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DESCRIZIONE

La presente invenzione si riferisce ad un siste-
ma per il monitoraggio dell’attivita metabeolica di
popolazioni cellulari viventi ed al suo procedimento
di funzionamento.

Scopo della presente invenzione & quello di for-
nire un sistema di monitoraggio dell’attivita catabo-
lica di popolazioni cellulari eucariote e/o procario-
te viventi, adatto ad operare sia in continuo che in

discontinuo, suscettibile di effettuare misurazioni

sia di tipo qualitativo che quantitativo ed avente un.

ampio spettro di applicazioni che spaziano dall‘atti-

vita di ricerca a quella di analisi routinaria.
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Tale scopo viene raggiunto grazie ad un sistema
di monitoraggio avente le caratteristiche richiamate
in modo specifico nelle rivendicazioni che seguono.

Ulteriori vantaggi e caratteristiche della pre-
sente invenzione risulteranno dalia descrizione se-
guente fatta a titolo esemplificativo, ma non limita-
tivo, con riferimento ai disegni annessi, in cui:

la figura 1 € una rappresentazione schematica di
un sistema secondo 1l‘invenzione,

la figura 2 & una rappresentazione esplosa di un
componente del sistema di figura 1 in una fase di

funzionamento,

la figura 3 & una rappresentazione esplosa del-

componente di figura 2 in un‘altra fase di funziona-
mento,

la figura 4 & una rappresentazione esplosa di
una forma alternativa di realizzazione del componente
delle figure 2 e 3 iﬁ una fase di funzionamento,

la figura 5 & una rappresentazione esplosa del
componente di figura 4 in un‘altra fase di funziona-
mento, e

la figura 6 & una rappresentazione di un altro
componente del sistema di figura 1.

Un sistema per il moniﬁoraggio dell’attivita me-

tabolica di popolazioni cellulari eucariote e/o pro-
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cariote comprende (fig. 1) una camera di misurazione
10 provvista di mezzi di termostatazione. Questi ul-
timi in particolare comprendono una resistenza ri-
scaldante 12 a cui sono associati un motoventilatore
14 ed un trasduttore di temperatura 15, e sono gover-
nati in modo di per sé noto da una centralina elet-
tronica 16 di controllo ed acquisizione e presenta-
zione di dati.

Nella camera 10 & collocata una cella 20, nella
quale é presente la popolazione cellulare vivente da
monitorare.

La cella 20 comprende (figg. 2 e 3) un‘invelucro
formato da due conchiglie assemblabili 21, che rac-
chiudono una membrana 22 ed un éupporto DOXOSO 24'di
Qquesta (ricordiamo che,'per maggior chiarezza, le fi-
gure 2 e 3 rappresentano le conchiglie 20 come disas-
semblate) . .La membrana 22 costituisce una superficie

di ancoraggio per 1la popolazione cellulare 26 da mo-
nitorare. - |

Nell’involucro sono ricavati un canale 28 per
1’alimentazione di una soluzione contenente la popo-
lazione cellulare 26 ed un canale 30 di passaggio di
un terreno di'coltura, le cui modalitda di funziona-
mento verranno descritte in seguito. I canali 28, 30

r

provvisti di rispettive aperture di entrata 32, 34 e
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'di uscita 36, 38, lambiscono la membrana 22 da parti

opposte e sono separati 1'uno dall’altro.

Alternativamente & possibile utilizzare una cel-
la multipla (figg. 4 e 5) comprendente una pluralita
di celle singole del tipo sopra descritto, 1 cui ca-
nali di passaggio 30 del terreno di coltura sono col-
legati in serie 1l‘uno rispetto all’altro come pure,
indipendentemente dai canali di passaggio 30 del ter-
reno di coltura, i canali 28 per l’'alimentazione del-
la soluzione contenente la popolazione cellulare 26.
Per semplicita di rappresentazione, nella figura 4
sono raffigurati solo i canali 28 di alimentazione
della soluzione contenente la 'popolazione cellulare,
mentre nella figura 5 sono raffigurati solo i canali
30 di passaggio del terreno di coltﬁra. Entro la con-
chiglie 21 sono inolitre disposte guarnizioni 40 di
gomma siliconica o altro materiale.

