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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la un procedeu de testare a
viabilitatii unor tulpini de bacterii lactice producatoare de
exopolizaharide, sub forma liofilizata, prin utilizarea unui
sistem de simulare in vitro a tractului gastrointestinal, in
conditii de sterilitate si anaerobioza, in tuburi Duran
prevazute cu sept din silicon, ce simuleaza conditiile din
tuburile Hungate. Procedeul presupune realizarea sucu-
lui gastric si a celui intestinal, sterilizarea prin filtrare cu
filtrul Millipore, in momentul introducerii in tubul Duran
steril, determinarea viabilitatii la conditiile gastrointes-
tinale simulate, specifice fiecarui compartiment, con-
form dinamicii fiziologice a tranzitului prin fiecare com-
partiment si calcularea viabilitatii si mortalitatii in vitro,
citirea si interpretarea rezultatelor se face in mod

complet automat, prin utilizarea colonyQuant si a softu-
lui corespunzator, la maximum 48 h dupa dezvoltarea
coloniilor pe mediul specific.
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DESCRIEREA INVENTIEI

PROCEDEU DE TESTARE A VIABILITATII BACTERIILOR LACTICE LA TRANZITUL
TRACTULUI GASTROINTESTINAL UMAN

Inventia se refera la un procedeu de testare a viabilitafii unor tulpini de Lactobacillus
sp., ce sintetizeaza exopolizaharide, in vederea realizirii 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 a numeroase tulpini
de bacterii lactice si bifidobacterii. In ultimul deceniu, se urmireste transferul unor astfel de
studii, in vitro, la nivelul unor modele de laborator care si simuleze fiecare parte a tubului
digestiv uman.

Testarea produselor se poate face prin simularea separatd a conditiilor din stomac si
intestin subtire. Astfel pentru testarea unei tulpini in vederea utilizérii ei in realizarea de
produse probiotice si/sau sinbiotice utilizeaza sisteme de simulare sau procedee experimentale
in vitro pentru nivelul gastric si intestinal. Una dintre cele mai importante (sensibile)
caracteristici ale microorganismelor probiotice este capacitatea lor de a supravietui la trecerea
prin acidul din stomacul uman si la atacul acizilor biliari in intestin. Mai multi cercetitori au
studiat supravietuirea lui Lactobacillus acidophilus si Bifidobacterium spp. in prezenta
valorilor scdzute de pH si sarurilor biliare. Pentru ¢ a supravietuit mai bine, Bifidobacterium
animalis este adesea folosit 1n produsele fermentate. S-a studiat supravietuirea
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum, si
Bifidobacterium bifidum, in prezentda de acid, reesind ca Bifidobacterium longum a
supravietuit cel mai bune. S-a stabilit cd Bifidobacterium longum tolereazi concentratiile de
acizi/saruri biliare mai mari cu 4.0%. Multe tulpini de Lactobacillus acidofilus si
Bifidobacterium spp. nu au capacitatea de a supravietui unor conditii aspre in intestin si nu pot
fi adecvate pentru utilizare ca utilizatori dietetici in produse specifice. S-au gésit trei tulpini
de Lactobacillus acidophilus care supravietuiesc in condifii acide. Alte douid tulpini de
Lactobacillus acidophilus au ardtat o mai buni tolerantd la siruri biliare. Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium pseudolongum, si Bifidobacterium infantis au aritat cea mai buni
tolerantd la saruri biliare. Cu toate acestea, Bifidobacterium infantis a supravietuit slab, in
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tulpini, pe baza tolerantei la acid si séruri biliare ar contribui la imbunatatirea viabilitétii si la
cunoasterea comportamentului la stres al acestor tulpini probiotice bacteriene.

Brevetul American USP US7666638 determina rezistenta a doud tulpini de
Lactobacillus reuteri si Lactobacillus buchneri la acidul gastric si saruri biliare in prezenta
laptelui obtinand valori ale viabilitatii de 10° — 10° UFC/ml. Datele de literature indica faptul
cad pentru a se obtine efecte terapeutice dorite, viabilitatea ar trebui sa fie de 10° — 10°
UFC/ml.

