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Invenţia se referă la un procedeu de testare a viabilităţii unor tulpini de Lactobacillus sp.,1

ce sintetizează exopolizaharide, în vederea realizării de produse probiotice şi sinbiotice, prin
utilizarea unui procedeu experimental de simulare in vitro a nivelului gastric şi intestinal uman.3

Rezistenţa la trecerea prin tractul intestinal uman a reprezentat tema principală a multor
proiecte de cercetare pentru demonstrarea potenţialului probiotic la numeroase tulpini de5

bacterii lactice şi bifidobacterii. În ultimul deceniu, se urmăreşte transferul unor astfel de studii,
in vitro, la nivelul unor modele de laborator care să simuleze fiecare parte a tubului digestiv7

uman.
Testarea produselor se poate face prin simularea separată a condiţiilor din stomac şi9

intestin subţire. Astfel, pentru testarea unei tulpini în vederea utilizării ei în realizarea de pro-
duse probiotice şi/sau sinbiotice, utilizează sisteme de simulare sau procedee experimentale11

in vitro pentru nivelul gastric şi intestinal. Una dintre cele mai importante proprietăţii ale
microorganismelor probiotice este capacitatea lor de a supravieţui la trecerea prin mediul acid13

din stomacul uman, şi la atacul acizilor biliari în intestin. Mai mulţi cercetători au studiat supra-
vieţuirea lui Lactobacillus acidophilus şi Bifidobacterium spp. în prezenţa valorilor scăzute de15

pH şi sărurilor biliare. Pentru că a supravieţuit mai bine, Bifidobacterium animalis este adesea
folosit în produsele fermentate. S-a studiat supravieţuirea a diferite tulpini ale genului17

Bifidobacterium în mediu acid similar celui gastric. S-a stabilit că Bifidobacterium longum
tolerează concentraţiile de acizi/săruri biliare mai mari cu 4%. Acele tulpini de Lactobacillus sp.19

şi Bifidobacterium sp. nu supravieţuiesc condiţiilor din momentul tranzitului gastrointestinal, şi
nu sunt, sau nu ar trebui utilizate la obţinerea de produse funcţionale. Astfel, selecţia de tulpini,21

pe baza toleranţei la acidul gastric şi săruri biliare, contribuie la evidenţierea proprietăţilor
biologice şi la cunoaşterea comportamentului la stres al acestor tulpini probiotice bacteriene.23

Brevetul American US 7666638 determină rezistenţa a două tulpini de Lactobacillus
reuteri şi Lactobacillus buchneri la acidul gastric şi săruri biliare, în prezenţa laptelui, obţinând25

valori ale viabilităţii de 102...106 UFC/ml. Datele de literatură indică faptul că, pentru a se obţine
efecte terapeutice dorite, viabilitatea ar trebui să fie de 105...106 UFC/ml.27

Blazenka Kos, Jagoda Suskovic, Jadranka Goreta şi Srecko Matosic, “Effect of
Protectors on the Viability of Lactobacillus acidophilus M92 in simulated Gastrointestinal29

Conditions”, 17 ianuarie 2000, prezintă influenţa efectului protectorilor mucină şi a
constituenţilor regimului alimentar, cum ar fi cazeina, proteine concentrate din zer (WPC) şi31

lapte degresat asupra viabilităţii L acidophilus M92 în condiţii gastrointestinale simulate.
L. acidophilus este considerat a fi printre lactobacilii prezenţi în mod predominant în tractului33

testinal al oamenilor sănătoşi. Capacitatea L. acidophilus de a supravieţui şi să-şi păstreze via-
bilitatea la trecerea prin tractul gastrointestinal (GI) este una dintre principalele caracteristici35

dezirabile pentru activitatea probiotică. A fost determinată influenţa mucinei şi a constituenţilor
dietetici, cum ar fi cazeina, proteine concentrate din zer (WPC) şi lapte degresat, asupra supra-37