Secondo un’ulteriore forma di attuazione alter-
nativa non illustrata nelle figure, & possibile uti -
lizzare una cella costituita da un filtro standard da
siringa, di porosita atta a trattenere 1a popﬁlazione
cellulare e realizzato in materiale biocompatibile.
Tali filtfi SOno in sé noti e comunemente utilizzati
nella pratiﬁa di labératorio.

Nella cella 20, comungque realizzata, sfocia
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{(fig. 1) un condotto 42 di alimentazione di terreno
di coltura, sul gquale sono disposti una pompa 44 e
mezzi di termostatazione comprendenti un‘ulteriore
resistenza riscaldante 46 ed un trasduttore di tem-
peratura 48 anch’essi pilotati dalla centralina 16.

In parallelo alla cella 20 & disposto un condot-
te di by-pass 50. Rispettive valvole di intercetta-
zione 52, 54 sono disposte a monte deila cellia 20 e
sul condotto di by-pass 50.

Dalla cella 20 si diparte un condotto di deflus-
SO 56, su cui sono collocati mezzi di rivelazione del
valore dil pH determinato dal catabolismo della popo-
lazione cellulare 26. Alternativamente, secbndo una
forma non illustrata di attuazione dell’invenzione,
questi mezzi di rivelazione possono essere integrati
con la cella 20.

- I mezzi'di rilevazione comprendono un sensore 58
di tipo ISFET (Ion Sensitive Field Effect Transistor)
in sé noto. Questo sensoré.é sensibile alla concen-
trazione di ioni idrogeno in g8oluzione, grazie alla
bresenza di siti specifici per gli ioni H' e OH sulla
superficie esposta a tale soluzione, ed é in grado di
produrre‘un Segnale elettrico, in particolare una
tensione, dipendente da tale concentrazione. La sen-

sibilita tipica a temperatura ambiente & di circa 50

ACOBACC! & PERAM S.p.A



—— e u— A aeam - =

mv/unita di pH.

Lungo il condotto di deflusso 56 e disposto un
Serbatoio 60 contenente un elettrodo di riferimento
e/o di.lavoro 62 atto a polarizzare 1la soluzione per
garantire il funzionamento del sensore 58,

Sempre lungo il condotto di deflusso 56, fra il
sensore 38 ed il serbatoio 60, & collocato un rivela-
tore 64 di bolle d’aria. Quest’ultimo pud essere di
un qualunque tipo, ad esempio ottico o a.conducibili-
td, disponibile in commercio. Sia it rivelatore di
bollé 64 che il sensore 58 sono collegati alla cen-
tralina 16.

Il serbatoio 60 & provvisto di condotto di sca-
rico di foﬁdo 66 con vélvola di intercettazione 68 e
di condotto di scarico di troppo pieno 70, sul quaie
sono disposte una pompa di deflusso 72 ed una valvola
73 per lo scarico all’esterno. Vantaggiosamente 1le
pompe 72 e 44 costituiscono due differenti sezioni di
una stessa pompa peristaltica azionata da un motore
passo passo 75. | |

Alla camera di misura 10 & affiancata una camera
ausiliaria 74 provvista di mezzl di termostatazione,
Questi ultimi in particoiare includono una pompa di
calore del tipo batteria Peltier.%s pilotata dalla

centralina 16. Il calore estratto dalla camera 74 e
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smaltito verso l‘ambiente tramite un dissipatore ad
alette 78 raffreddato da un motoventilatore 80.

Nella camera 74 & contenuta una pluralita di
contenitori 82 di terreno di coltura, ad esempioc in
numero di quattro, dei qﬁali, per semplicita, 1lo
schema di figura 1 ne rappresenta unc solo.

