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Inventia se refera la un sistem in vitro de testare a efectului tranzitului unor tulpini de
bacterii lactice prin tractul gastrointestinal uman in doud faze. Scopul inventiei este
determinarea viabilitatii acestor tulpini microbiene la tranzitul prin stomac si intestinul subtire,
precum si a efectului lor asupra microbiotei simulate a colonului, in vederea utilizarii acestora
in produse functionale si alimentare.

Utilizarea unor produse functionale ca suplimente in corectarea disfunctiilor micro-
florei intestinale normale reprezintd una dintre metodele actuale. O alternativa o reprezinta
produsele fabricate prin fermentarea laptelui de catre bacterii lactice probiotice specifice.
Efectul lor este limitat de tulpinile utilizate la fabricarea produselor lactate. De multe ori
acestea sunt utile la realizarea produsului, dar in momentul ingerarii isi pierd o0 mare parte
din viabilitate datoritd pH-ului gastric si/sau prezentei pancreatinei si a acizilor biliari din
intestinul subtire. Alegerea tulpinilor se face in principal pe baze economice, in detrimentul
utilizarii de tulpini ce pot supravietui tranzitului gastrointestinal si a capacitatii de colonizare
la nivel intestinal.

Prebioticele si bacteriile lactice probiotice au efecte semnificative asupra cresterii
rezistentei organismului la boli. Viabilitatea la trecerea prin compartimentul gastric si intes-
tinal uman reprezinta elementul esential pentru desfagurarea activitatii lor in vivo. Produsele
care combina pre- si probiotice sunt numite sinbiotice. Alegerea pre- si probioticelor trebuie
sa se bazeze pe cercetéri stiintifice. Tulpinile utilizate trebuie sa fie alese pe baza unor studii
in vitro.

Cea maiimportanta si mai numeroasa comunitate microbiana din corpul uman se afla
la nivelul intestinului. Un interes major il reprezinta legatura dintre microbiota intestinala si
starea de sanatate. Microbiota colonului este constituitd dintr-un numar foarte mare si
diversificat de tulpini microbiene. Relatia dintre aceste microorganisme si sanatatea umana
reprezinta o tema actuala de cercetare. Principalul rol pe care il are si pe care trebuie sa-I
indeplineasca il reprezinta facilitarea absorbtiei de nutrienti si cel de protectie impotriva unor
tulpini patogene. Colonizarea intestinului reprezintd un proces complex, care depinde de
interactiunea cu mediul, regimul alimentar si diferiti factori interni ai gazdei. Tulpinile care
colonizeaza diferitele parti ale tractului gastrointestinal uman se caracterizeaza prin
persistenta.

Unul dintre cele mai interesante gi mai utilizate modele pentru testarea influentei unui
produs alimentar sau nutraceutic asupra microbiotei intestinale o reprezintd simularea
colonului bebelusilor. Acesta este un ecosistem fragil si direct influentat de catre dieta sau
alte produse ingerate, ce contin tulpini viabile de microorganisme. La acest nivel colonizarea
incepe imediat dupa nastere, cu tulpini care sunt comune microbiotei materne. Acestea
provin din flora vaginala si din cea intestinala. Primele grupe de microorganisme sunt cele
strict anaerobe si facultativ anaerobe, cum ar fi enterobacteriile, coliformii si lactobacilii. Degi
este mai stabild, microflora adultului este perturbata in principal de tratamentul cu antibiotice
sau de céatre bolile infectioase.

Lucrarea"Single bioreactor gastrointestinal tract simulator for study of survival
of probiotic bacteria", autori I. Sumeri, L. Arike, K. Adamberg, T. Paalme, 2008,
determina rezistenta a patru tulpini de bacterii lactice probiotice (Lactobacillus acidophilus
La-5, Lactobacillus johnsonii NCC 533, Lactobacillus casei strain Shirota si Lactobacillus
rhamnosus GG) la pH gastric si sarurile biliare intr-un bioreactor, la ingerarea de alimente.
Rezultatele depind de modelul alimentar utilizat, avand un procent de supravietuire cuprins
intre 10 si 100%.

