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OCENA PRZEZYWALNOSCI BAKTERII LACTOBACILLUS
ZAWARTYCH W PREPARACIE PROBIOTYCZNYM PODCZAS
PASAZU W SYMULOWANYM PRZEWODZIE POKARMOWYM

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie przezywalnosci bakterii z rodzaju Lactobacillus wchodzacych w sktad
preparatu probiotycznego w symulowanym modelu uktadu pokarmowego czlowieka. Wykazano stosun-
kowo malg przezywalno$¢ bakterii w probie kontrolnej, ktora stanowit bufor PBS. Warunki panujace
w symulowanym przewodzie pokarmowym wplynely na obnizenie w tej probie liczby bakterii, wyrazonej
logarytmicznie, z 8,18 do 6,20. Znacznie wigksza przezywalno$cig charakteryzowaty si¢ bakterie wpro-
wadzone do ukladu wraz z matrycami zywieniowymi (Nutramigenem, nieklarowanym sokiem owocowo-
warzywnym, kleikiem ryzowym) stwarzajacymi warunki ochronne dla bakterii. Liczba bakterii po zasto-
sowaniu matryc utrzymywata si¢ na poziomie 7,50 + 9,00 jednostek logarytmicznych. Pomimo ze liczba
bakterii w ukladzie ulegta zmniejszeniu na skutek dziatania niskiego pH soku zotadkowego i soli kwaséw
z6kciowych, symulowany pasaz jelitowy stwarzal bardzo dobre warunki do namnazania bakterii. Liczba
zywych komorek, po ich dotarciu do jelita grubego, przewyzszata liczbg bakterii w punkcie wyjsciowym.
W dos$wiadczeniu z Nutramigenem liczba bakterii zwigkszyta si¢ z 8,82 do 9,11 jednostek logarytmicz-
nych, a z sokiem jabtkowo-marchwiowym — z 8,46 do 8,86. Kleik ryzowy znacznie stabiej ochraniat
bakterie z rodzaju Lactobacillus, dlatego tez w tym ukladzie doswiadczalnym stwierdzono zmniejszenie
poczatkowej liczby komorek z 7,85 do koncowej — 7,48.

Stowa kluczowe: probiotyki, przezywalno$¢, symulowany przewdd pokarmowy, matryce Zywieniowe