Quest‘ultimo & sagomato sostanzialmente a guisa
di bottiglia ed & provvisto, in corrispondenza del
fqndo, di una protuberanza oblunga 84 (figura 6).

Il contenitore 82 ha (fig. 1) un condotto di
uscita 86 che é provvisto di valvola di intercetta-
zione 88 ed & collegato al condotto 42 di alimenta-
zione della cella 20. Lo schema di figura 1 rappre-
senta le valvole di intercettazione 90, 92, 94 dispo-
ste sul tratto terminale dei condotti di uscita degli

altri tre contenitori non illustrati, i quali condot-

ti sono tutti cdllegati al condotto di alimentazione

42 .

Il contenitore 82 ha inoltre un condotto di en-
trata 96 - che é broQVisto di vaivola di intercetta-
zione 98 ed & collegato al condotto 70 di scarico del
serbatoio 60 - ed un condotto lOO-di riequilibrio di
pressione, sul quale & disposto, fra due valvole 102,
104, un filtro 106. |

Dal contenitore 82 si diparterinoltre un condot-
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to di scarico di troppo pieno 108 provvisto di valvo-

la 110.

Resta inteso che tutti i contenitori 82 sono

provvisti dei condotti 96, 100 e 108 con relative

valvole ed accessori, che, per semplicita, la figura
1 rappresenta con riferimento ad d% So0lo contenitore
82.

Nella camera ausiliaria 74 sono inoltre disposti
mezzi di iniezione 112 nei contenitori 82 di additivi
desiderati:. Questi mezzi &i iniezione 112 comprendono
siringhe intercambiabili di capacita differenti azio-
nabili da un motore passo passo sotto 11 controllo
della centralina 16.

Un primo modo di funzionamento del sistema sopra

- descriﬁto rper la misurazione a ciclo aperto dél meta-
bolismo basale di una data popolazione cellulare 26
e il gseguente.

Dapp:ima occorre fissare sqlla membrana 22 della
cella 20 estratta dalla camera 10 1a popolazione cel-
lulare 26 da monitorare. A questo scopo (fig. 2) si
occlude 1l'apertura di entfata 34 del canale 30 e si
collegano le aperture 32, 36 del canale 28 ad un cir-
cuito di circolazione di una soluzione corntenente la
popolazione celiulare bomprendente un serbatcio di

alimentazione 114, una pompa 116 e tubi dji collega-
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mento 118,

A seguito del flusso della soluzione lunge 1la
membrana 22 della cella 20, parte della popolazione
cellulare 26 si arresta sui pori .della membrana 22,
mentre parte del solvente: percola attraverso qﬁe-
st‘ultima ed & scaricata attraverso l’apertura di
uscita 38 del canale 30, a valle del gquale & predi-
Sposto un condotto di scarico 120 avente perdita di
carico inferiore a quella dei tubi 118 di ricircolo
del circuito:

In questo modo si ottiene una progressiva con-
centrazione della soluzione ed il fissaggiq sulla
membrana 22 della maggior parte della popblaéione
cellulare 26. Quest’'ultima potrd cosi essere succes-
sivamente sottoposta a misurézioni; anche se in ori-

- gine era presente in soluzione ad un iivello di di-
luizione.talmente elevato, da rendere sostanzialmente
impraticabile una qualunque procedura analitica. La

p0551b111ta di effettuare una concentrazione del cam-

o,

pione costituisce quindi uno dei vantaggi piu signi-
ficativi del sistema di monitoraggio della presente
invenzione.

Il funzioﬁamento della cella multipla.é sostan-
zialmente analogo (fig. 4) con la differenza che 1la

soluzione che defluisce da una singola cella & avvia-

10
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ta alla successiva fino all’ultima cella, da dove &
riciclata.

Come appare dalle figure 2 e 4, il flusso della
soluzione & parallelo rispetto alla/e membrana/e 22.
Se 1invece si utilizza una cella del tipo a filtro
standard - a cul si & fatto cenno in precedenza - si
ha l'inconveﬁiente dil una sua progressiva otturazione
dovuta al regime.di flusso trasversale che vi si in-
staura.

