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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie przezywalnosci szczepdw bakterii z rodzaju Lactobacillus, wyizolowa-
nych z zywno$ci, w warunkach modelowego przewodu pokarmowego. Materiat do badan stanowity 2
szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus, wyizolowane z oscypka i bundzu oraz probiotyczny szczep
Lactobacillus plantarum 299v. Wykazano, ze dodatek lizozymu i pepsyny do soku zotadkowego oraz
dodatek pankreatyny do soku jelitowego nie miaty istotnego wptywu na przezywalnos$¢ bakterii Lactoba-
cillus. Istnieje zwigzek pomigdzy zywotnoscig komorek bakterii a czasem inkubacji badanych szczepow.
Inkubacja szczepow przez 5 h w modelowym przewodzie pokarmowym spowodowata obnizenie liczby
komorek bakterii o 2 + 3 rzedy logarytmiczne. Najwigckszy wplyw na przezywalnos¢ badanych szczepow
miato pH soku Zotadkowego. Ponadto wykazano, ze dodatek medium zywno$ciowego w postaci mleka
UHT zwigkszal tolerancje badanych szczepow bakterii na modelowy sok zotadkowy, dziatajac w sposob
ochronny. Stwierdzono takze, ze badane szczepy Lactobacillus, poddane dziataniu soku jelitowego, tole-
rowaty wysokie fizjologiczne stgzenie soli zétciowych. Uzyskane wyniki badan moga stuzy¢ do optymali-
zacji dyskryminacyjnych metod badan in vitro zdolnosci bakterii potencjalnie probiotycznych do przezy-
cia w warunkach stresowych przewodu pokarmowego cztowieka.

Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, Lactobacillus, przezywalnos¢, przewod pokarmowy, pro-
biotyki, badania in vitro

Wprowadzenie

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) wyst¢pujg na powierzchni roslin, migsa,
w przewodzie pokarmowym cztowieka i zwierzat oraz w mleku i produktach fermen-
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towanych, w tym w serach produkowanych metodg tradycyjng z mleka owczego:
w oscypku 1 bundzu [14]. Badania mikroflory przewodu pokarmowego dorostego
czlowieka wskazuja, ze bakterie pochodzace z zywnosci fermentowanej moga zasie-
dla¢ jelito cienkie i wplywac na jego prawidtowe funkcjonowanie [16].

Wiasciwosci  probiotyczne LAB sg szczepozalezne. Zgodnie z definicja
FAO/WHO [4] probiotyki to ,,zywe drobnoustroje, ktore podane w odpowiedniej licz-
bie wywierajg korzystny wptyw na zdrowie gospodarza”. Zgodnie ze schematem ba-
dan probiotykow, zaproponowanym przez FAO/WHO, po identyfikacji szczepu nalezy
dokona¢ charakterystyki funkcjonalnosci, w tym przeprowadzi¢ badania in vitro [4].
Wielu autorow podkresla brak jednolitej metodyki badan in vitro dotyczacej probioty-
kow [2, 3, 5, 12]. Testy te umozliwiaja szybka ocene wlasciwosci potencjalnie probio-
tycznych bakterii. Uwaza sig, ze tolerancja na niskie pH Zotadka i wysokie stgzenie
z6lci sg najwazniejszymi kryteriami selekcji szczepdw probiotycznych i te cechy moz-
na zbada¢ w testach in vitro [5, 12].

Zaleca si¢ [4], aby probiotyki pochodzity z przewodu pokarmowego cztowieka.
Obecnie poszukuje si¢ takze organizmow potencjalnie probiotycznych wérod mikroflo-
ry naturalnie fermentowanych produktow roslinnych i zwierzecych [7, 14]. Szczepy
izolowane z zywno$ci spontanicznie fermentowanej cechujg si¢ dobrg przezywalno$cia
w przechowywanym produkcie, jak rowniez wysoka opornoscig na ekstremalne wa-
runki panujace w przewodzie pokarmowym [10]. Tym samym moga by¢ cenne pod
wzgledem technologicznym.