Wprowadzenie

Probiotyki, wedlug definicji FAO/WHO, sg to zywe mikroorganizmy, ktére po
spozyciu w odpowiedniej iloSci przynosza korzysci zdrowotne gospodarzowi [3].
Zmienne warunki panujgce w poszczegolnych odcinkach przewodu pokarmowego
determinuja liczbe i rodzaj drobnoustrojow obecnych w tym $rodowisku. Przezywal-
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no$¢ bakterii probiotycznych, wprowadzonych z pozywieniem, w gornej czesci prze-
wodu pokarmowego cztowieka zalezy od kwasowosci soku zotadkowego (pozadana
jest niska kwasowos$¢), obecnosci soli kwasow zotciowych 1 enzymow trzustkowych,
ktére stanowig kolejng barier¢ dla przetrwania mikroorganizmow [16]. Uwazano, ze
duzy wpltyw na przezywalno$¢ bakterii w przewodzie pokarmowym wywierajg enzy-
my trawienne, gtdwnie proteolityczne. Enzymy te nalezg do grupy hydrolaz. Sg odpo-
wiedzialne za rozktad makroczasteczek (bialek i peptydéow) do podstawowych jedno-
stek strukturalnych (aminokwasow), ktore nastgpnie mogg by¢ wchtaniane w jelicie
cienkim. Jest to jeden z czynnikéw wplywajacych na mikroorganizmy zasiedlajace
przewod pokarmowy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze bakterie fermentacji mlekowej wy-
twarzajg wlasne enzymy proteolityczne. Rodzaj enzymow i ich aktywno$¢ zalezy od
przynaleznos$ci rodzajowej i gatunkowej. Zatem mozna wykluczy¢, ze enzymy proteo-
lityczne przewodu pokarmowego wywieraja destrukcyjny wplyw na przezywalnosc
bakterii mlekowych i sg istotnym czynnikiem redukcji liczby bakterii probiotycznych
w przewodzie pokarmowym cztowieka [19]. Najbardziej istotnym parametrem jest
warto$¢ pH, ktéra zmienia si¢ w zaleznosci od odcinka uktadu pokarmowego. Najniz-
sze pH (okoto 1,0 + 2,0) wystepuje w pustym zotadku. Po spozyciu pokarmoéw wartosc¢
ta wzrasta do pH 3,0 + 4,0. Na tym etapie bakterie sg najbardziej narazone na dziatanie
soku zotadkowego. Na przezywalnos$¢ bakterii wptyw ma takze czas, w ktorym positek
jest w zotadku [16]. Szacuje si¢, ze czas ten moze si¢ waha¢ od 2 do 4 h [6, 13, 16].
Jest on krotszy dla pokarmow ptynnych, natomiast dtuzszy w przypadku positkow
o konsystencji stalej [16]. Positki bogate w tluszcze i biatka moga op6znia¢ oproznia-
nie zofadka [13]. Czas tranzytu pokarmu przez jelito cienkie wynosi 1 + 4 h [16]. Za-
tem catkowity czas przejscia pokarmu w goérnym odcinku przewodu pokarmowego jest
rowny 3 + 8 h. Tak diugi okres moze znaczaco wptywac na przezywalnos$¢ bakterii
w przewodzie pokarmowym. Bakterie mlekowe wykazujg zréznicowang wrazliwosé
na kwasne Srodowisko, a roznice te obserwuje si¢ nie tylko migdzy gatunkami, ale
rowniez migdzy szczepami w obrgbie gatunku [12]. Druga barier¢ przezywalnosci
bakterii fermentacji mlekowej w przewodzie pokarmowym stanowia kwasy zotciowe
produkowane w watrobie z cholesterolu i wydzielane do dwunastnicy. Stezenie zotci
w organizmie cztowieka wynosi 0,3 + 0,5 % [15, 22]. Z61¢ wydzielana do przewodu
pokarmowego pelni wazng rol¢ w emulgowaniu lipidow [3]. Ma zdolno$¢ wplywania
na fosfolipidy i biatka blon komoérkowych i zaktocania w ten sposob homeostazy ko-
moérkowej mikroorganizméw. W zwigzku z tym zdolno$¢ bakterii mlekowych do tole-
rowania z6tci moze by¢ istotna do ich przetrwania podczas pasazu przez przewdd po-
karmowy, a nastepnie do jego kolonizacji [3]. Wigkszos¢ badan nad przezywalnoscia
szczepow bakterii fermentacji mlekowej w niskim pH lub w obecnosci soli zotciowych
jest przeprowadzana w osobnych doswiadczeniach. Badanie przezywalno$ci bakterii
w warunkach niskiego pH i w obecnosci soli z6tci w jednym modelu pozwala na wy-
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kluczenie szczepow, ktore przezywajag w warunkach niskiego pH, ale sole Zotci stano-
wig dla nich barier¢ nie do pokonania [17]. Taki model przewodu pokarmowego opra-
cowali Sumeri i wsp. [20].

Na podstawie badan nad przezywalno$cig bakterii probiotycznych w przewodzie
pokarmowym cztowieka stwierdzono, Zze toksyczne dziatanie zotci moze by¢ ztago-
dzone czg$ciowo w obecnosci weglowodandw [7]. Bakterie probiotyczne powinny by¢
zatem selekcjonowane w taki sposob, aby wykazywaly jak najwigksza opornos¢ na te
dwa czynniki przewodu pokarmowego. Przezywalno$¢ moze zaleze¢ réwniez od po-
staci, w jakiej podawane sa probiotyki, np. jako preparaty liofilizowane, produkty fer-
mentowane, przyjmowane wraz z matrycg zywnosciowa lub bez niej [8]. Zauwazono,
ze wyzsze pH 1 zawarto$¢ thuszczu w statej matrycy, np. sera, moze chroni¢ bakterie
skuteczniej niz ptyn srodowiska podczas tranzytu przez przewdd pokarmowy [1].