La cella 20 caricata della'popolazione cellulare
da monitorare 26 & poi collocata nella camera di mi -
 sura 10, occludendo le aperture 32, 36 del canale 28
e collegando le aperture 34, 38 del canale 30 rispet-
tivamente al condotto di alimentazione 42 ed al con-
dotto di-deflusso 56 (figg. 1 e 3). | |

Quindi, una volta introdotto nel contenitore 82

un terreno di coltura liquido avente buone caratteri-

stiche nutritive per la popolazione cellulare 26, si
aprono le valvole 88, 102, 104, 52 e 73 tenendo chiu-
se le restanti valvole 90, 92, 94, 98, 110, 68 e 54,
e si avviano le pompe 44 e 72 per effetﬁuare una fase
di lavaggio dei componenti del sistémé e portarli al-
la temperatura deéiderata.

In quesﬁo modo il terreno di colﬁura fluisce at-

traverso il condotto di uscita 86, la valvola 88.li1

11
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condotte di alimentazione 42, preriscaldandosi grazie
alla resistenza 46, la valvola 52, la cella 20, i1l
sensore 58, il rivelatore 64 ed il serbatoio 60, da
cui viene scaricato attraversoc il condotto 70 e la
valvola 73. Nello steso tempo l’apertura delle valvo-
le 102, 104 consente l'entrata di aria filtrata nel
contenitore 82, cosi da riequilibrare la pressione

che altrimenti calerebbe a seguito del deflusso di

terreno di coltura. o=
‘ _ . pi

I parametri di funzionamento, quali temperatura ;g
delle camere 10, 74, portata dei flussi, durata delle E’:;:’:
varie operazioni sono controllati dalla centralina gg
16, a cui possono inoltré pervenire eveﬁtuali segnali gg
ﬁ

di allarme emessi dal rivelatore 64 nel caso della
- presenza protratta nel tempe di bolle d’aria.u‘ ' T

In particolare cdnviéne feqolare la temperatura
della camera 74 a valori piuttosto bassi, dell’ordine
di 10°C, cosi da impedire che batteri, eventualmente
infiltrativisi dall’esterno, possano svilupparsi e
moltiplicarsi. La resistenza 46 provvede poil a ri-
" scaldare il terreno di coltura proveniénte dalla ca-
mera 74 a temperature piu elevate, dell’'ordine di
37°C, favorevoli allo sviluppo della popolazione cel -
lulare 26 da monitorare. |

Se necessario, la fase di lavaggio sopra de-

12
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scritta pud essere ripetuta una o pid volte,

Quindi si effettua una fase di bianco, in cui,
a differenza della fase di lavaggié, la valvola 52 &
chiusa, mentre la valvola 54 é.aperta. In tal modo il
terreno di coltura fluisce attraverso il condotto di
by-pass 50 senza venire a contatto con la cella 20 e
la popolazione cellulare 26 contenutavi.

In questo modo, una volta arrestate le pompe 44,
72 e conseguentemente il flusso di liquido nel con-
dotto di deflusso 56, i valori di PH rilevati dal

sensore 58 corrispondono a quelli del terrenc'di col-

tura vergine e potranno servire come termine di con-

fronto nella successiva fase di misura.
In quest’ultima la condizione delle valvole o
uguale a quella della fase di lavaggio, con assenza

qﬁindi di flusso nel condotto di by-pass 50. L’atti-

vazione‘delle pompe 44, 72 provoca quindi un flusso

_ di terreno di coltura attraverso la cella 20 ed in
particolare nel canale 30 (cfr. fig; 3 per la cella
singola e‘fig. 5 per la cellg mulﬁiplaf. Attraverso
la/e membrana/e 22 il terreno di coltura pud cosi ce-

dere alla popolazione cellulare 26 1 principi nutri-

tivi ed assorbire gli ioni H* prodotti dal cataboli-

Smo cellulare. Dopo un tempo prestabilito si arresta-

no le pompe 44, 72 e si effettua, grazie al sensore
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ISFET 58, una misurazione di pH del terreno caricato
dei prodotti del catabolismo che defluisce attraverso
il condotto di deflusso 56. Tale valore & trasmesso
alla centralina 16.

