una dintre marile probleme ale acestor tulpini este rezistenta lor (viabilitatea) n
conditiile tranzitului gastric si intestinal. Efectul tranzitului gastrointestinal inceput in stomac este
exercitat de catre pepsina, la un pH cuprins in intervalul 1,5...3. Timpul de stationare la acest
nivel nu depaseste 2 h. Astfel, se observa ca viabilitatea tulpinii este direct influentata de pH.
La pH de 1,5, aceasta reprezinta aproximativ 97% din viabilitatea inregistrata la celelalte valori
de pH la 0 h de expunere. Aceasta scade pana la 17,5% la 2 h de expunere la pH 1,5. La un
pH ce depaseste valoarea 2, tulpina isi pastreaza constanta viabilitatea dupa 1 h de expunere
la sucul gastric simulat. Dupa 2 h, pe masura cresterii pH de la 1,5 la 2, creste si viabilitatea,
si ramane constanta dupa un pH de 2,5, fiind 65,5% din cea initiala. Din datele prezentate,
rezultad ca tulpina este rezistenta la pH scazut, fapt extrem de rar printre tulpinile de bacterii
lactice probiotice.

Mucina se prezinta ca un protector mai bun decét cazeina in cazul viabilitatii tulpinii
Lactohacillus rhamnosus IL1 la actiunea sucului gastric simulat. Bineinteles ca viabilitatea
depinde de pH, dar ea este mai mare decat in cazul lipsei acestor substante. in general, valorile
viabilitatii sunt mai mari cu 25 pana la 50%, la un pH 1,5, atat pentru cazeina, cat si pentru
mucina. In schimb, la pH de 2, valoarea viabilitatii in cazul prezentei mucinei este cu 12% mai
mare decét in prezenta cazeinei. La valoarea de 2,5 sau 3 a pH-ului, viabilitatea este relativ
constanta, indiferent de prezenta cazeinei sau a mucinei. Diferentele in favoarea prezentei
mucinei, la valori de 2,5 si 3 ale pH-ului, sunt de aproximativ 5%, la o expunere de 1 sau 2 h.

Inaintea testarii viabilitatii, in cazul expunerii la sucul intestinului subtire, s-a determinat
siinfluenta altor enzime asupra tulpinii Lactohacillus rhamnosus IL1. Astfel, a rezultat o pastrare
a viabilitatii la actiunea tripsinei, pronazei si chimotripsinei, in medie de 6,58 log (UFC/ml) fata
de viabilitatea tulpinii fara enzime. Adica rezulta o scadere la 2 h, sub actiunea celor trei enzime
mentionate, de sub 10%.

In cazul expunerii directe la sucul intestinului subtire simulat, prezenta sarurilor biliare
are un efect de scadere a viabilitatii, in primul rand datorita cresterii concentratiei acestora. O
crestere de 3 sau 5 mg/ml saruri biliare determina, dupa 2 h de expunere, o scadere semni-
ficativa a viabilitatii, de 25% pentru 3 mg/ml saruri biliare, si 40% pentru cregterea concentratiei
de saruri biliare la 5 mg/ml. De observat este faptul ca, pentru 2 mg/ml saruri biliare, viabilitatea
scade sub 10° UFC/ml abia dupa 3 h de expunere. Reiese clar din aceasta figura ca, odata cu
cresterea timpului de stationare in prezenta sarurilor biliare, viabilitatea este direct influentata
in sens negativ. Dublarea concentratiei de saruri biliare determina, dupa 4 h de expunere,
scaderea viabilitatii cu 40%.

Si in cazul sucului intestinului subtire s-a determinat influenta cazeinei si a mucinei. Se
observa ca acestea, dar in principal mucina, au un efect protectiv asupra viabilitatii tulpinii
probiotice, in opozitie cu efectul pancreatinei i al sarurilor biliare. Degi diferenta este mica, se
observa ca prezenta cazeinei determina o scadere mai mare a viabilitatii. Scaderea este direct
corelata cu cregterea concentratiei de saruri biliare si timpul de stationare. La 2 h de expunere,
indiferent de concentratia de saruri biliare, viabilitatea scade in medie cu 35%. Dupa alte 2 h,
viabilitatea scade in medie cu 6%. In cazul prezentei agentilor protectori, viabilitatea nu scade
sub 10° UFC/ml, indiferent de concentratia de saruri biliare sau timpul de stationare.

Parametrii matematici ai viabilitatii si mortalitatii au fost determinati la diferite valori de
pH, si in prezenta a diferite concentratii de saruri biliare. Din datele prezentate anterior rezulta
ca mucina este un protector mai bun decéat cazeina. De remarcat este ca linia mortalitatii si cea
a viabilitatii, in prezenta mucinei, nu se intersecteaza, rezultand o protectie corespunzatoare
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la valori mai mici de 2 ale pH-ului. Conform calculelor matematice, viabilitatea la pH de 2 creste
in prezenta ei cu 23,1%. Din aceeasi figura, reiese ca tulpina Lactobacillus rhamnosus IL1 are
o viabilitate corespunzatoare la un pH de 1,8, conform datelor de literatura, de minimum 10°
UFC/ml pentru probiotice.

