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Inventia se refera la dezvoltarea unei metode in vitro si realizarea unui sistem
semiautomat in vitro de simulare a tranzitului prin tractul gastrointestinal (stomac si intestin
subtire) in vederea determinarii viabilitatii unor tulpini microbiene cu rol probiotic.

Este cunoscut din documentul RO 127801 A1 o metoda de testare in vitro a viabilitatii
tulpinilor probiotice de bacterii lactice Lactobacillus paracasei YR si Enterococus faecium
VL47 si un prebiotic respectiv lactuloza la tranzitul prin tractul gastrointestinal si la un sistem
de testare in vitro a efectului tranzitului prin tractul gastrointestinal uman a bacteriilor lactice.

Utilizarea acestor metode reprezinta o alternativa moderna la diferite procedee
microbiologice clasice si testele in vivo, care au numeroase limitari de ordin etic. Dezvoltarea
unor metode si sisteme noi are implicatii importante in testarea unor tulpini noi si dezvoltarea
de noi suplimente functionale, bazate, in principal, pe biomasa de bacterii tactice si drojdii.
Utilizarea acestor metode grabeste punerea pe piata a unor produse noi, care au la baza
capacitati functionale certe si care nu vor suferi modificari care sa afecteze calitatea. Prin
astfel de teste se asigura o predictivitate din punct de vedere calitativ a tulpinilor ce vor fi
alese a fi folosite la uz uman sau animal (industria zootehnica).

De asemenea, aceste metode in vitro au ca scop identificarea/caracterizarea unor
tulpini nou izolate Tn scopul restabilirii si imbunatatirii rnicrobiotei. Restabilirea echilibrului si
imbogatirea microbiotei cu tulpini noi, ce au capacitati metabolice superioare reprezinta unul
dintre scopurile folosirii acestor metode (sisteme). Aceste tulpini cu proprietati fermentative
si metabolice care sunt implicate in reducerea efectelor a diferite disfuncitii nutritionale (de
exemplu, intoleranta la lactoza), dar si influente asupra raspunsului imunitar. Nu in ultimul
rand, se urmareste selectia unor tulpini care sunt capabile sa ofere protectie impotriva
aparitiei de celule canceroase (cancerul de colon), a caror proliferare este stimulata de
consumul de alimente procesate.

Problema pe care o rezolva inventia consta in crearea unui sistem semiautomat de
simulare in vitro a tranzitului prin tractul gastrointestinal si metoda de testare a tulpinilor
bacteriene.

Sistemul semiautomat, conform inventiei, inlaturd dezavantajele de mai sus prin
aceea ca este constituit dintr-un vas Duran cu volumul 250 mL, prevazut cu patru orificii
(unul pentru senzorul de T, unul pentru senzorul de pH conectat la modulul Arduino, unul
pentru intrarea unui furtun din silicon conectat la 0 pompa peristaltica si unul pentru un ac
de biopsie modificat pentru recoltarea de probe steril cu o seringa sterild), care contine
mediul de simulare, un modul Arduino Yun, o pompa peristaltica pentru administrarea
regulata de urina din, debit 0,4 mL - 2 L/h controlata prin modului Arduino.

Metoda de testare a tulpinilor bacteriene cu rol probiotic, conform inventiei, inlatira
dezavantajele de mai sus prin aceea ca se foloseste sistemul semiautomat de simulare
definit in revendicarea 1 in care, in etapa initiala se obtine mediul din vasul de simulare, se
adauga produsul de testat prin pompa peristaltica si se mentine temperatura constanta la 37-
40°C, asigurandu-se un debit si un timp de interactiune controlat cu modulul Arduino, odata
cu colectarea probelor in vasul si se determina viabilitatea bateriilor probiotice.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

-se grabeste punerea pe piatda a unor produse noi, care au la baza capacitati
functionale certe si care nu vor suferi modificari care sa afecteze calitatea;

-se asigura o predictivitate din punct de vedere calitativ a tulpinilor ce vor fi alese a
fi folosite pentru uz uman sau animal (industria zootehnica).

Automatizarea urmareste eliminarea factorului uman si simularea caracteristicilor
fiziologice din gazda. In acest caz este vorba de un control strict a pH de la nivelul
stomacului si a intestinului subtire, la care se adauga efectul sarurilor biliare, impreuna cu
enzimele pancreatice.
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Automatizarea este bazatda pe un modul Arduino Yun, pompa peristaltica si un
electrod de pH, iar simularea se realizeaza intr-un vas Duran GL.28 din sticla borosilicata.