La fase di misura sopra descritta pud essere ri-
petuta per un numero desiderato di volte, cosi da mo-
nitorare 1l'evoluzione temporale del valore di pH. I
valori rilevati possono essere visualizzati, ad esem-
pio sotto forma di grafico del PH in funzione del
" tempo, éotto il controllo della centralina 16.

La portata di terreno di coltura che fluisce at-
traverso la cella 20 iﬁ ogni fase di misura pud esse-
re stabilita a piacere. In particolare tale pdrtata

pud variare da un valore minimo che consente di rin-

novare in ogni fase solo una microquantita del ferre-

no di coltura presente nella cella 20, aa un valore
‘massimo cﬁe'consente di rinnovare completamente in
una fase la quantita di terreno di coltura presente
nellé cella 20.

Nel primo caso la- popolazione cellulare 26 si
trova in un ambiente con condizioni fisiolbgiche Qa-

riabili, nel secondo caso costanti.

A seconda della concentrazione, del tipo e del-

lrattivita della popolazione cellulare 26 da monito-

rare € possibile scegliere il wvalore di portata piu

14
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opportuno. In particolare, se la concentrazione é
bassa, & preferibile scegliere una bassa portata, co-
sl da accrescere la sensibilita della misura. Se la
concentrazione & invece alta & preferibile scedliere
una portata elevata, cosl da evitare variazioni nel
tempo delle condizioni fisiologiche che inducono va-
riazioni di risposta significative.

La centralina 16 pud inoltre éssere pProgrammata
per comandare l‘effettuazione é.scadenza predefinita
_di una fase di-biagco come sopra descritté, per com;
pensare l'eventuale deriva del sensore 58 e control-
-lare lo stato del pH del terreno di coltura vergine.

L'eventuale presenza di bolle d’aria nel condot-

to di deflusso 56 & segnalata dal rivelatore 64 alla

centralina 16 che provvede ad interrompere la fasé di

misura e ad effettuare, se necessario, uno o piu ul-

teriori fasi di lavaggio.

La misurazione del metabolismo basale di una da-
ta popolazione cellulare 26 pud anche essere effet -

tuata a ciclo chiuso anziché aperto.

- In questo caso si effettuano dapprima fasi 4i
lavaggio e bianco analogamente a come descritto in

- Precedenza.

Nell’'effettuazione delle fasi di-misura, invece,

il terreno di coltura viene prelevato da un conteni-
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tore 82 differente da quello utilizzato per le altre
fasi e riempito solo in corrispondenza della protube-
ranza 84. La conformazione oblunga di gquest’ultima
assicura comunque un certo battente, anche operando
con ridotte quantita di tefreno di coltura, ed evita
cosi la formazione di bolle d’aria gquando guest’ulti -
mo viene mandato in circolo.

A questo scopo si attivano le pompe 44, 72, te-
nendo aperta la valvola {ad esempio la numero 88) as-
sociata a quest’ultimo contenitore e.chiusa la valvo-
la 90 éssociata al éontenitore utilizzato per le fasi
di lavaggio e di bianco. Un’ulteriore differenza ri-
spetto alla fase di misura a ciclo aperto consiste

nel fatto che la valvola di scarico 73 ora & chiusa,

‘mentre la valvola 98 & aperta. In questo modo il ter--

reno di coltura fluente nel condotto di scaricc 70
viene riciclato al contenitore 82 attraverso i1l con-
dotto 96 e la wvalvola 98, anziché esgsere gcaricato

all’esterno.

Anche in questo caso 31 possono effettuare a

scadenza predeflnlta dei cicli di bianco, in cui il

terrenoc di coltura vergine & alimentato dal conteni -

tore associato alla valvola 90.