Lucrarea "Immobilization of Infant Fecal Microbiota and Utilization in an in vitro
Colonie Fermentation Model", autori C. Cinquin, G. Le Blay, I. Fliss, C. Lacroix, 2004,
determina efectul imobilizarii tulpinilor din fecalele bebelusilor in timpul simularii tranzitului
prin cele trei segmente ale colonului, la nivelul unui singur bioreactor.
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Problema pe care o rezolva inventia consta in prezentarea unei metode si a unui
sistem unicameral de testare in vitro a viabilitatii tulpinilor probiotice de bacterii lactice la
tranzitul prin tractul gastrointestinal.

Metoda de testare in vitro a viabilitatii tulpinilor probiotice de bacterii lactice la tranzitul
prin tractul gastrointestinal inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca se adauga intr-un
vas 100 ml de HCI 0,01 N si 40 ml de suc gastric stimulat, pentru a simula conditiile din
stomac, se ajusteaza pH-ulla2,0 cu HCI 1 N, apoi se adauga 200 ml de produs liofilizat care
contine 10°-10"° UFC/mI de bacterii lactice Lactobacillus paracasei YR si Enterococus
faecium\/L47, si un prebiotic, respectiv, lactuloza, dizolvate in HCI 0,5%, pH-ul se aduce la
3,0 cu HCl intr-un interval de 1,5 h, se neutralizeaza continutul la pH 6,0 prin adaugarea a
1M NaHCO, la o rata de 4,5 ml/min, pentru a simula trecerea din stomac in duoden, intr-un
interval de maximum 10 min, se adauga 60 ml de saruri biliare 7,5 g/l $i 100 ml pancreatinina
30 g/l la o rata de 4 ml/min, timp de 10 min, pH-ul culturii din vas fiind mentinut la o valoare
de 6...6,5 prin adaugarea de NaHNO, 1 M, pe o perioada de 7 h, apoi se iau probe la fiecare
ora, pentru a determina viabilitatea microbiana prin insamantare pe un mediu agarizat
specific tulpinii testate de dilutii in ser biologic steril, iar determinarea numarului de colonii
se face cu ajutorul unui contor automat.

Sistemul unicameral de testare in vitro a efectului tranzitului prin tractul gastrointes-
tinal uman al bacteriilor lactice inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca este con-
stituit: dintr-un vas A din sticla borosilicata, de 1000 ml, prevazut cu un dop filetat, cu patru
intrari pentru patru pompe, prin care se introduc: suc gastric stimulat prin pompa peristaltica
P1, HCI prin pompa peristaltica P2, NaHCO, prin pompa peristaltica P3, pancreatind/saruri
biliare prin pompa peristaltica P4, dopul este prevazut cu un pH-metru digital cu un electrod
de 4 mm grosime, sterilizabil B, si vasul este asezat pe un agitator magnetic cu plita
ceramica incalzita C, si un senzor de temperatura D.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- serealizeaza o evaluare primara, rapida a efectului exercitat de catre bacteriile pre-
biotice de bacterii lactice asupra stomacului si intestinului subtire ale unui adult sau ale unui
copil;

- se realizeaza un sistem de testare in vitro de sine statator, printr-o fermentatie de
tip continuu.