Sunt binecunoscute similaritatile pe care structura morfologica si o parte din functiile
fiziologice pe care omul le are cu porcul (Sus domesticus). Timpii de stationare sunt diferitj,
la nivelul fiecarui compartiment digestiv, clar conditiile fiziologice sunt similare. Studiile de
laborator folosesc enzime extrase din pancreasul de la porcine, inclusiv mucina de la nivelul
stomacului. De asemenea, numeroase tulpini probiotice au rost izolate din intestinul gros de
porc si au fost utilizate la realizarea unor produse fermentate sau suplimente functionale.

Comparativ cu brevetul RO 127801 A1 din 18.10.2011, care propune un sistem static
de simulare a tranzitului prin tractul gastrointestinal uman, prezenta inventie presupune un
sistem de simulare a tranzitului prin sistemul gastrointestinal bazat pe o monitorizare si
control in timp real a valorii pH. Aceasta monitorizare se bazeaza pe un modul Arduino Vun,
la care este atasat un electrod de pH si 0 pompa peristaltica. Astfel se pot transmite regulat
(la interval de secunde) valorile pH intr-un server de Cloud (ThingSpeak - Channel 1D:
17210). Sistemul are la baza etapele fiziologice ce sunt parcurse la digestia prin stomacul
siintestinul subtire de la porc. Sistemul este dedicat testarii unor tulpini cu potential probiotic
de uz zootehnic, dar si uman, plecand de la similaritatile acestor etape fiziologice din timpul
procesului de digestie.

Sistemul ce aplica metoda in vitro propusa este compus din:

- un vas Duran din sticla borosilicata, capacitate 250 mL, prevazut cu un capac filetat
GL 28 cu patru intrari GL 18;

- modul Arduino Yun, prevazut cu un senzor de pH Atlas Scientific LLC;

- pompa peristaltica Behrotest. Type PLP 33, cu un debit variabil intre 0,4-2,0 L/h;

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

Capacul filetat are urmatoarele intrari:

- prima pentru senzorul de T;

- a doua pentru senzorul de pH diametru 1 cm;

- a treia pentru furtunul siliconat de la pompa peristaltica;

- a patra pentru un ac de biopsie modificat sterilizat chimic.

Probele se preleveaza prin detasarea capacului ergonomic de la partea superioara.
n mijloc exista un orificiu corespunzator pentru montarea unei seringi sterile de unic folo-
sinta. Din vasul de simulare se trage volumul de proba dorit, care se analizeaza din punct
de vedere microbiologic.

Modulul Arduino Yun cuprinde un microcontroler bazat pe ATmega32U4 si pe
Atheros AR9331. Atheros suporta distributia Linux bazata pe OpenWRT - Linino. Intreaga
automatizare este plasata intr-o cutie de plastic transparent. Afisarea fazei din timpul proce-
sului de digestie si pH este afisat pe un ecran LCD, situat la partea frontala a cutiei din
plexiglas. Tot acolo se afla si un buton, cu ajutorul caruia se poate schimba faza, iar sistemul
va schimba valoarea de reper a pH. Transmiterea informatiilor (faza de lucru si valoare pH)
se face prin intermediul unui conexiuni WiFi, integrata in modulul Arduino Yun, in serverul
de Cloud TbingSpeak, la un interval de maximum 10 sec. Datele sunt vizibile in canalul
public - GIS3 in vitro System.

Etapele simularii tranzitului gastrointestinal, in sistemul semiautomat, sunt:

A. Simularea de la nivel gastric:

1. 10 g ratie hrana sterilizata (soia:grau:porumb:tarate 1:1:1:1);

2. 20 mL solutie saliva sterilizata prin filtrare cu filtru Millipore (CaCl, - 0,22 g/L, KCI -
2,2 g/L NaCl - 5 g/L, NaHCO, - 1,5 g/L);
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3. 80 mL pepsina (0,5 mg/mL) si lipaza (0,5 mg/mL) in tampon fosfat de sodiu pH 6
(sterilizate prin filtrare cu filtru Millipore);

4. Se adauga HCI 1 M (sterilizat prin autoclavare 20 min la 121°C) pana la pH 2:

5. Amestecul se mentine cu o agitare constanta timp de 4 h;

6. Temperatura 37-40°C,

B. Simularea de la nivelul intestinului subtire;

1. Se adauga 40 mL pancreatina (5 mg/mL) si saruri biliare (5 mg/mL) in tampon
fosfat de sodiu pH 7 (sterilizate prin filtrare cu filtru Millipore);

2. Se adauga NaOH 1 M (sterilizat prin autoclavare 20 min la 121°C) pana la pH 7;

3. Amestecul se mentine cu o agitare constanta timp de 4 h;

4. Temperatura 37-40°C.

In continuare sunt prezentate 2 exemple de realizare a inventjei.