Celem badan bylo okreslenie przezywalnosci bakterii z rodzaju Lactobacillus
wchodzacych w sktad preparatu probiotycznego w modelu integrujacym warunki ni-
skiego pH i obecnos¢ soli kwasow zotciowych, symulujacym uktad pokarmowy czto-
wieka.

Material i metody badan

Materiatem biologicznym pracy byl preparat probiotyczny. Preparat zawierat
1-10° liofilizowanych bakterii kwasu mlekowego w nastgpujacych proporcjach: 50 %
Lactobacillus paracasei LOCK 0919, 25 % Lactobacillus casei LOCK 0908, 25 %
Lactobacillus casei EOCK 0900. Preparat nie zawierat biatek mleka, laktozy i glutenu.

W badaniu uzyto modelu uktadu pokarmowego bazujacego na systemie jednego
bioreaktora [20]. Model ten odtwarza przejscie bakterii przez srodowisko niskiego pH
soku zotadkowego, a nastgpnie kontakt z solami kwasow zotciowych, czyli tworzy
warunki panujagce w przewodzie pokarmowym. Ponadto uktad umozliwia okreslenie
kinetyki wzrostu bakterii w zaleznos$ci od stosowanej matrycy zywnosciowej. Uktad
eksperymentalny stanowit fermentor o pojemnosci 1 1, o mozliwosci kontrolowania
przeplywu NaHCOs;, z6tci oraz medium do rozcienczania zotci. Temperatura catego
uktadu utrzymywana byta na poziomie 37 °C.

W pracy zastosowano 4 no$niki: bufor PBS (proba kontrolna) (Sigma, pH 7.4),
preparat mlekozast¢gpczy Nutramigen, nieklarowany sok jabtkowo-marchwiowy Bobo
Frut i kleik ryzowy BoboVita. Preparat Nutramigen stosowany jest w alergii na biatko
mleka krowiego, np. przy atopowym zapaleniu skory (AZS) czy nietolerancji laktozy.
Nutramigen jest preparatem bardzo bogatym w substancje odzywcze. Zawiera oleje
ros$linne, hydrolizat kazeiny, sktadniki mineralne oraz witaminy. Sktadniki te petnig
odzywcze i ochronne funkcje w stosunku do bakterii. Ttuszcze zawarte w preparacie,
otaczajac komorki bakterii, mogg je skutecznie chroni¢ przed ekstremalnymi warun-
kami srodowiska. Dodatkowo obecne w preparacie witaminy, wolne aminokwasy oraz
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inne substancje stanowig doskonate zrodto niezbgdnych dla tych bakterii sktadnikow
odzywczych. Bakterie mlekowe wymagajg bowiem obecnosci w $rodowisku substan-
cji, ktorych nie sg w stanie same syntetyzowa¢ [10]. Sok Bobo Frut zostal wybrany
z grupy produktéw o duzej zawartosci btonnika (deklaracja producenta — 2,1 g blonni-
ka/300 ml). Blonnik moze chroni¢ komorki bakterii probiotycznych w czasie tranzytu
przez przewod pokarmowy, a tym samym zwigkszac ich przezywalnosé [9, 18]. Suge-
ruje sie, ze btonnik moze chroni¢ komorki probiotyczne przez mechanizm, ktory pole-
ga na ich fizycznym unieruchomieniu na wtdknach btonnika [14]. Niektore sktadniki
btonnika mogg réwniez chroni¢ szczepy probiotyczne w czasie liofilizacji i przecho-
wywania [5]. Z kolei kleik ryzowy nalezy do grupy produktow skrobiowych. Uwaza
si¢, ze skrobia ryzowa jest najtatwiej przyswajalng przez organizm skrobig oraz wyka-
zuje dzialania prebiotyczne. Skrobia zbudowana jest w gtdéwnej mierze z czgsteczek
amylozy i amylopektyny. Drugorzednymi sktadnikami sg lipidy i biatka, ktore znajduja
si¢ na powierzchni lub wewnatrz ziarenek skrobi [21].