Celem pracy byta ocena przezywalnosci szczepow bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus wyizolowanych z zywnosci, w warunkach modelowego przewodu pokarmowego
1 wstepna ocena ich potencjalnych wlasciwosci probiotycznych.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily 3 szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus wyizolo-
wane z oscypka OSI1 i bundzu B1 oraz szczep referencyjny pochodzenia ludzkiego
Lactobacillus plantarum 299v, o potwierdzonych klinicznie wtasciwosciach probio-
tycznych, wyizolowany z suplementu diety Sanprobi IBS. Szczepy pochodzity z ko-
lekcji mikroorganizméw Zaktadu Higieny i Zarzadzania Jako$cig Zywnosci SGGW.
Kultury muzealne przechowywano w temp. -80 °C w bulionie MRS (Merck) z 20-
procentowym dodatkiem glicerolu. Szczepy ozywiano przez dwukrotny pasaz na bu-
lionie MRS z dodatkiem 1 % inoculum i inkubacj¢ w temp. 37 °C przez 24 h.

Modelowy przewod pokarmowy przygotowywano z réznych roztworéw elektroli-
tow (tab. 1). Kazdorazowo pobierano po 1 ml 24-godzinnej hodowli badanych szcze-
péw bakterii o poczatkowej gestosci 10° jtk/ml, odwirowywano (8000 x g/min), zle-
wano supernatant i dodawano po 5 ml soku zotgdkowego. Proby inkubowano 2 h
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w temp. 37 °C, nastgpnie odwirowywano, zlewano supernatant i dodawano po 10 ml
soku jelitowego. Proby inkubowano przez nastgpne 3 h [2].

Tabela 1.  Sktad soku zotadkowego i jelitowego w zastosowanym modelowym przewodzie pokarmowym
Table 1.  Composition of gastric and intestinal juices in simulated GI tract model applied

Czas
Typ soku Sktad soku 1nkubacpuw Zrédto
Type of juice Composition of juice temmp. 37. ¢ References
Incubation
time at 37 °C
Sterylny roztwér 0,5 % NaCl z dodatkiem lizozymu
(1 g/l) i pepsyny (0,3 g/1) doprowadzony do pH 2,0; 2,5
ol Sl(()k « | lub 3,0 przy uzyciu 5 M HCL 2h 2. 6. 14
é:s?ric 91:(}:/6* Sterile 0,5 % NaCl solution, with lysozyme (1 g/l) and 2,6, 14]
J pepsin addition (0,3 g/l), adjusted to pH 2,0; 2,5 and 3,0
with SM HCL
Sterylny roztwor NaHCO; (6,4 g/1), KC1 (0,239 g/),
NaCl (1,28 g/l), o pH 7.8 z 0,15, 0,3 Ilub 0,5-
Sok jelitowy* | procentowym dodatkiem zo6lci wolowej oraz pankreatyny
Intestinal (1 g/n. 3h [1,2,3]
juice* Sterile NaHCO; (6,4 g/1), KCI (0,239 g/1), NaCl (1,28 g/l)
solution, adjusted to pH 7,8 and with addition of 0,15 %,
0,3 % and 0,5 % bovine bile and pancreatin (1 g/l).

*Wszystkie odczynniki pochodzity z firmy Sigma Aldrich / All chemicals were obtained in Sigma Aldrich
Co.

W celu sprawdzenia, czy medium zywno$ciowe wykazuje ochronny wptyw na
komorki bakteryjne, do soku zotadkowego dodawano 15 % (m/v) bulionu MRS
(Merck), mleka w proszku (SM Gostyn), mleka UHT o zawartosci 3,2 % tluszczu (La-
ciate, SM Mlekpol) oraz bulionu wotowego [6, 14]. Badano wptyw nastepujacych
czynnikow na przezywalnos¢ bakterii w modelowym przewodzie pokarmowym: war-
tos¢ pH soku zotadkowego i dodatek medium zywnos$ciowego, dodatek enzymoéw tra-
wiennych, stezenie zolci w soku jelitowym oraz czas inkubacji w modelowym soku
zotadkowym 1 jelitowym. Okreslano liczbe komorek bakterii zgodnie z PN-ISO
15214:2002 [12] na podtozu statym MRS (Merck). Probki pobierano po 0, 1,21 5 h
inkubacji.