Aceeasi tendinta se observa si in cazul sucului intestinului subtire simulat. Si in acest
caz prezenta mucinei protejeaza foarte bine viabilitatea celulara, fapt intarit de neintersectarea
graficului viabilitatii si al mortalitatii. in lipsa mucinei, tulpina este puternic inhibata de cresterea
peste 2 mg/ml a concentratiei de saruri biliare. Astfel, la o concentratie de saruri biliare de 3 si
5 mg/ml, prezenta mucinei determina o crestere a viabilitatii in medie cu 40%.

Efectul protector al prezentei mucinei se observa si in cazul actiunii cumulate a sucului
gastric gi al celui al intestinului subtire asupra viabilitatii tulpinii IL1. Viabilitatea este direct in-
fluentata de mucina, desi in cazul actiunii sucului gastric este ridicata, de peste 50%, la pH de
2. Prezenta mucinei creste valoarea viabilitatii, in aceasta situatie, cu peste 10%. Daca asupra
lor actioneaza si sucul intestinului subtire simulat, contindnd o concentratie de 2...3 mg/ml saruri
biliare, viabilitatea se pastreaza in proportie de 40%, atunci cand este prezenta gi mucina.

Desi este o prezenta normala la nivelul mucoasei gastrice, aceasta ofera o protectie
foarte buna si tulpinilor de bacterii lactice in cazul administrarii lor directe. Efectul combinarii
mucinei cu tulpini liofilizate de bacterii lactice nu determina decéat o crestere a viabilitatii la
trecerea prin compartimentele tractului gastrointestinal uman. Aceasta crestere a numarului de
celule, la stresul exercitat de un pH de 2 si o concentratie de 2...3 mg/ml saruri biliare, contribuie
la gasirea de noi tulpini de bacterii lactice extrem de rezistente. Desi in mod normal se men-
tioneaza pastrarea unei viabilitati de aproximativ 20%, dupa un astfel de tranzit, gasirea unor
tulpini si a unor conditii in care se dubleaza aceasta viabilitate este un aspect semnificativ.

Exemplul 2

Testare viabilitatii tulpinii IL4.2

Tulpina testata trebuie sa prezinte o viabilitate buna in scopul utilizarii sale ca probiotic,
deoarece una dintre marile probleme ale acestor tulpini este rezistenta lor (viabilitatea) Tn
conditiile tranzitului gastric si intestinal. Efectul tranzitului gastrointestinal inceput in stomac este
exercitat de catre pepsina, la pH cuprins in intervalul 1,5...3. Timpul de stationare la acest nivel
nu depaseste 2 h. Astfel, se observa ca viabilitatea tulpinii este direct influentata de pH. La pH
de 1,5, tulpina IL4.2 are o pierdere a viabilitatii de 30% fatd de cea inregistrata la 0 h de
expunere. La pH ce depaseste valoarea 2, tulpina isi pastreaza constanta viabilitatea dupa 1 h
de expunere la sucul gastric simulat. Dupa 2 h, pe masura cresterii pH-uluide la 1,5 la 2, creste
si viabilitatea, si nu scade sub cea inregistrata la pH de 1,5. Din datele prezentate, rezulta ca
tulpina este rezistenta la pH scazut, pastrandu-si valoarea viabilitatii ridicata indiferent de
valoarea pH-ului gastric.

Mucina se prezinta ca un protector mai bun decéat cazeina, in cazul viabilitatii tulpinii
Lactobacillus rhamnosus |1L4.2 |la actiunea sucului gastric simulat. Desi viabilitatea depinde de
pH, ea este mai mare decét in cazul lipsei acestor substante. n general, valorile viabilitatii sunt
mai mari cu aproximativ 5% la pH de 1,5, atat pentru cazeina, cat si pentru mucina. n schimb,
la pH de 2, valoarea viabilitatii in cazul prezentei mucinei este cu 1% mai mare decét in pre-
zenta cazeinei. La valoarea de 2,5 sau 3 a pH-ului, viabilitatea este relativ constanta, indiferent
de prezenta cazeinei sau a mucinei. Diferentele in favoarea prezentei mucinei, la valori de 2,5
si 3 ale pH-ului, sunt de aproximativ 2...3%, la o expunere de 1 sau 2 h.

Tnainte de testarea viabilitatii, in cazul expunerii la sucul intestinului subtire, s-a deter-
minat si influenta altor enzime asupra tulpinii Lactobacillus rhamnosus IL4.2. Astfel, a rezultat
o pastrare a viabilitatii la actiunea tripsinei, pronazei si chimotripsinei, in medie de 6 log
(UFC/ml) fata de viabilitatea tulpinii fara enzime. Sub actiunea celor trei enzime rezultd o
scadere de aproximativ 10%, la un interval de 2 h.