vieţuirii L. acidophilus M92 în condiţii izolate simulate. O suspensie de celule spălate a fost ex-
pusă la pepsină (3 g/L) şi clorură de sodiu (5 g/l) la pH = 1,5, 2,0, 2,5 şi 3,0, precum şi la pan-39

creatină (1 g/L), clorură de sodiu (5 g/l) şi oxgall (1,5, 2,0, 3,0, 5,0 mg/ml) la pH = 8,0, imitând
mediu GI. Mult mai mare toleranţă la sucul gastric şi din intestinul subţire a fost observată în41

prezenţă de mucină şi proteine din lapte, în special cu WPC. Influenţa WPC, ca cel mai bun
protector asupra viabilităţii celulare a L. acidophilus M92 în sucul gastric şi intestinul subţire43

simulat, a fost confirmat printr-un model matematic. S-au stabilit puncte critice, indicând condiţii
GI în care L. acidophilus M92 poate fi tolerat. Aceste observaţii au arătat că L. acidophilus M9245

supravieţuieşte la pH = 1,99 în suc gastric artificial timp de 2 h, şi la 3,1 mg/ml oxgall în suc
intestinal simulat timp de 4 h, în timp ce, în prezenţa WPC, acesta tolerează până la pH chiar47

mai mic (1,77) şi concentraţie mai mare de oxgall (4,25 g/L). În plus, doar 15% din
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celule de L. acidophilus M92 au supravieţuit tranzitului direct din sucul gastric simulat la sucul 1

intestinului subţire simulat, dar cu adaos de WPC, 45% din celulele L. acidophilus M92 au

supravieţuit. Aceste rezultate au sugerat adăugarea WPC ca protector în preparatul de 3

L. acidophilus M92, pentru utilizare ca probiotic.

Problema pe care o rezolvă invenţia constă în realizarea unui procedeu de testare a 5

viabilităţii unor tulpini de bacterii lactice, producătoare de exopolizaharide, prin utilizarea unui

sistem de simulare in vitro a tractului gastrointestinal. 7

Procedeul conform invenţiei înlătură dezavantajele de mai sus prin aceea că sucul

gastric sau sucul intestinal, conţinând sărurile biliare de la nivelul gastric şi al intestinului subţire, 9

se filtrează pe un filtru Millipore cu porozitate de 0,45 :m, în condiţii sterile, se adaugă în tuburi

Duron, din sticlă borosilicată, prevăzute cu dop GL18 şi sept din silicon sterilizabil, cu volum de 11

20 ml, peste care se adaugă culturi de tulpini microbiene, pentru testat, sub formă de suspensii

de celule viabile, se agită şi se determină viabilitatea în mod computerizat, cu un sistem de citire 13

automat, prin intermediul unui soft adecvat.

Prin aplicarea invenţiei se obţine următorul avantaj: tulpinile pot fi testate în profunzime 15

din punct de vedere microbiologic (viabilitate), rezultând cu precizie la ce compuşi sunt sensibile

şi în ce concentraţie, comparativ cu studiile anterioare. 17

Prezenta invenţie dezvoltă un protocol experimental de testare a viabilităţii tulpinilor

probiotice de bacterii lactice, având ca model protocolul prezentat de către Kos şi colab., prin 19

utilizarea tulpinii Lactobacillus rhamnosus IL 1 şi IL 4.2. Procedeul dezvoltat utilizează tuburile

Duran prevăzute cu sept din silicon sterilizabil. Aceste tuburi sunt sterilizate, în prima fază, prin 21

autoclavare, goale, la 121/C, timp de 20 min. Întreg procedeul propus are loc într-o hotă în flux

laminar, iar soluţiile care se prepară se folosesc după sterilizare cu filtru Millipore Millex-HA, 23

porozitate 0,45 :m. Soluţiile test se introduc în momentul utilizării cu o seringă sterilă, volum