Bakterie do uktadu wprowadzano przez zawieszenie w odpowiedniej matrycy sa-
szetki preparatu zawierajacej 10’ komoérek bakterii. W probie kontrolnej bakterie zosta-
ty wprowadzone do uktadu w buforze PBS.

Na poczatku eksperymentu do fermentora wprowadzano 50 ml 0,008-
procentowego HCl o pH = 2,0, symulujacego pusty zotadek. W nastgpnej kolejnosci
podawano 100 ml odpowiedniego no$nika, zawierajacego bakterie badanego preparatu
probiotycznego. Regulowano pH do wartosci 4,0 za pomocg 5-procentowego HCl lub
S-procentowego NaOH i okreslano liczbe bakterii (P;). Caly uktad inkubowano przez
90 min, a nastgpnie po raz kolejny okreslano liczbg bakterii (P,). Odczyn uktadu neu-
tralizowano do pH = 6,5 przez wprowadzanie 1M NaHCOj5 z predkoscia 1 ml x min’'
w ciggu 8 - 12 min, w celu symulowania przejscia tresci zotadkowej do dwunastnicy,
a nastgpnie okreslano liczbe bakterii mlekowych (P;). Kolejnym etapem byto dodanie
4-procentowego roztworu zokci (Bile bovine, Fluka) z predkoscig 1,7 ml x min”
w ciggu 10 min w celu uzyskania 0,4-procentowego stgzenia zotci w catym uktadzie.
Pobierano probe i okreslano liczbg bakterii mlekowych (P4). W celu symulowania ab-
sorpcji zolci w jelicie rozpoczynano rozcienczanie uktadu doswiadczalnego (do
0,1-procentowego st¢zenia zotci w uktadzie) przez wprowadzanie 500 ml medium do
rozcienczania zotci o sktadzie [g/1]: glukoza 5,0, peptobak 2,5, ekstrakt drozdzowy
1,25, K,HPO, 1,0 oraz 0,5 ml Tween 80, z predkoscia 2 ml x min” w ciagu 250 min.
Medium stwarza bardzo dobre warunki odzywcze dla bakterii mlekowych. Po 6 h
trwania doswiadczenia okreslano liczbg bakterii mlekowych i oznaczano pH uktadu
w punkcie Ps (rys. 1). Liczbg bakterii mlekowych w punktach P; - Ps okre$lano metoda
ptytkowa Kocha. Wyniki przedstawiono w jtk/ml lub w jednostkach logarytmicznych
(LU).
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Rys. 1. Model symulacji warunkéw panujacych w ukladzie pokarmowym cztowieka.
Fig. 1. Model of simulating conditions in human digestive tract.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki kinetyki wzrostu bakterii z rodzaju Lactobacillus w kolejnych punktach
pomiarowych w probie kontrolnej przedstawiono w tab. 1. Bufor PBS ma za zadanie
utrzymanie wartosci pH na statym poziomie, jednak bakterie narazone sg bezposrednio
na dziatanie czynnikow zewnetrznych. W punkcie P;, na poczatku inkubacji, liczba
bakterii wyrazona w jednostkach logarytmicznych wynosita 8,18. Po 90 min inkubacji
w warunkach do$wiadczalnych (temp. 37 °C, pH 4,0) liczba bakterii zmniejszyta si¢ do
6,59. Po podwyzszeniu odczynu do pH = 6,5, w punkcie P;, liczba bakterii wynosita
6,40 jednostek logarytmicznych. W punkcie pomiarowym P4, w ktérym bakterie nara-
zone byly na kontakt z z6tcig, liczba bakterii wyrazona w jednostkach logarytmicznych
zredukowata si¢ do 5,08. Dalsze 240 min inkubacji umozliwito wzrost bakterii w sy-
mulowanym pasazu jelitowym. W koncowym punkcie inkubacji, po rozcienczeniu



OCENA PRZEZYWALNOSCI BAKTERII LACTOBACILLUS ZAWARTYCH W PREPARACIE ... 175

uktadu do 0,1-procentowego stezenia zo6tci, zaobserwowano podwyzszenie liczby zy-
wych bakterii w uktadzie do 6,20 jednostek logarytmicznych.