6



RO 127731 B1

In cazul expunerii directe la actiunea sucului intestinului subtire simulat, prezenta
sarurilor biliare are un efect de scadere a viabilitatii, in primul rand din cauza timpului de
expunere si, secundar, din cauza cresterii concentratiei acestora. O cantitate de 2, 3 sau
5 mg/ml saruri biliare determina, dupa 1 h de expunere, o scadere a viabilitatii in medie cu 26%.
Dupéa 2 h urmeaza o plafonare a viabilitati. O scadere mai mare a viabilitatii se observa la
5 mg/ml saruri biliare, dupa 4 h de expunere. Reiese din aceasta figura ca, odata cu cresterea
timpului de stationare in prezenta sarurilor biliare, scaderea viabilitatii este mica si constanta,
in medie de 1...2%.

Si in cazul sucului intestinului subtire s-a determinat influenta cazeinei si a mucinei. Se
observa ca acestea, dar in principal mucina, au un efect protectiv asupra viabilitatii tulpinii
probiotice, in opozitie cu efectul pancreatinei si al sarurilor biliare. Desi diferenta este mica, se
observa ca prezenta cazeinei determina o scadere mai mare a viabilitatii. Scaderea este direct
corelata cu cresterea concentratiei de saruri biliare gi timpul de stationare. Dupa 2 h de
expunere, indiferent de concentratia de saruri biliare, viabilitatea scade Th medie cu 26%. Dupa
alte 2 h, viabilitatea scade in medie cu 5%. in cazul prezentei agentilor protectori, viabilitatea
nu scade sub 10° UFC/m, indiferent de concentratia de saruri biliare sau timpul de stationare.

Parametrii matematici ai viabilitatii si mortalitatii au fost determinati la diferite valori de
pH si in prezenta a diferite concentratii de saruri biliare. Din datele prezentate anterior, rezulta
ca mucina este, in general, un protector mai bun decéat cazeina. De remarcat este ca linia
mortalitatii si cea a viabilitatii, in prezenta mucinei, nu se intersecteaza, rezultdnd o protectie
corespunzatoare la valori mai mici de 2 ale pH-ului. Conform calculelor matematice, la pH de
2, viabilitatea cregte in prezenta mucinei cu 3%. Din aceeasi figura rezultd ca tulpina
Lactobacillus rhamnosus 1L4.2 are o viabilitate corespunzatoare la pH cuprins in intervalul
1,5...2, conform datelor de literaturd, de minimum 10° UFC/ml pentru probiotice.

Aceeasi tendinta se observa si in cazul sucului intestinului subtire simulat. Prezenta
mucinei mentine viabilitatea celulara, fapt intarit de neintersectarea graficului viabilitatii si al
mortalitatii. In lipsa mucinei, tulpina este inhibata de cresterea peste 3 mg/ml a concentratiei de
saruri biliare. Astfel, la o concentratie de saruri biliare de 3 si 5 mg/ml, prezenta mucinei nu
determina o crestere a viabilitatii, ea ramanand relativ constanta.

Efectul protector al prezentei mucinei se observa si in cazul actiunii cumulate a sucului
gastric gi al intestinului subtire asupra viabilitatii tulpinii IL4.2. Viabilitatea este direct influentata
de mucind, desi in cazul actiunii sucului gastric este ridicata, de peste 25%, la pH de 2.
Prezenta mucinei creste valoarea viabilitatii cu peste 15%. Daca asupra tulpinii actioneaza si
sucul intestinului subtire simulat, contindnd o concentratie de 2...3 mg/ml saruri biliare,
viabilitatea se pastreaza in proportie de 93%, atunci cand este prezenta si mucina.

Desi este o prezenta normala la nivelul mucoasei gastrice, mucina ofera o protectie
foarte buna si tulpinilor de bacterii lactice, in cazul administrarii lor directe. Efectul combinarii
mucinei cu tulpini liofilizate de bacterii lactice nu determina decét o crestere a viabilitatii la
trecerea prin compartimentele tractului gastrointestinal uman. Aceasta crestere a numarului de
celule, la stresul exercitat de pH = 2 si o concentratie de 2...3 mg/ml saruri biliare, contribuie la
gasirea de noi tulpini de bacterii lactice extrem de rezistente. Datele de literatura (bibliografie)
indica pastrarea unei viabilitati de aproximativ 20% dupa un astfel de tranzit. Selectia unor
tulpini si stabilirea unor conditii in care se mareste valoarea viabilitatii reprezinta aspecte
semnificative pentru obtinerea de produse de tip probiotic.
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Revendicare

Procedeu de testare a viabilitatii unor tulpini de bacterii lactice producatoare de
exopolizaharide, prin utilizarea unui sistem de simulare in vitro a tractului gastrointestinal,
caracterizat prin aceea ca sucul gastric sau sucul intestinal, continand sarurile biliare, de la
nivelul gastric si al intestinului subtire, se filtreaza pe un filtru Millipore cu porozitate de 0,45 ym,
in conditii sterile, se adauga in tuburi Duron din sticla borosilicata, prevazute cu dop GL18 si
sept din silicon sterilizabil, cu volum de 20 ml, peste care se adauga culturi de tulpini microbiene
pentru testat, sub forma de suspensii de celule viabile, se agita si se determina viabilitatea Tn
mod computerizat, cu un sistem de citire automat, prin intermediul unui soft adecvat.
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