50 ml, iar în momentul introducerii tulpinii liofilizate, se elimină filtrul. Aceeaşi procedură de 25

filtrare se aplică şi soluţiei corectoare a pH-ului. Soluţiile se realizează în NaCl 0,5...0,9%,

deoarece nu s-a observat a avea o influenţă a concentraţiei asupra rezultatului final. Probele 27

din tubul Duran se obţin tot cu o seringă, 5 ml volum, sterilă. Diluţia probelor, pentru deter-

minarea viabilităţii rămase, se face în NaCl 0,9%. De asemenea, s-a mai urmărit realizarea unor 29

condiţii de anaerobioză, dar care şi permit o agitare corespunzătoare a mediului simulat într-un

agitator de laborator Vortex Genius 3, turaţie minimă 500 rpm. Astfel, se ocupă un volum de 31

aproximativ 80% din cel total al eprubetei, în momentul efectuării testelor. De asemenea, se

determină influenţa avută asupra viabilităţii celulare în prezenţa unor protectori de tipul mucinei 33

şi caseinei, în funcţie de condiţiile fiziologice normale. La final, plăcile Petri însămânţate se

introduc într-un Jar unde condiţiile de anaerobioză se realizează cu ajutorul GAS-Pack-Kit CO2. 35

Procedeul realizat conform invenţiei cuprinde etapele prezentate în continuare (figură).

Realizarea sucului gastric simulat: se prepară prin adăugarea a 3 g/l pepsină în soluţie 37

de NaCl 0,5...0,9%. pH-ul se ajustează la valorile de 1,5...3 cu HCl 12N. Soluţiile se folosesc

după sterilizare cu filtru Millipore Millex-HA, porozitate 0,45 :m, la introducerea în tubul Duran. 39

Realizarea sucului intestinal (intestinul subţire): se prepară prin amestecarea a 1 g/l

pancreatină şi săruri biliare, concentraţii diferite 1,5...5 mg/ml, în soluţie de NaCl 0,5...0,9%. Se 41

ajustează pH-ul la 7 cu soluţie de NaOH 0,2N. Soluţiile se folosesc după sterilizare cu filtru

Millipore Millex-HA, porozitate 0,45 :m, la introducerea în tubul Duran. 43

Determinarea capacităţii de supravieţuire a tulpinilor probiotice sub influenţa sucului

gastric simulat: se utilizează tuburi Duran sterile, prevăzute cu sept din silicon sterilizabil. În 45

aceste tuburi, în hota în flux laminar, se adaugă 2 ml soluţie de celule viabile de bacterie

probiotică, 10 ml soluţie suc gastric şi 3 ml NaCl 1%, ultimele soluţii fiind sterilizate prin filtrare 47
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cu filtru Millipore Millex-HA, porozitate 0,45 :m. Se amestecă într-un agitator de laborator Vortex1

Genius 3 la turaţie minimă, timp de 2 h. Se determină viabilitatea prin însămânţare în dublu strat

pe mediu MRS/MRS + 0,2% clorhidrat de cisteină. Se determină numărul de celule viabile după3

24...48 h în condiţii anaerobe, la 37/C, utilizând Schuett colonyQuant şi softul corespunzător.

Determinarea capacităţii de supravieţuire a tulpinilor probiotice sub influenţa sucului5

intestinal (intestinul subţire): se utilizează tuburi Duran sterile, prevăzute cu sept din silicon

sterilizabil. În aceste tuburi, în hota în flux laminar, se pun 2 ml soluţie de celule viabile de7

bacterie probiotică, 10 ml soluţie suc intestinal (intestinul subţire) şi 3 ml NaCl 1%, ultimele

soluţii fiind sterilizate prin filtrare cu filtru Millipore Millex-HA, porozitate 0,45 :m. Se amestecă9