Prezenta inventie dezvolta un sistem in vitro de testare a viabilitatii tulpinilor probio-
tice de bacterii lactice la tranzitul prin stomac si intestinul subtire, si a influentei asupra micro-
biotei simulate a colonului, prin utilizarea a doua tulpini probiotice Lactobacillus paracasei
YR and Enterococcus faecium VVL47 si a unui prebiotic, lactuloza. Prezentul sistem, denumit
GIS1, simuleaza separat tranzitul prin stomac si intestinul subtire - faza 1, si efectul asupra
microbiotei colonului - faza 2, ce cuprinde cele trei segmente ale colonului. Faza 1 simuleaza
efectul exercitat de pH, sinteza de acid clorhidric $i pepsina - stomac, efectul trecerii din
stomac in intestinul subtire si actiunea pancreatinei si a sarurilor biliare. Faza 2 simuleaza
colonul pe baza timpului de retentie si al pH-ului fiecérui segment al acestuia (colon ascen-
dent, colon transversal si colon descendent).

Faza 1 implica efectul tranzitului prin stomac si intestinul subtire. Faza a doua tes-
teaza efectul tulpinilor asupra microbiotei simulate a colonului, prin determinarea raportului
dintre diferite tulpini microbiene. Testele efectuate in prezenta inventie au fost efectuate pe
o microflora simulata a colonului unui bebelus, la nivelul caruia exista un echilibru fragil. O
astfel de microflora poate demonstra mult mai clar efectul exercitat de catre tulpinile testate.
De asemenea, s-a determinat efectul lactulozei, ca prebiotic, in timpul testelor din cadrul
ambelor faze.
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Structura de baza a sistemului GIS1 este compusa din:

- un vas Duran din sticla borosilicata, capacitate 1000 ml, prevazut cu un dop filetat,
cu patru intrari;

- un pH-metru digital Hanna Benchtop HI 2211, cu un electrod de 4 mm grosime,
sterilizabil;

- 4 pompe peristaltice Behrotest, Type PLP 33, debit 0,4...2,0 I/h;

- un agitator magnetic cu plitd ceramica incalzita IKA C-MAG HS 7 si senzor de
temperatura.

GIS1 este conceput pentru a functiona in doua etape distincte.

in continuare se prezintad un exemplu de realizare a inventiei.

Exemplu

Etapa 1 - Simularea tranzitului prin stomac $i intestinul subtire - evaluarea viabilitatii
unei tulpini microbiene

100 mI HCI 0,01 N si 40 ml suc gastric simulat - pompa 1 (pepsina 3 g/l, mucina 3 g/l
au fost dizolvate in NaCl 0,5%) se adauga in vasul Duran, pentru a simula conditiile din
stomac, se ajusteaza pH-ul la 2 cu HCI 1 N; 200 ml produs liofilizat (dizolvat in NaCl 0,5%),
ce contine o cantitate de 10°...10" UFC/ml de bacterii lactice, se introduc cu pompa 1 in
vasul Duran; pH-ul se aduce la valoarea 3 cu 1 N HCI - pompa 2 intr-o perioada de
maximum 1,5 h; continutul se neutralizeaza la pH 6,0, prin adaugarea a 1 M NaHCO,; -
pompa 3 la o rata de 4,5 ml/min, pentru a simula trecerea din stomac in duoden, intr-o
perioada de maximum 10 min; se adauga 60 ml saruri biliare 7,5 g/l si 100 ml pancreatina
30 g/l - pompa 4 in sistem cu o rata de 4 ml/min, timp de 10 min; pH-ul culturii in vasul Duran
afostmentinut la o valoare de 6...6,5 prin addugarea a NaHCO; 1 M, pe o perioada de pana
la 7 h. Rolul sdu este si acela de a simula absorbtia de la nivelul intestinului subtire.