Wszystkie do$wiadczenia wykonano w 3 powtorzeniach. Analize statystyczng
przeprowadzono z wykorzystaniem programu Statistica 10 (StatSoft®). Wykonano
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA (p = 0,05).
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Wyniki i dyskusja

Wplyw pH soku zolgdkowego i dodatku medium Zywnosciowego na przezywalnosé
szczepow LAB w modelowym przewodzie pokarmowym

Szacuje si¢, ze w ciggu doby organizm dorostego cztowicka wydziela 2,5 1 soku
zotadkowego o pH 1 = 3 i 0,5-procentowej zawartosci zwigzkéw mineralnych. Zyw-
no$¢ trawiona jest w zotadku przez 1 + 3 h, w zalezno$ci od rodzaju tre$ci pokarmo-
wej. Mozna wigc przyjaé, ze czas inkubacji komoérek bakteryjnych w modelowym soku
zotadkowym powinien wynies¢ ok. 2 h. Charteris 1 wsp. [2] wskazuja, ze wartos¢ pH
tego srodowiska jest kluczowa dla przezywalnosci bakterii w gérnych odcinkach prze-
wodu pokarmowego. Tolerancja szczepdw na enzymy i niskie pH zotadka jest cecha
szczepozalezng [10].

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano statystycznie istotny (p < 0,05)
wplyw pH soku Zotagdkowego na przezywalnos¢ badanych szczepow Lactobacillus
(tab. 2). Zaobserwowano znaczne (o 7 log jtk/ml) obnizenie liczby komodrek bakterii po
2 h inkubacji w soku o pH 2,0, w porownaniu z liczba poczatkowa (ponad 9 log
jtk/ml). Po inkubacji szczepow w soku zoladkowym o pH 2,5 i 3,0 zaobserwowano
obnizenie liczby komorek bakterii kolejno o 2 rzedy i 1 rzad log.

Wpltyw zastosowania soku zotadkowego o pH 2,0 moze poshuzy¢ jako metoda
dyskryminacyjna, gdyz tylko najbardziej oporne szczepy sa w stanie przezy¢ w tak
ekstremalnych warunkach [8]. Autorzy podkreslaja duza wrazliwo$¢ szczepow bakterii
fermentacji mlekowej na niskie pH soku zotadkowego [3]. Zaobserwowano, ze probio-
tyczne szczepy, np. Lactobacillus rhamnosus GG wykazuja oporno$¢ na kwasowosc
zotadka, a liczba zywych komoérek po 3 h inkubacji obniza si¢ o 3 rzedy log [2].
Z kolei Jensen i wsp. [5] wskazali na szczegolnie wysoka tolerancje na sok zotadkowy
szczepow z gatunku Lactobacillus reuteri, natomiast Schillinger i wsp. [13] podkreslili
wigksza wrazliwo$¢ na niskie pH szczepodw z gatunku Lactobacillus casei niz Lacto-
bacillus acidophilus. Korelacje pomigdzy zywotnoscia szczepow bakterii fermentacji
mlekowej a wartoscig pH soku Zotadkowego stwierdzili rowniez Pitino 1 wsp. [11].
Wskazali oni na wigkszg przezywalnos$¢ szczepow probiotycznych w stosunku do po-
tencjalnie probiotycznych.

W badaniach wilasnych stwierdzono, ze dodatkowe zastosowanie medium zywno-
Sciowego w czasie trawienia w modelowym soku zotgdkowym ma istotny wpltyw na
przezywalnos$¢ bakterii (rys. 1). Po 2 h inkubacji liczba komoérek bakterii wszystkich
szczepOw obnizyla si¢ o ok. 2 rzedy logarytmiczne, z poczatkowej liczby powyzej
9 log jtk/ml. Najlepszg przezywalno$¢ szczepow OS1, Bl i 299v zaobserwowano
w soku zotagdkowym z dodatkiem mleka UHT. Moze to dowodzié, ze sktadniki mleka
wplywaja ochronnie na zywotnos¢ tych bakterii. Natomiast bulion wolowy dodany do
soku zotagdkowego nie petit funkcji ochronne;.
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Bakterie fermentacji mlekowej, w tym probiotyki, zwykle dodawane sg do zyw-
nosci lub wystepuja w postaci suplementu diety. Obecno$¢ matrycy zywnosciowej lub
ostonki w suplemencie diety korzystnie wplywa na zywotno$§¢ komorek bakterii
w przewodzie pokarmowym [3, 6, 10, 12, 14, 19]. Kos i wsp. [6] wykazali korzystny
wplyw dodatku matrycy zywno$ciowej podczas symulacji pasazu bakterii Lactobacil-
lus acidophilus M92 przez przewod pokarmowy. Stwierdzono hamowanie aktywnosci
proteaz przez zastosowanie medium zywnosciowego. Za najlepszy czynnik ochronny
dla bakterii fermentacji mlekowej uznano biatka serwatkowe.