Tabela 1. Liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus, wchodzacych w sktad preparatu probiotycznego,
w symulowanym przewodzie pokarmowym w buforze PBS.
Table 1.  Number of bacteria of Lactobacillus genus in probiotic preparation, in simulated gastrointesti-

nal tract in PBS buffer.
Czas Liczba bakterii N (po uwzglednieniu
Punkt inkubacji rozcienczenia uktadu)
. . . . logo(N) £ s
pomiarowy Time of pH Number of N bacteria (with system | N+ SD
Testing point | incubation dilution taken into consideration) 0g1o(N) *
[min] [jtk/ml] / [CFU/ml]
P, 0 4,00 1,5 % 10° 8,18 £0,21
P, 90 4,00 3,9 x10° 6,59 +0,08
P, 100 6,50 2,5 % 10° 6,40 0,04
Py 110 6,50 1,2 x10° 5,08 £0,42
P; 360 6,50 1,6 x 10° 6,20 +0,13

Objasnienia: Explanatory notes:
s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation; n = 3.

Tabela 2. Liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus, wchodzacych w sktad preparatu probiotycznego,
w symulowanym przewodzie pokarmowym w obecnosci Nutramigenu.

Table 2.  Number of bacteria of Lactobacillus genus in probiotic preparation, in simulated gastrointesti-
nal tract in presence of Nutramigen.

. Czas . Liczba bakterii N (po uwzglednieniu
inkubacji
Punkt . rozcienczenia uktadu)
. Time of . . logo(N) £ s
pomiarowy incubation pH Number of N bacteria (with system I 4 SD
Testing point llime dilution taken into consideration) ogio(N) +
[min] [itk/ml] / [CFU/ml]
P, 0 4,00 6,6 x 108 8,82+0,17
P, 90 4,00 1,2 x 10° 9,08 £ 0,09
P; 100 6,50 1,2 x 10° 9,08 £0,19
Py 110 6,50 8,9 x 10° 8,95+ 0,09
Ps 360 6,50 1,3 x 10° 9,11 £0,11

Objasnienia jak pod tab. 1. / Explanatory notes as in. Tab. 1.

Wyniki przyrostu liczby bakterii z rodzaju Lactobacillus z zastosowaniem prepa-
ratu Nutramigen przedstawiono w tab. 2. Na poczatku inkubacji, po dodaniu no$nika
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wraz z bakteriami do uktadu i ustaleniu pH na poziomie 4,0, liczba bakterii wyrazona
logarytmicznie wynosita 8,82. Po 90 min inkubacji w temp. 37 °C i pH = 4,0 liczba
bakterii wyrazona w jednostkach logarytmicznych nieznacznie wzrosta do 9,08.
W punkcie P; po zobojetnieniu uktadu do pH = 6,5 liczba zywych bakterii utrzymata
si¢ na tym samym poziomie. Po dodaniu do uktadu 4-procentowego roztworu zoici
liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus zmniejszyta si¢ do 8,95 jednostek logarytmicz-
nych i tym samym zblizyta si¢ do poziomu wyj$ciowego. Po czterogodzinnym pasazu
jelitowym i rozcienczeniu uktadu do 0,1-procentowego stezenia zotci, po 6 h stwier-
dzono przyrost liczby bakterii do wartosci 9,11 jednostek logarytmicznych. Nutrami-
gen zapewnil zatem bardzo dobre warunki ochrony, wzrostu i namnazania si¢ bakterii
mlekowych w przewodzie pokarmowym cztowieka.

Tabela 3. Liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus, wchodzacych w sktad preparatu probiotycznego,
w symulowanym przewodzie pokarmowym w obecnosci soku owocowo-warzywnego Bobo
Frut.