Toate solutiile sunt preparate inainte de fiecare experiment. Se iau probe la fiecare
ora, pentru a determina viabilitatea microbiana prin insdmantare pe mediu agarizat specific
tulpinii testate. Pentru analiza viabilitatii, se realizeaza dilutii in ser fiziologic steril, iar deter-
minarea numarului de colonii se face in mod automat, cu ajutorul ColonyQuant, printr-un soft
specializat. Capacitatea de supravietuire (Cs) se calculeaza conform urmatoarei formule:

Cs - Viabilitatea la T,/Viabilitatrea la T,

Modelul descris de simularea gastrointestinala a fost validat pe baza unei serii de trei
teste efectuate cu cele doua tulpini microbiene, cu si fara prezenta prebioticului (lactuloza),
dar si in prezenta unei tulpini probiotice cunoscute (Lactobacillus acidophilus LA1). Timpul
normal de tranzit al bolului alimentar prin stomac este de aproximativ 20...30 min. Nivelul
aciditatii variaza de la o persoana la alta. La nivel gastric pH scazut este prima bariera impo-
triva microorganismelor ingerate. Pentru a obtine o caracterizare cat mai exacta in vitro, pH
nu este singura conditie care trebuie indeplinitd. Datoritd acestor diferente, s-a ales ca
valoare des intalnita pentru teste pH 3, si prezenta mucinei ca o componenta normala a con-
tinutului gastric. Rolul sau este interpretat si ca acela de a oferi o protectie pH scazut atat
mucoasei, cat si, in timpul tranzitului, tulpinilor microbiene probiotice.

Prezenta lactulozei a oferit o protectie crescuta asupra viabilitatii tulpinilor testate.
Diferenta dintre viabilitatea determinata la 1 si 2 h de expunere gastrica simulaté a fost de
maximum 4%. Valoarea s-a pastrat constanta. Dupa 2 h, tulpinile din produs au fost expuse
la continutul simulat al intestinului subtire. S-a observat o diferenta relativ constanta intre
tulpini, la perioada de expunere in mediul intestinului subtire simulat. Prezenta prebioticului
a conferit o protectie suplimentara, prin marirea valorii Cs. Scaderea mai mare a viabilitatii,
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injurde 25%, a avutlocin primele 2 h de expunere la continutul intestinului subtire. Diferen-
tele au fost de 15% si au scazut odata cu cresterea timpului de stationare. La nivelul intes-
tinului subtire, o pierdere peste jumatate a numarului de celule viabile s-a observat in lipsa
lactulozei dupa 4 h de testare in sistemul GIS1. Pentru prezenta lactulozei, tulpinile au pre-
zentat o pierdere de cel putin 50% a numarului de celule viabile dupa 5,5 h de testare. in
prezenta prebioticului (lactulozei), viabilitatea celulara a crescut cu minimum 30% (P < 0,05).
Este de remarcat si faptul ca marirea Cs nu s-a realizat prin multiplicare celulara, atatla nivel
gastric, cét si al intestinului subtire simulat. Viabilitatea pentru ambele variante nu a scazut
sub 10’, indiferent de perioada de timp in care s-a realizat testarea. La o astfel de trecere
viabilitatea unor tulpini probiotice Lactobacillus rhamnosus GG si Lactobacillus johnsonii LA1
este in jur de 41%. Valorile obtinute se incadreaza in aceste limite pentru varianta in care
este prezent prebioticul (P<0,05). Astfel, atat la nivel gastric, cat si in cel al intestinului
subtire, supravietuirea poate fi imbunatatité si prin prezenta unui prebiotic (lactuloza), con-
statarea fiind sustinuta de studii care au utilizat xilooligozaharide si fructooligozaharide.