Con questo modo di funzionamento,‘vantaggioso in

presenza di basse concentrazioni cellulari, lo stesso
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terrenc di coltura pud essere sottoposto piu volte
all’azione della popolazione cellulare, finché il suo
valore di pH rimane sufficientemente alto, cosi da
permetﬁere la vita delle cellule.

Ad esempio & possibile conoscere il gquantitativo
di cellule presenti in un campione da esaminare, ef-
fettuando fasi di misura con parametri omologhi per
tale campione e per uno standard noto e confrontando
il numero di fasi rispettivamente necessarie per raé-
giungere uno stesso valore di acidita.

Il sistema dell’invenzione permette anche 1'ef-
fettuazione di misurazioni delle variazioni del meta-A
bolismo basale di una popolazione cellulare indotte
‘da un agente esterno.

In questo caso.si pué operare dapprima in modo
analogo al caso a ciclo -aperto pPrecedentemente de-
séritto, ottenendo un’ .indicazione relativa al meta-
bolismo basale in presenza di un terreno di coltura
non additivato.

Quindi si effettuano fési di misura alimentando
alla cella 20 da un différenté contenitore 82- (me-
diante quindi 1’apertura della valvola disposta sul
relativo condotto ai uscita 86 e la chiusura della
valvola associata al precedente contenitore) terreno

di coltura additivato da un agente esterno desidera-
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Anche in questo caso si possono effettuare é
scadenza predefinita delle fasi 4di bianco, in cui il
terreno di coltura vergine & alimentato dal conteni -
tore contenente terreno di coltura non additivato.

Lragente esterno additivato al terreno di coltu-
ra induce delle variazioni nell’attivita metabolica
della popolazione cellula;e risbe£to al terreno di
coltura non additivato. Dalla comparazione delle mi-
sure effettuate con e senza additivo sara pertanto
possibile risalire ad una misura degli effetti del-
l’additivo stesso sulla popolazione cellulare. Questo
-modo di operare trova applicazioni notevoli in éampo
immunologico, farmacologico, cosmetologico ed in mol -
ti casi pud vantaggiosamente so0stituire i tesﬁ in vi-
vo.

L'effettua;ione della‘misurazione delle varia-
zioni del metabolismp basale di una popolazione cel-
lulare- indotte da un agente esterno pud-anche essere
effettuata in ciclo chiuso.

Questo modo di operare e identico al précedénte
a ciclo aperto con la differenza che nelle fasi di
misura la valvola 73 & chiusa e la valvola 98 & in-

vece aperta.

Il terreno di coltura additivato da un agente

18
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esterno & quindi prelevato da uno dei contenitori 82,
fluisce attraverso la cella 20 ed & riciclato allo
Stesso contenitore 82, mantenendo chiusa la valvola
di scarico 73.

LO stesso terreno di coltura viene cosi piu vol-
te in contatto con la popolazione cellulare 26, co-
sicché, a parita di concentrazione di quest’ultima,
la risposta del sistema & piu rapida ;ispetto al ci-
clo aperto.

Il modo operativo a ciclo chiuso consente inol-
tre di monitorare popolazioni cellulari a basse con-
centrazioni non analizzabili a ciclo apefto, presen-
tando peraltro 1’'inconveniente di produrre un’acidi-

ficazione progressiva del terreno di coltura, che,

superando un certo valore, finisce col provocare 1la -

morxte della popolazione cellulare.
Un ulteriore modo'operativo del sistema prevede
un funzionamento analogo a quello di misurazione a

ciclo aperto del metabolismo bésale; con le differen-
za che le fasi di misura vengono effetﬁuate secondo
una successione predeterminata cén'difﬁerenti terreni
di coltura alimentati di volta in volta da contenito-
lri differenti 82.