Prezenta inventive dezvoltd un protocol experimental de testare a viabilitafii tulpinilor
probiotice de bacterii lactice, prin utilizarea tulpinii Lactobacillus rhamnosus 1L1 si 1L 4.2.
De asemenea, se determind influenta avuti asupra viabilitdtii celulare in prezenta unor
protector de tipul mucinei §i caseinei.

Procedeul realizat conform inventiei cuprinde urmatoarele etape (Figura 1):
Realizarea sucului gastric simulat. se prepard prin adiugarea a 3 g/l pepsind in solutie de
NaCl 0,5%. pH se ajusteaza la valorile de 1,5, 2, 2,5 si 3 cu HCI 12N. Sterilizarea se face prin
filtrare cu filtru Millipore 0,45 um.

Realizarea sucului intestinal (intestinul subtire). se prepard prin amestecarea a un g/litru
pancreatind cu sdruri biliare, concentratii diferite — 1,5, 2, 3 si 5 mg/ml, in solutie de NaCl
0,5%. Se ajusteaza pH la 6,8 cu solutie de NaOH 0,2N. Sterilizarea se face prin filtrare cu
filtru Millipore 0,45 um.

Determinarea capacitdtii de supravietuire a tulpinilor probiotice sub influenta sucului gastric
simulat: se utilizeaza tuburi Duran sterile previzute cu sept din silicon sterilizabil. In aceste
tuburi, n hota in flux laminar, se pun 0,2 ml solutie de celule viabile de bacterie probiotica, 1
ml solutie suc gastric si 0,3 ml NaCl 0,5%, ultimele solutii sterilizate prin filtrare cu filtru
Millipore. Se amestecd timp de 2 ore. Se determina viabilitatea prin insdmantare in dublu strat
pe mediu MRS/MRS+0,2% clorhidrat de cisteind. Se determind numarul de celule viabile
dupa 48 de ore, la 37°C, utilizand Schuett ColonyQuant si softul corespunzitor.

Determinarea capacitdtii de supraviefuire a tulpinilor probiotice sub influenta sucului
intestinal (intestinul subtire) : se utilizeaza tuburi Duran sterile prevazute cu sept din silicon
sterilizabil. In aceste tuburi, in hota in flux laminar, se pun 0,2 ml solutie de celule viabile de
bacterie probioticd, 1 ml solutie suc intestinal (intestinul subtire) si 0,3 ml NaCl 0,5%,

ultimele solutii sterilizate prin filtrare cu filtru Millipore. Se amestecd timp de 4 ore. Se
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ColonyQuant si softul corespunzétor.

Influenta cazeinei §i a mucinei asupra viabilitdtii tulpinilor probiotice in sucul gastric
simulat: se utilizeaza tuburi Duran sterile previzute cu sept din silicon sterilizabil. in aceste
tuburi, in hota in flux laminar, se pun 0,2 ml solutie de celule viabile de bacterie probiotica, 1
ml solutie suc gastric si 0,3 ml NaCl 0,5%, cazeind 0,3 ml, mucind 0,3 ml. Cazeina $i mucina
se prepard initial in solutie de NaCl 0,5% la o concentratie de 1 g/litru. Solutiile se sterilizeaza
prin filtrare cu filtru Millipore. Se amestecd timp de 2 ore. Se determind viabilitatea prin
insdméntare in dublu strat pe mediu MRS/MRS+0,2% clorhidrat de cisteind. Se determind
numirul de celule viabile dupa 48 de ore, la 37°C, utilizind Schuett ColonyQuant si softul
corespunzator.