Exemplul 1 - Saccharomyces cerevisiae: s-a suplimentat formula amestecului de
cereale cu 0,1% biomasa liofilizata de S. cerevisiae (tulpina provenita din colectia Centrului
Microgen, Facultatea de Biologie, Universitatea din Bucuresti). Analiza viabilitaii s-a realizat
prin insamantare pe mediu YPD (extract de drojdie 10 g/L, peptona 20 g/L, glucoza 20 g/L,
agar 20 g/L, sterilizare 20 minla 121°C). Dupa recoltare, din fiecare proba, s-au realizat dilutji
succesive In NaCl 0,9% steril, iar ultima dilutie a fost utilizata la insamantarea placilor Petri
cu mediu YPD agarizat, intr-o hota in flux laminar. Analiza placilor s-a facut cu ajutorul
colonyQuant, prevazut cu un soft corespunzator.

Rezultatele au demonstrat o scadere a viabilitatii de aproximativ 25% la intrarea in
faza gastrica. Ulterior viabilitatea creste in medie cu 10% dupa 30 min de stationare in
aceste conditji. Variatiile observate au fost in medie de 1% pana in momentul trecerii la con-
ditiile de simulare in vitro ale intestinului subtire. Actiunea sarurilor biliare si a pancreatinei
au determinat o reducere de maximum 7% a viabilitatji, care s-a dublat la o ora de stationare
la acest nivel al tubului digestiv. Pana la final viabilitatea a cescut treptat, cu aproximativ
10%, dupa fiecare 60 min. Nu s-a inregistrat, la final, o scadere sub 4 x 10° CFU/mL a
numarului de celule viabile.

Exemplul 2 - Lactobacillus plantarum: s-a suplimentat formula amestecului de
cereale cu 0,1% biomasa liofilizata de L. plantanim (tulpina provenita din colectia Centrului
Microgen, Facultatea de Biologie, Universitatea din Bucuresti). Analiza viabilitatii s-a realizat
prin insamantare pe mediu MRS (1,0% peptona, 0,8% extract carne, 0,4% extract de drojdie,
2,0% glucoza, 0,5% acetat de sodiu, 0,1% Tween 80, 0,2% fosfat disodic, 0,2% citrat de
amoniu, 0,02% sulfat de magneziu, 0,005% sulfat de mangan, 1,0% agar, pH 6,2, sterilizat
20 min la 121°C). Dupa recoltare, din fiecare proba, s-au realizat dilutii succesive in NaCl
0,9% steril, iar ultima dilutie a fost utilizata la Tnsamantarea placilor Petri cu mediu MRS
agarizat, intr-o hota in flux laminar. Analiza placilor, dupa termostatate in conditii anaerobe,
s-a facut cu ajutorul colonyQuant, prevazut cu un soft corespunzator.

Rezultatele au demonstrat o scadere a viabilitatii de aproximativ 2% la intrarea in
faza gastrica. Ulterior viabilitatea creste in medie cu 0,1% dupa 30 min de stationare in
aceste conditii. Variatiile observate au fost de 5-6% pana in momentul trecerii la conditiile
de simulare in vitro ale intestinului subtire. Actiunea sarurilor biliare si a pancreatinei au
determinat o reducere de maximum 40% a viabilitatii, care s-a dublat dupa 30 min de
stationare la acest nivel al tubului digestiv. Pana la final viabilitatea s-a mentinut constanta,
cu variatii medii de 0,1%. Nu s-a inregistrat, la final, o scadere sub 5,2 x 10° CFU/mL a
numarului de celule viabile.
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Revendicari

1. Sistem semiautomat de simulare in vitro a tranzitului prin tractul gastrointestinal
caracterizat prin aceea ca, este constituit dintr-un vas Duran cu volumul 250 mL, prevazut
cu patru orificii (unul pentru senzorul de T, unul pentru senzorul de pH conectat la modulul
Arduino, unul pentru intrarea unui furtun din silicon conectat la o pompa peristaltica si unul
pentru un ac de biopsie modificat pentru recoltarea de probe steril cu o seringa sterila), care
contine mediul de simulare, un modul Arduino Yun, o pompa peristaltica pentru administra-
rea regulata de urina din, debit 0,4 mL - 2 L/h controlata prin modului Arduino.

2. Metoda de testare a tulpinilor bacteriene cu rol probiotic, caracterizata prin aceea
ca, se foloseste sistemul semiautomat de simulare definit in revendicarea 1 in care, in etapa
initiala se obtine mediul din vasul de simulare, se adauga produsul de testat prin pompa
peristaltica si se mentine temperatura constanta la 37-40°C, asigurandu-se un debit si un
timp de interactiune controlat cu modulul Arduino, odata cu colectarea probelor in vasul si
se determina viabilitatea bateriilor probiotice.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 231/2022
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