într-un agitator de laborator Vortex Genius 3 la turaţie minimă, timp de 4 h. Se determină

viabilitatea prin însămânţare în dublu strat pe mediu MRS/MRS + 0,2% clorhidrat de cisteină.11

Se determină numărul de celule viabile după 24...48 h în condiţii anaerobe, la 37/C, utilizând

Schuett colonyQuant şi softul corespunzător.13

Influenţa protectorilor (cazeină şi mucină) asupra viabilităţii tulpinilor probiotice în sucul

gastric/sucul intestinal simulat: se utilizează tuburi Duran sterile, prevăzute cu sept din silicon15

sterilizabil. În aceste tuburi, în hota în flux laminar, se pun 2 ml soluţie de celule viabile de bac-

terie probiotică, 10 ml soluţie suc gastric/suc intestinal şi 3 ml cazeină sau mucină (concentraţie17

0,1%) în NaCl 0,9%. Soluţiile se sterilizează prin filtrare cu filtru Millipore. Se amestecă într-un

agitator de laborator Vortex Genius 3 la turaţie minimă, timp de 2, respectiv, 4 h. Se determină19

viabilitatea prin însămânţare în dublu strat pe mediu MRS/MRS+0,2% clorhidrat de cisteină. Se

determină numărul de celule viabile după 24...48 h, la 37/C, utilizând Schuett colonyQuant şi21

softul corespunzător.

Efectul combinat al sucului gastric şi al celui intestinal (intestinul subţire) asupra23

viabilităţii tulpinilor probiotice: 2 ml suspensie de celule probiotice se amestecă într-un tub Duran

cu 10 ml soluţie suc gastric pH 2...3 şi 3 ml NaCl 1%, timp de 2 h, într-un agitator de laborator25

Vortex Genius 3, la turaţie minimă. După acest interval, amestecul se centrifughează la

5000 rpm, 10 min. Apoi, peste sedimentul celular se adaugă 10 ml soluţie suc intestinal27

3...4 mg/ml săruri biliare pH 7, şi 3 ml NaCl 1%, amestecându-se timp de 4 h într-un agitator de

laborator Vortex Genius 3, la turaţie minimă. Acelaşi protocol se face şi în cazul adăugării a 3 ml29

cazeină/ mucină (concentraţie 0,1% în NaCl 0,9%). Se determină viabilitatea prin însămânţare

în dublu strat pe mediu MRS/MRS + 0,2% clorhidrat de cisteină. Se determină numărul de31

celule viabile după 24...48 h, la 37/C, utilizând Schuett colonyQuant şi softul corespunzător.

Determinarea viabilităţii şi mortalităţii tulpinilor probiotice în condiţiile de simulare in vitro:33

- viabilitatea celulară în sucul gastric, la diferite valori de pH, şi în sucul intestinal, la

diferite concentraţii de săruri biliare:35

V% = (Vn/V0) x 100, unde:

V - viabilitatea celulară în cele două sucuri digestive;37

V - UFC/ml la diferite concentraţii;

V0 - UFC/ml la momentul iniţial;39

- mortalitatea celulară în sucul gastric şi cel intestinal:

M% = 100-V, unde:41

M - mortalitatea celulară;

V - rezultatul anterior obţinut.43

În continuare sunt prezentate 2 exemple de realizare în legătură cu figura ce reprezintă

etapele de procedeu realizat conform invenţiei.45
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Exemplul 1 1

Testare viabilităţii tulpinii IL1
Tulpina testată trebuie să prezinte o viabilitate bună în scopul utilizării sale ca probiotic, 3

deoarece una dintre marile probleme ale acestor tulpini este rezistenţa lor (viabilitatea) în
condiţiile tranzitului gastric şi intestinal. Efectul tranzitului gastrointestinal început în stomac este 5

exercitat de către pepsină, la un pH cuprins în intervalul 1,5...3. Timpul de staţionare la acest
nivel nu depăşeşte 2 h. Astfel, se observă că viabilitatea tulpinii este direct influenţată de pH. 7