Influenta cazeinei §i a mucinei asupra viabilitatii tulpinilor probiotice in sucul intestinal
simulat (intestinul subtire). se utilizeaza tuburi Duran sterile prevazute cu sept din silicon
sterilizabil. In aceste tuburi, in hota in flux laminar, se pun 0,2 ml solutie de celule viabile de
bacterie probioticd, 1 ml solutie suc intestinal (intestin subtire) si 0,3 ml NaCl 0,5%, cazeina
0,3 ml, mucind 0,3 ml. Cazeina $i mucina se prepard initial in solutie de NaCl 0,5% la o
concentratie de 1 g/litru. Solutiile se sterilizeaza prin filtrare cu filtru Millipore. Se amesteca
timp de 2 ore. Se determind viabilitatea prin insiméantare in dublu strat pe mediu
MRS/MRS+0,2% clorhidrat de cisteind. Se determind numarul de celule viabile dupa 48 de
ore, la 37°C, utilizand Schuett ColonyQuant si softul corespunzitor.

Efectul combinat al sucului gastric §i a celui intestinal (intestinul subtire) asupra viabilitdatii
tulpinilor probiotice: 0,2 ml suspensie de celule probiotice se amesteca intr-un tub Duran cu 1
ml solutie suc gastric pH 2 si 0,3 ml NaCl 0,5%, timp de 2 ore. Dupd acest interval amestecul
se centrifugheaza la 5.000 rpm, 10 minute. Apoi, peste sedimentul celular se adauga 1 ml
solutie suc intestinal 3 mg/ml (intestinul subtire) pH 8,3 si 0,3 ml NaCl 0,5%, amestecandu-se
timp de patru ore. Acelagi protocol se face si in cazul adidugarii a 0,3 ml cazeind/mucind
(concentratie 1 g/litru in NaCl 0,5%). Se determini viabilitatea prin insdméntare in dublu strat
pe mediu MRS/MRS+0,2% clorhidrat de cisteind. Se determind numairul de celule viabile
dupa 48 de ore, 1a 37°C, utilizand Schuett ColonyQuant si softul corespunzator.

Determinarea matematicd a viabilitatii/mortalitatii tulpinilor probiotice in conditiile de

simulare in vitro:

fara pepsina:
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N
V% = — %100, unde:
N,

0
V% - viabilitatea celulara (fard enzime);
N¢ — numir celule viabile/ml in sucul gastric i intestinal;
No — numir celule viabile/ml la t=0.
b. Viabilitatea celulara in sucul gastric la diferite valori de pH si in sucul intestinal, la diferite

concentratii de saruri biliare:

N,
Vi % = — %100, unde:
N,

0
V% - viabilitatea celulara in cele doua sucuri digestive;
NEg; — numér celule viabile/ml la diferite concentratii;
Ny — numar celule viabile/ml la t=0.
¢. Mortalitatea celulard in in sucul gastric si sucul intestinal (intestinul subtire) fara
pancreatina si fara pepsina:
M/% = 100 -V, unde:
M — mortalitatea celulard (fard enzime);
V —rezultatul punctului a..
d. Mortalitatea celulara in sucul gastric si cel intestinal:
Mg/% = 100 — Vg unde:
Mg — mortalitatea celulara,
Vg — rezultatul punctului b..
e. Mortalitatea celulara specifica:

_ M, xM

Mg %100, unde:

Mg — mortalitatea celulara specifica;
Mg, — rezultatul punctului d.;

M — rezultatul punctului c.;

V —rezultatul punctului a..

f. Viabilitatea specifica celulara:

Vs =100 ~ Mg, unde:

Vg — viabilitatea celulara specifica;

Mg — rezultatul punctului e..
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Figura 1. Schema de testare a tulpinilor probiotice la nivel gastric si intestinal
Exemplul 1 - Testare viabilitatii tulpinii IL1.