Pentru o mai buna caracterizare a viabilitatii i comportamentului celor doua tulpini
in sistemul GIS1, s-a stabilit procentul de viabilitate a fiecarei tulpini in comparatie cu tulpina
LA1. Acesta a prezentat diferente mari in prezenta lactulozei. Tulpina YR este puternicinhibaté
de pH gastric, dar si de trecereain intestin, exercitata prin addugarea de saruri biliare si pepsina
dupa 2 h. Pierderea viabilitatii in mediul gastric simulat a fost de aproximativ 25%. Prezenta
sarurilor biliare a facut ca viabilitatea sa mai piarda 50%, in medie, in decursul unei ore. Tulpina
YR afost completinhibata panala 4 h. in schimb VL47 si LA1 s-au dovedit a fi mai rezistente.
Ceamairezistenta a fost VL47, care, din punct de vedere al numarului de celule, a prezentat
o viabilitate medie de 5log CFU/ml comparativ cu LA1, a carei viabilitate a scazut semnificativ,
cu aproximativ 33%, in prezenta continutului gastric simulat, pana la 7 log CFU/ml. Dupa
simularea tranzitului in continutul intestinului subtire, LA1 s-a dovedit a fi foarte rezistenta,
in comparatie cu VL47. Chiar daca viabilitatea a mai scazut cu 30% pe parcursul a4 h, aceasta
a fost in final mai mare decéat cea a VL47 cu aproximativ 1...2 log CFU/mlI.

in lipsa lactulozei, pierderea viabilitétii a fost mai accentuata pentru tulpina YR, cét
si pentru LA1. La nivel gastric, scaderea de viabilitate pentru YR a avut o medie de 10% fata
de prezenta lactulozeiin sistemul GIS1, pierzand in totalitate viabilitatea dupa 4 hin sistemul
GIS1. In schimb, pentru LA1, sciderea a fost mai mare cu peste 35%, ajungand la aproxi-
mativ 3 log CFU/mI. Ca siin determinarile precedente, tulpina a fost mai rezistenta in mediul
intestinului subtire simulat. La nivelul intestinului subtire, viabilitatea a scézut cu cate 10%
pe parcursul unei ore. VL47 a prezentat o viabilitate mai mica, in absenta lactulozei, cu
1...2 log CFU/ml. Astfel, aceste doua tulpini s-au adaptat mai bine conditiilor din intestin
decat YR, care trebuie sa fie intr-o cantitate mai mare in momentul ingerarii, pentru a supra-
vietui tranzitului.

Capacitatea de supravietuire individuald a tulpinilor a fost de cel putin 0,5 dupa 5 h.
O valoare similara a fost determinata si pentru LA1, dupa aproximativ 2,5 h de la tranzitul din
compartimentul gastric in cel al intestinului subtire. Daca lipseste lactuloza, timpul in care
LA1 si YR si VL47 ajung la o valoare de 0,5 a capacitatii de supravietuire scade cu panala
o ora.

Deoarece tulpinile probiotice sunt afectate in mod direct in momentul intrarii in
stomac de pH scazut, rezulta ca viabilitatea mai buna, obtinuta in prezenta lactulozei, s-a
datorat exclusiv acesteia. Aceste diferente au demonstrat ca prezenta lactulozei a avut un
efect de protectie asupra celulelor bacteriene in timpul tranzitului gastrointestinal, dar poate
fi interpretat si ca un efect de prelungire a viabilitatii in timpul depozitarii. Acest efect s-a
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manifestat mai putin sau nu a influentat deloc viabilitatea tulpinii VL47. in momentul trecerii
treptate la pH alcalin, ce a ajuns pana in jurul valorii 6, celulele care au supravietuit tranzi-
tului au putut chiar sa se si multiplice. Un alt moment semnificativ |-a reprezentat trecerea
de la mediul gastric la cel intestinal, in care scaderea viabilitatii observate a fost in medie de
1,5 log CFU/ml. intreg procesul a depins de caracteristicile fiziologice ale tulpinii, deoarece,
pentru YR, aceasta etapa a determinat anularea viabilitatii. Scaderea numarului de celule
a fost influentata si de compozitia produsului.