Table 3.  Number of bacteria of Lactobacillus genus in probiotic preparation, in simulated gastrointesti-
nal tract in presence of ‘Bobo Frut’ fruit-vegetable juice.

Liczba bakterii N
Czas (po uwzglednieniu rozcien-
Pl}nkt 1n1.<ubaCJ1 czenia uktadu) . Jogio(N) + s
pomiarowy Time of pH Number of N bacteria ) N) + SD
Testing point incubation (with system dilution taken ogi(N) +
[min] into consideration)
[jtk/ml] / [CFU/ml]
P, 0 4,00 2,9 x 108 8,46 £ 0,21
P, 90 4,00 7,2 x 108 8,86 £0,18
P; 100 6,50 6,2 x 10° 8,79 +£0,23
Py 110 6,50 1,9 x 10 8,28 £ 0,48
Ps 360 6,50 7,3 x 108 8,86 £ 0,31

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in. Tab. 1.

Druga badang matrycg zywieniowg byt sok jabtkowo-marchwiowy Bobo Frut.
Wyniki przedstawiajace liczbg bakterii z rodzaju Lactobacillus w wybranych punktach
pomiarowych, z zastosowaniem soku Bobo Frut przedstawiono w tab. 3. Po wprowa-
dzeniu soku Bobo Frut wraz z bakteriami probiotycznymi do uktadu, na poczatku in-
kubacji liczba bakterii wyrazona w jednostkach logarytmicznych wynosita 8,46. Po
90 min inkubacji w warunkach pH = 4,0 zaobserwowano niewielki wzrost liczby bak-
terii — do 8,86. Po zobojetnieniu uktadu do pH = 6,5 liczba bakterii w jednostkach lo-
garytmicznych utrzymywata si¢ na tym samym poziomie i wynosita 8,79. W punkcie
pomiarowym P4, po dodaniu do uktadu 4-procentowego roztworu zo6tci wotowej, loga-
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rytmiczna liczba bakterii obnizyta si¢ do 8,28. W momencie koncowym badania, po
6 h inkubacji i rozcienczeniu zoétci do 0,1 % w catym uktadzie, liczba badanych szcze-
poOw bakterii wzrosta i wynosita 8,86 jednostek logarytmicznych. Sok owocowo-
warzywny okazal si¢ dobrym no$nikiem bakterii probiotycznych. Podczas tranzytu
przez przewdd pokarmowy liczba bakterii nie obnizyta si¢ bowiem, a koncowa liczba
przewyzszata warto$¢ poczatkowa. W sokach znajduje si¢ wiele substancji majacych
dziatanie ochronne w stosunku do drobnoustrojow. Do najwazniejszych naleza: blon-
nik, biatka i polifenole [7, 14].

Owoce, warzywa, zboza i rosliny straczkowe sg produktami, ktére sg najbogatsze
w te skladniki. Soki owocowo-warzywne dodatkowo wykazuja dziatanie buforujace,
stad tez zastosowanie tych produktow moze zwigkszy¢ przezycie bakterii probiotycz-
nych w czasie pasazu przez przewod pokarmowy.

W kolejnym etapie pracy zbadano przezywalnos¢ bakterii w symulowanym prze-
wodzie pokarmowym z wykorzystaniem jako matrycy kleiku ryzowego BoboVita.
Rezultaty badania kinetyki przezywalnosci w symulowanym przewodzie pokarmowym
bakterii wchodzacych w sktad preparatu probiotycznego z wykorzystaniem kleiku
ryzowego BoboVita jako nosnika przedstawiono w tab. 4. Po wprowadzeniu do uktadu
doswiadczalnego bakterii zawartych w preparacie wraz z matrycg zywieniowg liczba
zywych bakterii wyrazonych w jednostkach logarytmicznych wynosita 7,85. Po 90 min
inkubacji w §rodowisku o pH = 4,0 liczba bakterii zmniejszyta si¢ do 7,72. Podwyz-
szenie pH do warto$ci 6,5 spowodowato kolejne zmniejszenie liczby zywych bakterii
do 7,57 jednostek logarytmicznych. Najdrastyczniej na przezywalno$¢ bakterii w ukta-
dzie wptynat kontakt z solami zotci. Po wprowadzeniu do ukladu zotci, tak Ze jej ste-
zenie wynosito 0,4 %, liczba bakterii zostata zredukowana do 6,52. Po rozcienczeniu
uktadu do 0,1-procentowego stgzenia zotci i po 4 h pasazu jelitowego, stwarzajacego
dobre warunki odzywcze dla bakterii mlekowych, liczba bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus wzrosta do 7,48 jednostek logarytmicznych.