Tulpina testati trebuie sd prezinte o viabilitate bund in scopul utilizirii sale ca
probiotic, deoarece una dintre marile probleme ale acestor tulpini este rezistenta lor
(viabilitatea) in conditiile tranzitului gastric si intestinal. Efectul tranzitului gastrointestinal
inceput in stomac este exercitat de catre pepsind, la un pH cuprins intre 1.5 - 3. Timpul de
stationare la acest nivel nu depdseste 2 ore. Astfel, se observa cd viabilitatea tulpinii este
direct influentatd de pH. La pH 1.5 aceasta reprezintd aproximativ 97% din viabilitatea
inregistrata la celelalte valori de pH la 0 ore de expunere. Aceasta scade pand la 17.5 % la
doud ore de expunere la pH 1.5. La un pH ce depaseste valoarea 2, tulpina isi pastreaza
constantd viabilitatea dupa o ord de expunere la sucul gastric simulat. Dupa doud ore, pe
madsura cresterii pH de la 1.5 la 2, creste si viabilitatea si riméane constantd dupa un pH de 2.5,
fiind 65.5% din cea initiala. Din datele prezentate, rezultd ca tulpina este rezistenta la pH
scdzut, fapt extrem de rar printre tulpinile de bacterii lactice probiotice.

Mucina se prezintd ca un protector mai bun decét cazeina in cazul viabilitétii tulpinii
Lactobacillus rhamnosus 1L1 la actiunea sucului gastric simulat. Bineinteles cé viabilitatea
depinde de pH, dar ea este mai mare decat in cazul lipsei acestor substante. in general,
valorile viabilitétii sunt mai mari cu 25 pana la 50%, la un pH 1.5, atét pentru cazeind, cét si
pentru mucind. In schimb, la pH 2, valoarea viabilitatii in cazul prezentei mucinei este cu
12% mai mare decat in prezenta cazeinei. La valoarea de 2.5 sau 3 a pH, viabilitatea este
relativ constantd, indiferent de prezenta cazeinei sau a mucinei. Diferentele in favoarea

prezentei mucinei, la valori de 2.5 si 3 ale pH, sunt de aproximativ 5%, la o expunere de una

sau doua ore.

Inaintea testarii v1ab1 unerii la sucul intestinului subtire, s-a
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determinat si influenta altor enzime asupra tulpinii Lactobacillus rhamnosus 1L1. Astfel, a
rezultat o pédstrare a viabilitdtii la actiunea tripsinei, pronazei si chimotripsinei, in medie de
6.58 log (UFC/ml) fatd de viabilitatea tulpinii fard enzime. Adica, rezultd o scédere la doua
ore, 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 sciddere a viabilitdtii, in primul rand datorita cresterii concentratiei acestora. O
crestere de 3 sau 5 mg/ml siruri biliare, determind dupd doud ore de expunere o scéddere
semnificativd a viabilitatii, de 25% pentru 3 mg/ml sdruri biliare si 40% pentru cresterea
concentratiei de saruri biliare la 5 mg/ml. De observat este faptul ca pentru 2 mg/ml séruri
biliare, viabilitatea scade sub 10° UFC/ml abia dupa 3 ore de expunere. Reiese clar din aceast
figura cd, odatd cu cresterea timpului de stationare in prezenta sarurilor biliare, viabilitatea
este direct influentata in sens negativ. Dublarea concentratiei de séruri biliare determina, dupa
4 ore de expunere, scidderea viabilitdtii cu 40%.

Si in cazul sucului intestinului subtire s-a determinat influenta cazeinei si a mucinei.
Se observi ci acestea, dar in principal mucina, au un efect protectiv asupra viabilitatii tulpinii
probiotice 1n opozitie cu efectul pancreatinei si al sarurilor biliare. Desi diferenta este mica, se
observi cd prezenta cazeinei determind o scadere mai mare a viabilitatii. Scdderea este direct
corelatd cu cresterea concentratiei de sdruri biliare si timpul de stationare. L.a doud ore de
expunere, indiferent de concentratia de saruri biliare, viabilitatea scade in medie cu 35%.
Dupi alte doua ore, 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 viabilitétii si mortalitatii au fost determinati la diferite valori
de pH si in prezenta a diferite concentratii de siruri biliare. Din datele prezentate anterior,
rezultd cd mucina este un protector mai bun decdt cazeina. De remarcat este ca linia
mortalitétii si cea a viabilitdtii, in prezenta mucinei, nu se intersecteaza rezultand o protectie
corespunzatoare la valori mai mici de 2 ale pH. Conform calculelor matematice viabilitatea, la
pH 2, creste in prezenta ei cu 23.1%. Din aceeasi figura, reiese ca tulpina Lactobacillus
rhamnosus 1L1 are o viabilitate corespunzitoare la un pH de 1.8, conform datelor de

literaturd, de minim 10° UFC/ml pentru probiotice.