La pH de 1,5, aceasta reprezintă aproximativ 97% din viabilitatea înregistrată la celelalte valori
de pH la 0 h de expunere. Aceasta scade până la 17,5% la 2 h de expunere la pH 1,5. La un 9

pH ce depăşeşte valoarea 2, tulpina îşi păstrează constantă viabilitatea după 1 h de expunere
la sucul gastric simulat. După 2 h, pe măsura creşterii pH de la 1,5 la 2, creşte şi viabilitatea, 11

şi rămâne constantă după un pH de 2,5, fiind 65,5% din cea iniţială. Din datele prezentate,
rezultă că tulpina este rezistentă la pH scăzut, fapt extrem de rar printre tulpinile de bacterii 13

lactice probiotice.
Mucina se prezintă ca un protector mai bun decât cazeina în cazul viabilităţii tulpinii 15

Lactohacillus rhamnosus IL1 la acţiunea sucului gastric simulat. Bineînţeles că viabilitatea
depinde de pH, dar ea este mai mare decât în cazul lipsei acestor substanţe. În general, valorile 17

viabilităţii sunt mai mari cu 25 până la 50%, la un pH 1,5, atât pentru cazeină, cât şi pentru
mucină. În schimb, la pH de 2, valoarea viabilităţii în cazul prezenţei mucinei este cu 12% mai 19

mare decât în prezenţa cazeinei. La valoarea de 2,5 sau 3 a pH-ului, viabilitatea este relativ
constantă, indiferent de prezenţa cazeinei sau a mucinei. Diferenţele în favoarea prezenţei 21

mucinei, la valori de 2,5 şi 3 ale pH-ului, sunt de aproximativ 5%, la o expunere de 1 sau 2 h.
Înaintea testării viabilităţii, în cazul expunerii la sucul intestinului subţire, s-a determinat 23

şi influenţa altor enzime asupra tulpinii Lactohacillus rhamnosus IL1. Astfel, a rezultat o păstrare
a viabilităţii la acţiunea tripsinei, pronazei şi chimotripsinei, în medie de 6,58 log (UFC/ml) faţă 25

de viabilitatea tulpinii fără enzime. Adică rezultă o scădere la 2 h, sub acţiunea celor trei enzime
menţionate, de sub 10%. 27

În cazul expunerii directe la sucul intestinului subţire simulat, prezenţa sărurilor biliare
are un efect de scădere a viabilităţii, în primul rând datorită creşterii concentraţiei acestora. O 29

creştere de 3 sau 5 mg/ml săruri biliare determină, după 2 h de expunere, o scădere semni-
ficativă a viabilităţii, de 25% pentru 3 mg/ml săruri biliare, şi 40% pentru creşterea concentraţiei 31

de săruri biliare la 5 mg/ml. De observat este faptul că, pentru 2 mg/ml săruri biliare, viabilitatea
scade sub 105 UFC/ml abia după 3 h de expunere. Reiese clar din această figură că, odată cu 33

creşterea timpului de staţionare în prezenţa sărurilor biliare, viabilitatea este direct influenţată
în sens negativ. Dublarea concentraţiei de săruri biliare determină, după 4 h de expunere, 35

scăderea viabilităţii cu 40%.
Şi în cazul sucului intestinului subţire s-a determinat influenţa cazeinei şi a mucinei. Se 37

observă că acestea, dar în principal mucina, au un efect protectiv asupra viabilităţii tulpinii
probiotice, în opoziţie cu efectul pancreatinei şi al sărurilor biliare. Deşi diferenţa este mică, se 39

observă că prezenţa cazeinei determină o scădere mai mare a viabilităţii. Scăderea este direct
corelată cu creşterea concentraţiei de săruri biliare şi timpul de staţionare. La 2 h de expunere, 41