Wiasciwosci ochronne mleka wykazano takze w innych badaniach [17]. Stwier-
dzono, ze buforujace wiasciwosci biatek mleka korzystnie wptywaja na przezywalnosé
probiotycznych kultur Lactobacillus acidophilus, co potwierdzono takze w badaniach
wlasnych.

—
k=]

W o

[ 5]

Liczba bakterii [log jtk/ml]
Count of bacteria [log CFU/ml|

S -

0OSl1 Bl 200v
Symbol szczepu / Strain symbol

B Sok zoladkowy / Gastricjuice

B Sok zoladkowy +15% bulionu MRS / Gastricjuice + 1526 MRS broth

B Sok zoladkowy +15% mleka UHT/ GastricJuice + 15% UHT Milk

O Sok zoladkowy +15% mleka w proszku/ Gastricjuice + 1 5% skim nulk

O Sok zoladkowy +15% bulionu wolowego / Gastricjuice + 15% Beef broth

*roznice statystycznie istotne pomiedzy probami z medium w odniesieniu do prob z samym sokiem zotad-
kowym, w obrebie jednego szczepu (p < 0,05) / statistically significant differences between applied me-
dium in comparison to gastrin juice, within one strain samples (p < 0.05)

Rys. 1. Wplyw 15-procentowego dodatku medium zywnosciowego na przezywalnos$¢ badanych szczepdéw
LAB w modelowym soku zotadkowym po 2 h inkubacji w §rodowisku o pH 2,5

Fig. 1. Effect of addition of 15 % food medium on the viability of LAB strains studied in gastric juice
simulant after 2 h of incubation in environment with pH equal 2.5
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Wplyw dodatku wybranych enzymow trawiennych na przezywalnos¢ badanych
szczepow LAB w modelowym przewodzie pokarmowym

Lizozym to enzym, ktory odpowiada za hydroliz¢ $ciany komorkowej bakterii.
Wystepuje naturalnie w §linie czlowieka, a takze w innych wydzielinach, np. w §luzie
zotadka, a bakterie Gram-dodatnie sg szczegdlnie wrazliwe na jego dziatanie. Pepsyna
jest natomiast wydzielana przez komorki gruczotowe zotadka i jest sktadnikiem soku
zotadkowego. Prowadzi hydrolize biatek do krotszych tancuchow polipeptydowych.
Oprocz pH soku zotagdkowego, oddzialtywanie tego enzymu moze mie¢ istotny wplyw
na zywotno$¢ bakterii podczas trawienia pokarmu w przewodzie pokarmowym [15].

W badaniach zaobserwowano obnizenie liczby komoérek badanych bakterii o 2
rzedy log po 2 h inkubacji, w poréwnaniu z ich liczbg poczatkowa. Stwierdzono, ze
dodatek lizozymu i pepsyny nie miat istotnego wptywu na przezywalno$¢ badanych
szczepow w modelowym soku zotagdkowym o pH 2,5 (tab. 3).

Pankreatyna jest mieszaning enzymow (amylaz, lipaz i proteaz), wydzielang przez
zewnatrzwydzielnicze komorki trzustki. Utatwia procesy trawienia i wchlaniania bia-
tek, ttuszczow 1 skrobi oraz moze oddziatywac na komorki bakterii.

Na podstawie przeprowadzonego do$wiadczenia wykazano, ze liczba bakterii ba-
danych szczepow nie roznila si¢, niezaleznie od dodatku enzymow i stwierdzono, ze
dodatek pankreatyny do modelowego soku jelitowego nie miat statystycznie istotnego
(p < 0,05) wpltywu na przezywalnos$¢ szczepow (tab. 3). Monteagudo-Mera i wsp. [10]
rowniez wykazali brak wptywu enzymow trawiennych i stwierdzili, ze bakterie fer-
mentacji mlekowej wykazujg naturalng opornos¢ na pankreatyne soku jelitowego.