Aceeasi tendintd se observa si in cazul sucului intestinului subtire simulat. Si in acest
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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 determind o crestere a viabilititii in medie cu 40%.

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

Desi este o prezentd normald la nivelul mucoasei gastrice, ea oferd o protectie foarte
buni si tulpinilor de bacterii lactice in cazul administrérii lor directe. Efectul combindrii
mucinei cu tulpini liofilizate de bacterii lactice nu determind decét o crestere a viabilitétii la
trecerea prin compartimentele tractului gastrointestinal uman. Aceasta crestere a numarului de
celule, la stresul exercitat de un pH 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
mentioneaza pastrarea unei viabilitati de aproximativ 20%, dupa un astfel de tranzit, gasirea
unor tulpini §i a unor conditii in care se dubleazd aceasti viabilitate este un aspect
semnificativ.

Exemplul 2 - Testare viabilititii tulpinii 1L4.2.

Tulpina testati trebuie sd prezinte o viabilitate bund in scopul utilizarii sale ca
probiotic, deoarece una dintre marile probleme ale acestor tulpini este rezistenta lor
(viabilitatea) in conditiile tranzitului gastric si intestinal. Efectul tranzitului gastrointestinal
inceput in stomac este exercitat de catre pepsind, la pH cuprins intre 1.5 - 3. Timpul de
stationare la acest nivel nu depaseste 2 ore. Astfel, se observd cd viabilitatea tulpinii este
direct influentata de pH. La pH 1.5, tulpina IL4.2, are o piedere a viabilitatii de 30% fata de
cea inregistratd la 0 ore de expunere. La pH ce depiseste valoarea 2, tulpina isi pastreazi
constantd viabilitatea dupd o ord de expunere la sucul gastric simulat. Dupd doud ore, pe
madsura cresterii pH de la 1.5 la 2, creste si viabilitatea si nu scade sub cea inregistrati la pH
de 1.5. Din datele prezentate, rezultd ci tulpina este rezistentd la pH scdzut, pastrandu-si
valoarea viabilitdtii ridicatd indiferent de valoarea pH gastric.

Mucina se prezintd ca un protector mai bun decit cazeina, in cazul viabilitatii tulpinii
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sunt mai mari cu aproximativ 5%, la pH de 1.5, atat pentru cazeind, cat si pentru mucina. in
schimb, la pH 2, valoarea viabilititii in cazul prezentei mucinei este cu 1% mai mare decét in
prezenta cazeinei. La valoarea de 2.5 sau 3 a pH, 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, sunt de aproximativ 2 - 3%, la o expunere de una sau doua ore.

Inainte de testarea viabilitatii, in cazul expunerii la sucul intestinului subtire, s-a
determinat si influenta altor enzime asupra tulpinii Lactobacillus rhamnosus 1L4.2. Astfel, a
rezultat o pastrare a viabilitatii la actiunea tripsinei, pronazei si chimotripsinei, in medie de 6
log (UFC/m)) fata de viabilitatea tulpinii fara enzime. Sub actiunea celor trei enzime rezultd o
scadere de aproximativ 10%, la un interval de doua ore.