Etapa 2 - Simularea tranzitului prin colon - evaluarea efectului asupra raportului dintre
speciile microbiene care colonizeazd colonul uman

500 ml mediu de culturd pentru simularea continutului din colon inoculat cu 100 ml
solutie fecale pregéatite anterior sunt addugate in vasul Duran pentru perioada de stabilizare,
pH 5,7...7,5 corectat cu 4 N NaOH; se scot cu pompa 3 100 ml mediu fermentat. in acelasi
timp, se reintroduc cu pompa 1 100 ml de mediu proaspat, la fiecare 12 h; 15 ml produs
liofilizat (dizolvat in 0,5% NaCl), continand o cantitate de 10°...10"° UFC/ml de produs
probiotic, sunt introdusi cu pompa 1 in vasul Duran; pH-ul este ajustat la valoarea 5,6...5,9
cu 6 N NaOH - pompa 4, pentru o perioada de 4 h - colonul ascendent; pH-ul este ajustat
la valoarea 6,2...6,5 cu 6 N NaOH - pompa 4, pentru o perioada de 8 h - colonul transvers;
pH-ul este ajustat |la valoarea 6,6...6,9 cu6 N NaOH - pompa 4, pentru o perioada de 12 h -
colonul descendent.

Toate solutiile sunt preparate inainte de fiecare experiment. Se iau probe la fiecare
ora, pentru a determina viabilitatea microbiana. Pentru analiza viabilitatii, se realizeaza dilutii
in ser fiziologic steril, iar determinarea numarului de colonii se face in mod automat cu
ajutorul ColonyQuant, printr-un soft specializat. Numarul total de anaerobi este determinat
prin utilizarea brain heart infusion agar; Mc. Conkey agar, pentru coliformi; Azide blood agar
base, pentru enterococci; Mannitol salt agar, pentru stafilococi; Tryptose sulfite cycloserine
agar, pentru clostridii; Beerens agar, pentru bifidobacterii; Rogosa agar, pentru lactobacili.

Analiza microbiana a probelor din sistemul GIS1 de simulare a colonului a aratat ca
prezenta celor doua tulpini are o influenta directa asupra numarului si raportului dintre micro-
organisme. O crestere mai mare fata de raportul dintre grupele de microorganisme o are
administrarea tulpinilor in prezenta a 1% lactuloza. Conform datelor prezentate, numéarul de
lactobacilli si cel al bifidobacteriilor s-a mentinut relativ constant, aceeasi tendinta
observandu-se si in cazul enterococilor. Pentru aceste grupuri de microorganisme, numarul
a variat in limita a 0,5 log CFU/ml. Desi numarul de lactobacilli nu depaseste limita de 7 log
CFU/ml, pe general numarul total de microorganisme anaerobe are o tendinta de scadere
la nivelul colonului distal. Aceasta se datoreaza faptului ca si numarul de bifidobacterii scade,
deoarece aceste microorganisme sunt direct influentate de schimbarea pH-ului in timpul
tranzitului prin cele trei compartimente ale colonului.

Desi in general se considera ca si alte grupuri de microorganisme sunt influentate de
catre pH, in cazul prezentei YR si VL 47, fara lactuloza, numarul de microorganisme
(coliformii, clostridiile, stafilococi) variaza tot in limita a 0,5 log CFU/ml. Scaderea semnifi-
cativa a valorii numarului de microorganisme din cele trei grupe mentionate au loc in
perioada simularii colonului transversal, odata cu cresterea pH-ului panala6,5. Odata cu tre-
cerea la un pH de maximum 6,9...7 (colonul descendent), numarul acestor microorganisme
are in general o tendintd de scadere, in limita medie de 0,7 CFU/ml. Cel mai mult scade
numarul de stafilococi, cu aproximativ 0,8 CFU/ml, iar cel mai putin cel al clostridiilor, cu
maximum 0,2 CFU/ml. in schimb, numérul enterococilor se mentine relativ constant, cu o
viabilitate medie de 6,86 CFU/mI. Se observa o tendintd de scadere atunci cand pH-ul
creste, scaderea observandu-se, in principal, in timpul simularii ultimei sectiuni a colonului
(colonul descendent), valoarea maxima observandu-se in partea colonului ascendent si in
prima parte a celui transversal, cu un maximum de 7,1 CFU/ml.
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Prezenta lactulozei a determinat cresterea numarului de lactobacilli cu aproximativ
1,0 log UFC mai mare (p<0,01) decéat atunci cand lipseste. Aceasta tendintd se manifesta
in principal in perioada de simulare a colonului transversal si descendent. Aceeasi tendinta
de crestere a fost observata si pentru bifidobacterii. Pentru enterococi, prezenta lactulozei
nu are ca efect o crestere a numarului acestora, care nu a depasit 7 log CFU/ml. In schimb,
se observa o scadere moderatd a numarului clostridiilor, in principal in perioada de simulare
a colonului ascendent si descendent. Pentru coliformi, se observa o scadere in timpul
simularii colonului descendent (p<0,05). Scaderea observata a numarului de microorganisme
are ca efect un consum al lactulozei in timpul simularii primelor doua sectiuni ale colonului.
Numarul de stafilococi, creste ugor, cu un maximum de aproximativ 0,5 log CFU/ml, fata de
situatia in care lactuloza lipseste.