indiferent de concentraţia de săruri biliare, viabilitatea scade în medie cu 35%. După alte 2 h,
viabilitatea scade în medie cu 6%. În cazul prezenţei agenţilor protectori, viabilitatea nu scade 43

sub 105 UFC/ml, indiferent de concentraţia de săruri biliare sau timpul de staţionare.
Parametrii matematici ai viabilităţii şi mortalităţii au fost determinaţi la diferite valori de 45

pH, şi în prezenţa a diferite concentraţii de săruri biliare. Din datele prezentate anterior rezultă
că mucina este un protector mai bun decât cazeina. De remarcat este că linia mortalităţii şi cea 47

a viabilităţii, în prezenţa mucinei, nu se intersectează, rezultând o protecţie corespunzătoare
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la valori mai mici de 2 ale pH-ului. Conform calculelor matematice, viabilitatea la pH de 2 creşte1

în prezenţa ei cu 23,1%. Din aceeaşi figură, reiese că tulpina Lactobacillus rhamnosus IL1 are
o viabilitate corespunzătoare la un pH de 1,8, conform datelor de literatură, de minimum 1053

UFC/ml pentru probiotice.
Aceeaşi tendinţă se observă şi în cazul sucului intestinului subţire simulat. Şi în acest5

caz prezenţa mucinei protejează foarte bine viabilitatea celulară, fapt întărit de neintersectarea
graficului viabilităţii şi al mortalităţii. În lipsa mucinei, tulpina este puternic inhibată de creşterea7

peste 2 mg/ml a concentraţiei de săruri biliare. Astfel, la o concentraţie de săruri biliare de 3 şi
5 mg/ml, prezenţa mucinei determină o creştere a viabilităţii în medie cu 40%.9

Efectul protector al prezenţei mucinei se observă şi în cazul acţiunii cumulate a sucului
gastric şi al celui al intestinului subţire asupra viabilităţii tulpinii IL1. Viabilitatea este direct in-11

fluenţată de mucină, deşi în cazul acţiunii sucului gastric este ridicată, de peste 50%, la pH de
2. Prezenţa mucinei creşte valoarea viabilităţii, în această situaţie, cu peste 10%. Dacă asupra13

lor acţionează şi sucul intestinului subţire simulat, conţinând o concentraţie de 2...3 mg/ml săruri
biliare, viabilitatea se păstrează în proporţie de 40%, atunci când este prezentă şi mucina.15

Deşi este o prezenţă normală la nivelul mucoasei gastrice, aceasta oferă o protecţie
foarte bună şi tulpinilor de bacterii lactice în cazul administrării lor directe. Efectul combinării17

mucinei cu tulpini liofilizate de bacterii lactice nu determină decât o creştere a viabilităţii la
trecerea prin compartimentele tractului gastrointestinal uman. Această creştere a numărului de19

celule, la stresul exercitat de un pH de 2 şi o concentraţie de 2...3 mg/ml săruri biliare, contribuie
la găsirea de noi tulpini de bacterii lactice extrem de rezistente. Deşi în mod normal se men-21

ţionează păstrarea unei viabilităţi de aproximativ 20%, după un astfel de tranzit, găsirea unor
tulpini şi a unor condiţii în care se dublează această viabilitate este un aspect semnificativ.23

Exemplul 2
Testare viabilităţii tulpinii IL4.225

Tulpina testată trebuie să prezinte o viabilitate bună în scopul utilizării sale ca probiotic,
deoarece una dintre marile probleme ale acestor tulpini este rezistenţa lor (viabilitatea) în27

condiţiile tranzitului gastric şi intestinal. Efectul tranzitului gastrointestinal început în stomac este
exercitat de către pepsină, la pH cuprins în intervalul 1,5...3. Timpul de staţionare la acest nivel29

nu depăşeşte 2 h. Astfel, se observă că viabilitatea tulpinii este direct influenţată de pH. La pH
de 1,5, tulpina IL4.2 are o pierdere a viabilităţii de 30% faţă de cea înregistrată la 0 h de31

expunere. La pH ce depăşeşte valoarea 2, tulpina îşi păstrează constantă viabilitatea după 1 h
de expunere la sucul gastric simulat. După 2 h, pe măsura creşterii pH-ului de la 1,5 la 2, creşte33