Questo modo operativo & vantaggiosamente impie—

gato quando si devono monitorare popolazioni cellula-
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ri composite. Infatti i metabolismi di cellule appar-
tenenti a ceppi diversi hanno differenti rispoéte a
seconda del tipo di terreno di coltura utilizzato, il
che consente di favorire o inibire il metabolismo di
cellule di uno specifico ceppo rispetto a quello di
cellule di altri ceppi.

E’ cosl possibile verificare 1’effettiva presen-
za di un ceppo presente in miscela con altri in un
campione da analizzare.

Esempi applicativi specifici di questo modo ope-
rativo sono ad esempio la verifica della_presénza di
cellule somatiché nel latte (essenziale per la deter-
minazione della carica batterica) o la verifica della
presenza in alimenti di salmonella, che & solitamente
associaia ad'altri.ceppi cellulari.

.Il sistemé dell’invenzione & anche reélizzato in
modo tale da consentire di effettuarne agevolmente la
disinfezione e la sterilizzazione fra una prova e
l7altra, onde evitare che residui dij terreno o popo-
lazioni cellulari di prove brecedenti influenzino i
risultati di quelle suécessive. -

A questo fine e possibile effettuare, quando de-
sideréto, un programma di disinfezione, riempendo
tutti i contenitori 82.con-una éoluzione biocida, ad

esempio ipoclorito, smontando la cella 20 con colle-
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gamento diretto dei condotti 42, 56, aprendo le val-
vole 88, 90, 92, 94, 98, 52, 54, 110, chiudendo la
valvola 73 ed azionando le pompe 44, 72.

In questo modo tutti i componenti del Sistema,
attraverso i quali si ha un flusso di terreno di col-
tura durante 1‘effettuazione di misurazioni, vengono
a contatto con la soluzione biocida e sono steriliz-
zati. Il condotto di scarico 108, in cui 1a valvola
¢ aperta 110, funge.da troppo pienc e consente 1’elj-
minazione di un eccesso di soluzione biocida &al re-
lativo contenitore 82.

Successivamente al.programma di disinfezione, si
effettua un programma di risciacquo con modalita ana-
loghe al precedente ed utilizzando come flgido di
trattamento acqﬁa distillata possibilmente sterile.
In tal modo si eliminano eventuali residui di solu-
zione biocida ed il sistema & cosi pronto per 1l'ef-
- fettuazione di successive misurazioni.

Da quanto sopra esposto risulta in modo evidente

la flessibilita del sistema dell’invenzione, che pud

essere indifferentemente utilizzato in una grande va;
rieta di campi differenti: ad esempio farmacologico,
immunologico, biologico, biomedico, di controllo di
produzione, di controllo delle acque, cosmetologicb,

tossicologico, ecologico, batteriologico, del con-
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trollo di alimenti, scarichi industriali, acque po-
tabilil e simili,

Naturalmente si intende che, fermo.restando il
principio dell’invenzione, i particolari di realizza-
zione e le forme di attuazione_potranno ampiamente
variare rispetto a quanto sopra descritto, senza per

questo uscire dall’ambito della presente invenzione.
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RIVENDICAZIONT

1.  Sistema per il monitoraggio dell’attivita me-
tabolica di popolazioni cellulari viventi (26}, ca-
ratterizzato dal fatto che comprende:

- una cella (20), atta ad ospitare la popolazio-
ne cellulare (26) da monitorare,

- mezzi di alimentazione alla cella {(20) di un
terreno di coltura, e

- mezzi di rivelazione del valore di pH determi -
nato dal catabolismo della popolazione cellulare_(26)
in detta cella (20).
2. Sistema secondo la rivendicazione 1, caratteriz-

zato dal fatto che detti mezzi di rivelazione com-

prendono un sensore (58) atto a produrre un segnale

elettrico correlato al valore di PH sentito.
3. Sistema secondo la rivendicazione 2, caratteriz-
zato dal fatto che detto sensore (58) & dispoéto 84

un condotto di deflusso (56) della cella (20) oppure

& integrato con lé'cella {20).