Studiul prezentat a demonstrat efectul pozitiv asupra microbiotei colonului al celor
doua tulpini, prin studii in vitro utilizand sistemul GIS1. Consumul de produse probiotice, in
combinatie cu prebiotice, determind o echilibrare mai rapida si mai buna a microflorei
colonului uman. S-a observat o crestere o numarului tulpinilor anaerobe benefice, ce
favorizeaza o digestie mai buna, necesara persoanelor cu diferite dezechilibre.
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Revendicari

1. Metoda de testare in vitro a viabilitatii tulpinilor probiotice de bacterii lactice la tran-
zitul prin tractul gastrointestinal, caracterizata prin aceea ca se adauga intr-un vas 100 mi
de HCI 0,01 N si 40 ml de suc gastric stimulat, pentru a simula conditiile din stomac, se ajus-
teaza pH-ul la 2,0 cu HCI 1 N, apoi se adauga 200 ml de produs liofilizat, care contine 10°-
10" UFC/mI de bacterii lactice Lactobacillus paracasei YR si Enterococus faecium VL 47,
si un prebiotic, respectiv, lactuloza, dizolvate in HCI 0,5%, pH-ul se aduce la 3,0 cu HCl intr-
uninterval de 1,5 h, se neutralizeaza continutul la pH 6,0, prin adaugarea a 1 M NaHCO, la
o rata de 4,5 ml/min, pentru a simula trecerea din stomac in duoden, intr-un interval de maxi-
mum 10 min, se adauga 60 ml de saruri biliare 7,5 g/l si 100 ml pancreatinina 30 g/l la o rata
de 4 ml/min, timp de 10 min, pH-ul culturii din vas fiind mentinut la o valoare de 6...6,5 prin
adaugarea de NaHNO; 1 M, pe o perioada de 7 h, apoi se iau probe la fiecare ora, pentru
a determina viabilitatea microbiana, prin insdmantare pe un mediu agarizat specific tulpinii
testate de dilutii Tn ser biologic steril, iar determinarea numarului de colonii se face cu ajutorul
unui contor automat.

2. Sistem unicameral de testare in vitro a efectului tranzitului prin tractul gastrointes-
tinal uman al bacteriilor lactice, caracterizat prin aceea ca este constituit dintr-un vas (A)
din sticla borosilicata, de 1000 ml, prevazut cu un dop filetat, cu patru intrari, pentru patru
pompe, prin care se introduce: suc gastric stimulat prin pompa peristaltica (P1), HCI prin
pompa peristaltica (P2), NaHCO, prin pompa peristaltica (P3), pancreatina/saruri biliare prin
pompa peristaltica (P4); dopul este prevazut cu un pH-metru digital cu un electrod de 4 mm
grosime, sterilizabil (B), si vasul este asezat pe un agitator magnetic cu plita ceramica
incalzita (C), si un senzor de temperatura (D).
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