Na podstawie uzyskanych wartosci mozna bytoby przypuszczaé, ze w kleiku ry-
zowym bakterie nie sg wystarczajgco chronione przed dzialaniem czynnikoéw ze-
wnetrznych 1 ich przezywalno$¢ jest mniejsza niz przy zastosowaniu dwoch poprzed-
nich matryc zywieniowych. Zauwazono jednak, ze skrobia obecna w produkcie
powoduje sklejanie si¢ komorek bakterii 1 tworzenie przez nie skupisk. W zwigzku
z tym nie jest mozliwe miarodajne okreslenie przezywalnosci bakterii w tym no$niku
metoda plytowa oraz zbadanie stopnia, w jakim chroni on drobnoustroje przed dziata-
niem niskiego pH i z6lci. W punkcie koncowym doswiadczenia liczba bakterii wpro-
wadzonych do uktadu wraz z kleikiem ryzowym byla wyzsza niz w probie kontrolnej,
zatem mozna przypuszcza¢, ze komorki bakterii wnikaja pomiedzy ziarenka skrobi
1 w ten sposob chronione sg przed drastycznymi dla nich warunkami.
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Tabela 4. Liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus, wchodzacych w sktad preparatu probiotycznego,
w symulowanym przewodzie pokarmowym w obecnosci kleiku ryzowego BoboVita.

Table 4.  Number of bacteria of Lactobacillus genus in probiotic preparation, in simulated gastrointesti-
nal tract in presence of ,Bobo Vita’ rice gruel.

Cuas Liczba bakterii N (po uwzglednieniu
Punkt inkubacii rozcienczenia uktadu)
pomiarowy Time ojf H Number of N bacteria log;o(N) £ s
Testing point incubation P (with system dilution taken into log,o(N) = SD

EP . consideration)

[min] [jtk/ml] / [CFU/ml]
P, 0 4,00 7,0 x 107 7,85+0,26
P, 90 4,00 53 x 10’ 7,72+0,18
P; 100 6,50 3,7 x 107 7,57+0,21
P, 110 6,50 3,3 % 10° 6,52+0,18
Ps 360 6,50 3,0 x 107 7,48 £0,39

Objasnienia jak pod tab. 1. / Explanatory notes as in. Tab. 1.

Podsumowujac mozna stwierdzié, ze wprowadzenie szczepow probiotyczych za-
wartych w preparacie probiotycznym do organizmu cztowieka wraz z matrycg zywie-
niowa znacznie zwigksza przezywalno$¢ bakterii. Istotnymi czynnikami w wyborze
nosnika, oprocz wyzej wymienionych, jest jego pH i zdolnos¢ buforowa [4]. Podwyz-
szenie wartosci pH w Zotadku wptywa na zwigkszenie stabilnosci szczepoéw probio-
tycznych [4], pozwala im przetrwa¢ w gérnym odcinku przewodu pokarmowego i ko-
lonizowa¢ powierzchnig jelita grubego [2]. Uwaza si¢, ze fermentowane produkty
mleczne nalezg do grupy najlepszych matryc stuzacych do dostarczenia probiotykow
do organizmu cztowieka [11]. Nalezy jednak pamigtac, Ze nie wszyscy moga spozywac
grupe produktow bazujacg na fermentacji mlekowej i wowczas wskazane jest przyj-
mowanie preparatow probiotycznych wraz z pokarmem lub po positku. Z przebada-
nych w pracy matryc zywno$ciowych najwickszg skuteczno$cig ochrony bakterii pre-
paratu probiotycznego wykazat si¢ preparat Nutramigen. W zwigzku z tym, ze preparat
ten jest dostepny jedynie w aptekach, dobrym rozwigzaniem dla dzieci i dorostych
(rowniez z alergia pokarmowg) jest podawanie preparatow probiotycznych
w nieklarowanych sokach owocowo-warzywnych, ktéore w wystarczajacym stopniu
chronig bakterie w przewodzie pokarmowym i gwarantuja wysoka ich przezywalnos¢.