şi viabilitatea, şi nu scade sub cea înregistrată la pH de 1,5. Din datele prezentate, rezultă că
tulpina este rezistentă la pH scăzut, păstrându-şi valoarea viabilităţii ridicată indiferent de35

valoarea pH-ului gastric.
Mucina se prezintă ca un protector mai bun decât cazeina, în cazul viabilităţii tulpinii37

Lactobacillus rhamnosus IL4.2 la acţiunea sucului gastric simulat. Deşi viabilitatea depinde de
pH, ea este mai mare decât în cazul lipsei acestor substanţe. În general, valorile viabilităţii sunt39

mai mari cu aproximativ 5% la pH de 1,5, atât pentru cazeină, cât şi pentru mucină. În schimb,
la pH de 2, valoarea viabilităţii în cazul prezenţei mucinei este cu 1% mai mare decât în pre-41

zenţa cazeinei. La valoarea de 2,5 sau 3 a pH-ului, viabilitatea este relativ constantă, indiferent
de prezenţa cazeinei sau a mucinei. Diferenţele în favoarea prezenţei mucinei, la valori de 2,543

şi 3 ale pH-ului, sunt de aproximativ 2...3%, la o expunere de 1 sau 2 h.
Înainte de testarea viabilităţii, în cazul expunerii la sucul intestinului subţire, s-a deter-45

minat şi influenţa altor enzime asupra tulpinii Lactobacillus rhamnosus IL4.2. Astfel, a rezultat
o păstrare a viabilităţii la acţiunea tripsinei, pronazei şi chimotripsinei, în medie de 6 log47

(UFC/ml) faţă de viabilitatea tulpinii fără enzime. Sub acţiunea celor trei enzime rezultă o
scădere de aproximativ 10%, la un interval de 2 h.49
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În cazul expunerii directe la acţiunea sucului intestinului subţire simulat, prezenţa 1

sărurilor biliare are un efect de scădere a viabilităţii, în primul rând din cauza timpului de
expunere şi, secundar, din cauza creşterii concentraţiei acestora. O cantitate de 2, 3 sau 3

5 mg/ml săruri biliare determină, după 1 h de expunere, o scădere a viabilităţii în medie cu 26%.
După 2 h urmează o plafonare a viabilităţii. O scădere mai mare a viabilităţii se observă la 5

5 mg/ml săruri biliare, după 4 h de expunere. Reiese din această figură că, odată cu creşterea
timpului de staţionare în prezenţa sărurilor biliare, scăderea viabilităţii este mică şi constantă, 7

în medie de 1...2%.
Şi în cazul sucului intestinului subţire s-a determinat influenţa cazeinei şi a mucinei. Se 9

observă că acestea, dar în principal mucina, au un efect protectiv asupra viabilităţii tulpinii
probiotice, în opoziţie cu efectul pancreatinei şi al sărurilor biliare. Deşi diferenţa este mică, se 11

observă că prezenţa cazeinei determină o scădere mai mare a viabilităţii. Scăderea este direct
corelată cu creşterea concentraţiei de săruri biliare şi timpul de staţionare. După 2 h de 13

expunere, indiferent de concentraţia de săruri biliare, viabilitatea scade în medie cu 26%. După
alte 2 h, viabilitatea scade în medie cu 5%. În cazul prezenţei agenţilor protectori, viabilitatea 15

nu scade sub 105 UFC/ml, indiferent de concentraţia de săruri biliare sau timpul de staţionare.
Parametrii matematici ai viabilităţii şi mortalităţii au fost determinaţi la diferite valori de 17

pH şi în prezenţa a diferite concentraţii de săruri biliare. Din datele prezentate anterior, rezultă
că mucina este, în general, un protector mai bun decât cazeina. De remarcat este că linia 19

mortalităţii şi cea a viabilităţii, în prezenţa mucinei, nu se intersectează, rezultând o protecţie
corespunzătoare la valori mai mici de 2 ale pH-ului. Conform calculelor matematice, la pH de 21