In cazul expunerii directe la actiunea sucului intestinului subtire simulat, prezenta
sarurilor biliare are un efect de scidere a viabilitatii, in primul rdnd din cauza timpului de
expunere si, secundar, din cauza cresterii concentratiei acestora. O cantitate de 2, 3 sau 5
mg/ml saruri biliare, determind, dupa o ora de expunere, o scddere a viabilitatii in medie cu
26%. Dupa doui ore urmeaza o plafonare a viabilititii. O sciddere mai mare a viabilitatii se
observa la 5 mg/ml saruri biliare, dupa patru ore de expunere. Reiese din aceasta figura ca,
odata cu cresterea timpului de stationare in prezenta sarurilor biliare, scaderea viabilitatii este
mica si constantd, in medie de 1 —2%.

Si in cazul sucului intestinului subtire s-a determinat influenta cazeinei si a mucinei.
Se observa cd 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 observd cd prezenta cazeinei determind o sciddere mai mare a viabilitdtii. Scaderea este
direct corelata cu cresterea concentratiei de sdruri biliare si timpul de stationare. Dupa doua
ore de expunere, indiferent de concentratia de saruri biliare, viabilitatea scade in medie cu
26%. Dupa alte doud ore, viabilitatea scade in medie cu 5%. 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 gi mortalitatii au fost determinati la diferite valori
de pH si in prezenta a diferite concentratii de saruri biliare. Din datele prezentate anterior,
rezultd cd mucina este, in general, un protector mai bun decét cazeina. De remarcat este ci

linia mortalitdtii si cea a viabilitatii, in prezenta mucinei, nu se intersecteazi, rezultind o
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Lactobacillus rhamnosus 11.4.2 are o viabilitate corespunzatoare la pH intre 1.5 - 2, conform
datelor de literaturs, de minim 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 sdruri 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 si al intestinului subtire asupra viabilitdtii tulpinii 1L4.2. Viabilitatea este direct
influentatd de mucina, desi in cazul actiunii sucului gastric este ridicata, de peste 25%, la pH
2. Prezenta mucinei creste valoarea viabilititii cu peste 15%. Daca asupra tulpinii actioneaza
si sucul intestinului subtire simulat, contindnd o concentratie de 2 - 3 mg/ml séruri biliare,
viabilitatea se pastreaza in proportie de 93%, atunci cand este prezentd si mucina.

Desi este 0 prezentd normald la nivelul mucoasei gastrice, mucina ofera o protectie
foarte buna si tulpinilor de bacterii lactice in cazul administrarii lor directe. Efectul combindrii
mucinei cu tulpini liofilizate de bacterii lactice nu determind decét o crestere a viabilitatii la
trecerea prin compartimentele tractului gastrointestinal uman. Aceasta crestere a numdarului de
celule, la stresul exercitat de pH 2 si o concentratie de 2 - 3 mg/ml saruri biliare, contribuie la
gésirea 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 i stabilirea unor conditii in care se mireste valoarea viabilititii reprezintd un aspect

semnificativ pentru obtinerea de produse de tip probiotic.
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REVENDICARE

Procedeu de testare a viabilitdtii unor tulpini de bacterii lactice producatoare de
exopolizaharide prin utilizarea unui sistem de simulare in vifro a tractului gastrointestinal care
cuprinde urmitoarele aspecte descries mai sus:

1. Realizarea sucului gastric simulate.

2. Realizarea sucului intestinal (intestinul subtire).

3. Determinarea capacititii de supravietuire a tulpinilor probiotice sub influenta sucului
gastric simulate.

4. Determinarea capacitatii de supravietuire a tulpinilor probiotice sub influenta sucului
intestinal (intestinul subtire).

5. Influenta cazeinei i a mucinei asupra viabilitatii tulpinilor probiotice in sucul gastric
simulat.

6. Influenta cazeinei $i a mucinei asupra viabilitatii tulpinilor probiotice in sucul
intestinal simulat (intestinul subtire).

7. Efectul combinat al sucului gastric si a celui intestinal (intestinul subtire) asupra
viabilitatii tulpinilor probiotice.

8. Determinarea matematica a viabilitdtii/mortalitatii tulpinilor probiotice in conditiile de
simulare in vitro.

9. Schema de testare a tulpinilor probiotice la nivel gastric si intestinal.
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