Wptyw stezenia soli zolci w soku jelitowym na przezywalnosé¢ badanych szczepow LAB
w modelowym przewodzie pokarmowym

Sok jelitowy jest wydzielany w ilosci 0,7 1/dzien. Jego pH wynosi ok. 8, a steze-
nie soli mineralnych to ok. 0,5 %. Czynnikami determinujacymi przezywalnos¢ bakte-
rii w dolnych odcinkach przewodu pokarmowego sa: zot¢ i obecnos$¢ enzymow, ktore
zasadniczo wptywaja na lize komorek oraz na przepuszczalno$¢ bton komorkowych
[20]. Sole kwasow zolciowych sag syntetyzowane z cholesterolu w watrobie. Ich steze-
nie w dolnych odcinkach przewodu pokarmowego oscyluje w granicach 0,15 + 0,5 %,
jednak naukowcy nie sg zgodni co do stezenia soli zo6tciowych, ktore nalezatoby zasto-
sowa¢ w badaniach in vitro [6, 7, 9]. Czas przebywania pokarmu w jelicie cienkim
szacuje si¢ na ok. 3 h [18], dlatego w niniejszej pracy zastosowano taki czas inkubacji.

Zaobserwowano istotny (p<0,05), hamujacy wpltyw 0,5-procentowego dodatku
zo0tci na przezywalno$¢ badanych bakterii (rys. 2). Szczepy OS1, B1 i 299v cechowaty
si¢ opornoscig na fizjologiczne stezenia zotci (0,15 + 0,3 %).
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w =
!

(387
!

Liczba bakterii [log jtk/ml]
Count of bacteria [log CFU/ml]

(=

0S1 Bl 299v
Symbol szczepu /Strain symbol

B0,15% goli zokci / 0,15% bile salts 00,3%soli zokci / 0,3% bile salts
00,5% soli zokci / 0,5% bile salts

*roznice statystycznie istotne pomigedzy probami w obrebie jednego szczepu (p < 0,05) / statistically signi-
ficant differences between measurements within one strain samples (p < 0.05)

Rys 2.  Wplyw stezenia soli zolciowych na przezywalnos¢ badanych szczepéw LAB po 3 h inkubacji
w modelowym soku jelitowym

Fig2.  Effect of bile salts concentration on survival of studied LAB strains after 3 h incubation in intes-
tinal juice simulant

Zargba 1 wsp. [18] wykazali, ze przezywalnos¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus
w modelowym soku jelitowym zalezy w gtownej mierze od poczatkowej liczby bakte-
rii, co potwierdzono takze w badaniach wtasnych. Z kolei Ziarno [19] oraz Schillinger
1 wsp. [13] sugeruja, ze zdolno$¢ szczepdw do wytwarzania BSH (hydrolazy soli zotci)
ma istotny wptyw na oporno$¢ komoérek bakterii na toksyczne dziatanie soli zotci. En-
zym ten jest specyficznym czynnikiem obrony, a jego funkcja jest hydroliza soli zot-
ciowych sprzezonych z tauryna lub glicyna do wolnych aminokwasow i1 do wolnych
kwasow zotciowych. Mozliwos¢ regulacji aktywnosci BSH moze by¢ wykorzystana do
badania zdolno$ci zasiedlania uktadu pokarmowego przez Lactobacillus, ale jej brak
nie dyskryminuje szczepow w kategorii probiotycznosci, gdyz nadal moga by¢ oporne
na wysokie, fizjologiczne st¢zenia zotci [13]. Dodatkowo stwierdzono, ze poszczegol-
ne szczepy 1 gatunki Lactobacillus moga wykazywac r6zng aktywnos$¢ tej hydrolazy
[1, 19].
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Wphw pasazu na przezywalnos¢ badanych szczepow LAB w modelowym przewodzie
pokarmowym

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze istnieje statystyczny
zwigzek pomiedzy zywotnoscig komorek bakterii a zastosowanymi warunkami pasazu
badanych szczepoéw w modelowym przewodzie pokarmowym (rys. 3).