2, viabilitatea creşte în prezenţa mucinei cu 3%. Din aceeaşi figură rezultă că tulpina
Lactobacillus rhamnosus IL4.2 are o viabilitate corespunzătoare la pH cuprins în intervalul 23

1,5...2, conform datelor de literatură, de minimum 105 UFC/ml pentru probiotice.
Aceeaşi tendinţă se observă şi în cazul sucului intestinului subţire simulat. Prezenţa 25

mucinei menţine viabilitatea celulară, fapt întărit de neintersectarea graficului viabilităţii şi al
mortalităţii. În lipsa mucinei, tulpina este inhibată de creşterea peste 3 mg/ml a concentraţiei de 27

săruri biliare. Astfel, la o concentraţie de săruri biliare de 3 şi 5 mg/ml, prezenţa mucinei nu
determină o creştere a viabilităţii, ea rămânând relativ constantă. 29

Efectul protector al prezenţei mucinei se observă şi în cazul acţiunii cumulate a sucului
gastric şi al intestinului subţire asupra viabilităţii tulpinii IL4.2. Viabilitatea este direct influenţată 31

de mucină, deşi în cazul acţiunii sucului gastric este ridicată, de peste 25%, la pH de 2.
Prezenţa mucinei creşte valoarea viabilităţii cu peste 15%. Dacă asupra tulpinii acţionează şi 33

sucul intestinului subţire simulat, conţinând o concentraţie de 2...3 mg/ml săruri biliare,
viabilitatea se păstrează în proporţie de 93%, atunci când este prezentă şi mucina. 35

Deşi este o prezenţă normală la nivelul mucoasei gastrice, mucina oferă o protecţie
foarte bună şi tulpinilor de bacterii lactice, în cazul administrării lor directe. Efectul combinării 37

mucinei cu tulpini liofilizate de bacterii lactice nu determină decât o creştere a viabilităţii la
trecerea prin compartimentele tractului gastrointestinal uman. Această creştere a numărului de 39

celule, la stresul exercitat de pH = 2 şi o concentraţie de 2...3 mg/ml săruri biliare, contribuie la
găsirea de noi tulpini de bacterii lactice extrem de rezistente. Datele de literatură (bibliografie) 41

indică păstrarea unei viabilităţi de aproximativ 20% după un astfel de tranzit. Selecţia unor
tulpini şi stabilirea unor condiţii în care se măreşte valoarea viabilităţii reprezintă aspecte 43

semnificative pentru obţinerea de produse de tip probiotic.



RO 127731 B1

8

Revendicare1

Procedeu de testare a viabilităţii unor tulpini de bacterii lactice producătoare de3

exopolizaharide, prin utilizarea unui sistem de simulare in vitro a tractului gastrointestinal,

caracterizat prin aceea că sucul gastric sau sucul intestinal, conţinând sărurile biliare, de la5

nivelul gastric şi al intestinului subţire, se filtrează pe un filtru Millipore cu porozitate de 0,45 :m,
în condiţii sterile, se adaugă în tuburi Duron din sticlă borosilicată, prevăzute cu dop GL18 şi7

sept din silicon sterilizabil, cu volum de 20 ml, peste care se adaugă culturi de tulpini microbiene
pentru testat, sub formă de suspensii de celule viabile, se agită şi se determină viabilitatea în9

mod computerizat, cu un sistem de citire automat, prin intermediul unui soft adecvat.
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