Przeprowadzone badania upowazniaja do stwierdzenia, ze bakterie z rodzaju Lac-
tobacillus wchodzace w sktad preparatu probiotycznego wykazywaty duza przezywal-
no$¢ w symulowanym modelu przewodu pokarmowego cztowieka. Utrzymanie wyso-
kiej przezywalnosci mozliwe jest przez zastosowanie matrycy zZywnos$ciowe]
o odpowiednich dla bakterii wlasciwosciach ochronnych. Réwnoczesne stosowanie
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preparatu probiotycznego i odpowiedniego nosnika (prebiotyku) skutkuje dziataniem
synbiotycznym, a tym samym zwigkszeniem korzysci zdrowotnych w przewodzie po-
karmowym czlowieka.

Whioski

1.

W celu zwigkszenia przezywalnosci bakterii probiotycznych w przewodzie pokar-
mowym zaleca si¢ ich przyjmowanie wraz z pokarmem lub po positku. Nie zaleca
si¢ przyjmowania preparatow probiotycznych na ,,pusty zotadek”.

Sposréd badanych matryc zywieniowych najlepsze warunki ochronne dla bakterii
W preparacie probiotycznym stwarzat preparat Nutramigen. Wynika to z jego bo-
gatego sktadu zawierajacego m.in.: syrop glukozowy, oleje roslinne, hydrolizat ka-
zeiny, sktadniki mineralne oraz witaminy.

Zywno$é zawierajaca btonnik pokarmowy (np. soki owocowo-warzywne) jest
dobrym nos$nikiem zywieniowym bakterii probiotycznych.

Matryce zywieniowe stwarzajg warunki ochronne w przewodzie pokarmowym
cztowieka dla bakterii probiotycznych.

Praca finansowana ze srodkow NCBiR w latach 2011-2014 jako projekt rozwo-

jowy NR 12010110.

(6]
(7]
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ASSESSING SURVIVAL OF LACTOBACILLUS BACTERIA CONTAINED IN PROBIOTIC
PREPARATION DURING PASSAGE IN A SIMULATED GASTROINTESTINAL TRACT

Summary

The objective of the study was to determine the survival of bacteria of the Lactobacillus genus, includ-
ed in a probiotic preparation, in a simulated model of the human digestive system. It was proved that those
bacteria had a relatively low survival rate in the control sample, i.e. a PBS buffer. The conditions in the
simulated gastrointestinal tract caused the logarithmically expressed number of bacteria to decrease from
8.18 to 6.20. The bacteria introduced into the system together with dietary matrices (Nutramigen, non-
clarified fruit-vegetable juice, rice gruel) were characterized by a considerably higher survival rate since
those matrices formed protective conditions for them. After the matrices were applied, the level of bacteri-
al count maintained to be between 7.50 and 9.00 log units. Although the number of bacteria in the system
decreased, what was the effect of low pH value of gastric juice and bile salts therein, the intestinal passage
simulated produced very good conditions for bacterial growth. The number of viable cells that reached the
light of the large intestine exceeded the count of bacteria at the starting point. In the experiment with
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Nutramigen, the number of bacteria increased from 8.82 to 9.11 logarithmic units, whereas in the experi-
ment with apple-carrot juice: from 8.46 to 8.86. The protection of Lactobacillus bacteria provided by the
rice gruel was much weaker; therefore, it was found that in that experimental system, the initial number of
bacteria of 7.85 decreased to the final number of 7.48.

Key words: probiotics, survival, simulated gastrointestinal tract, dietary matrices B4
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