Zotadek / stomach jelito cienkie / small intestine

0 >\*

Liczba bakterii [log jtk/ml]
Count of bacteria [log CFU/ml]

w

0 1 2 5
Czas [h] / Time

——(§] =Bl 299v

*roznice statystycznie istotne pomiedzy probami w obrebie jednego szczepu (p < 0,05) / statistically signi-
ficant differences between measurements within one strain samples (p < 0.5).

Rys3. Wplyw zastosowanych warunkéw pasazu na przezywalnos¢ szczepow LAB w modelowych
warunkach przewodu pokarmowego

Fig3.  Effect of passage conditions applied on survival of LAB strains under simulated conditions of GI
tract model

Zaobserwowano, ze po 2 h inkubacji w soku zotadkowym, w przypadku wszyst-
kich badanych szczepdw, liczba komorek bakterii obnizyla si¢ o ok. 2 rzedy log, a po
3 h inkubacji w soku jelitowym o niecaty 1 rzad log.

Uzyskane wyniki badan mogg stuzy¢ do optymalizacji dyskryminacyjnych metod
badan in vitro zdolno$ci bakterii potencjalnie probiotycznych, do przezycia w warun-
kach stresowych przewodu pokarmowego cztowieka.

Whioski

1. Najwickszy wpltyw na przezywalno$¢ badanych szczepow bakterii miata wartos¢
pH modelowego soku zotadkowego, przy czym dodatek mleka UHT jako medium
zywno$ciowego zwigkszal oporno$¢ badanych szczepdw, dziatajac w sposob
ochronny.
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2.

(1]

(2]

(3]

(4]
(3]

(7]

(8]

(9]

(10]

(1]

[12]

Dodatek pepsyny i lizozymu do modelowego soku Zotgdkowego oraz pankreatyny
do modelowego soku jelitowego nie miat istotnego wptywu na przezywalno$¢ ba-
danych szczepdw Lactobacillus. Bakterie tolerowaty fizjologiczne st¢zenie soli
z6tciowych w modelowym soku jelitowym.

Zaobserwowano statystycznie istotne (p < 0,05) zmniejszenie liczby komodrek bak-
terii (do ok. 7 log jtk/ml) w czasie pasazu w warunkach modelowego przewodu
pokarmowego.

Udowodniono, ze szczepy z rodzaju Lactobacillus wyizolowane z zywnosci trady-
cyjnej wykazuja jedng z cech probiotycznosci, rekomendowanych przez
FAO/WHO do badan probiotykéw. W celu potwierdzenia wiasciwosci probiotycz-
nych badanych szczepoéw konieczne sg dalsze badania, a szczegodlnie pozadane sa
testy in vivo.
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SURVIVAL OF LACTOBACILLUS STRAINS ISOLATED FROM FOOD UNDER CONDITIONS
OF SIMULATED GASTROINTESTINAL TRACT MODEL

Summary

The objective of the research study was to determine the survival of strains of Lactobacillus, isolated
from food, under the conditions of a gastrointestinal (GI) tract model. The research material constituted
two strains of Lactobacillus isolated from oscypek and bundz cheeses, and a probiotic strain of Lactobacil-
lus plantarum 299v. It was proved that the addition of lysozyme and pepsin to gastric juice and of pan-
creatin to intestinal juice had no significant effect on the survival of Lactobacillus. There is a relationship
between the viability of cells and the incubation time of bacteria strains studied. The 5 h lasting incubation
of strains in the simulated GI tract model caused the count of bacteria to decrease by 2 + 3 logarithmic
orders. The pH value of gastric juice had the greatest effect on the survival of the bacteria studied. Fur-
thermore, it was found that the addition of a food medium in the form of UHT milk increased the tolerance
of the bacteria studied to the gastric juice simulant and had a protective effect. Also, it was found that the
Lactobacillus strains analyzed, when treated by intestinal juice, tolerated a high physiological concentra-
tion of bile salts. The results obtained can be applied to optimize discriminant methods in in vitro studies
on the ability of potentially probiotic bacteria to survive under stress conditions of human GI tract.

Key words: lactic acid bacteria, Lactobacillus, survival, gastrointestinal (GI) tract, probiotics, in vitro
study
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