4.‘ Sistema secondo la rivendicazione 2 o 3, carat-
terizzato dal fatto che detto sensore (58) e di tipo
ISFET. |

5. | Sistema secondo la fivendicazione 4, caratteriz-
zato dal fatto che'lungo detto condotto di deflusso

{56) & disposto un serbatoio (60) contenente un elet-
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trodo di riferimento e/o di lavoro (62) atto a pola-
rizzare la soluzione per garantire'il funzionamento
del sensore (58). ‘

6. Sistema secondo la rivendicazione 5, caratteriz-
zato dal fatto che lungo detto condotto di deflusso
(56), fra detto sensore (58) e detto elettrodo di ri-
ferimento (62), @ collocato un rivelatore (64} di
bolle d’aria.

7. Sistema secondo una qualungue delle rivendica-
zioni 5 e 6, caratterizzato dal fatto che detto ser-

batoio (60) é& provvisto di condotto di scarico di

fondo (66) e di condotto di scarico di troppo pieno -

(70), sul quale sono disposte una pompa di deflusso
(72) ed una valvola di scarico (73).

8. Sistema secondo una qualunque delle precedepti
rivendicazioni, caratterizzato dal.fatto che in pa-
rallelo a detta cella {20) & disposto un condotto di
by-pass (50), rispettive wvalvole di intercettazione
(54, 52) essendo disposte su detto condotto di by-
pass (50) ed a monte della cella {20).

9. Sistema secondo una qualunque delle precedenti
rivendicazioni, caratterizzato dal fatto che detta
cella (20} comprende un’involucro che racchiude una
meﬁbrana (22), sulla quale & suscettibile di essere

fissata detta popolazione cellulare (26), in detto
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involucreo essendo ricavati un canale (30) di passag-
gio di detto terrenc di coltura, ed un canale (28)
per l'alimentazione di una soluzione contenente la
popolazione cellulare (26), detti canali (28, 30)
lambendo la membrana (22) da parti opposte ed essendo
separati l'uno dall’altro.

10. Sistema secondo la rivendicazione 9, caratteriz-
zato dal fatto che comprende una pluralita di cellé,
i cui canali (30) di passaggio del terreno di coltura
sono collegati in serie lfuno rispetto all'altro come
pﬁre, indipendentemente dai canali (30) di passaggio
del terreno di coltura, i canali (28) per l’'alimenta-
zione della soluzione contenente la popolazione ;él-
lulare (26).

11. Ssistema secondo una qualuﬁque delle precedenti
rivendicazioni, caratterizzato dal fatto che detta
cella (20) e collocata in una camera di misurazione
{10) provvista di mezzi di termostatazione.

12. Sistema secondo una qﬁalunque delle precedenti
rivendicazioni, caratterizzato éal fatto che -detti
mezzi di alimentazione -alla cella (20) del terreno di
coltura comprendoqo un condotto di alimentazione (42)
sul quale & disposta una pompa'(44), e ﬁezzi di ter-

mostatazioné di detto condotto (42).

13. sistema secondo una qualunque delle precedenti

25

JACOBACC! & PERANI S.0.A.



;

rivendicazioni, caratterizzato dal fatto che compren-
de una camera ausiliaria (74) contenente almeno un
contenitore (82) di detto terreno di coltura e prov-
vista di mezzi di termostatazione e di mezzi di inie-
zione (112) in detto contenitore (82)‘di additivi de-
siderati, detto contenitore (82) avendo un condotto
di uscita (86) che & provvisto di valvola di inter-
cettazione (88, 90, 92, 94) ed é collegato al condot-
to di alimentazione (42) della cella (20), un condot-
to di entrata (96) .che & provvisto 4i valvéla di in-
tercettazioﬁe (98) ed & collegato al condotto di sca-
rico (70) del serbétoio (60), ed un condotto (100) d4i
riequilibrio di pressione, sul gquale & disposto un
filtro (106).

l4. Sistema secondo la riveﬁdiéazione 13, cafatte-
rizzato dal fatto che detto almeno un contenitore
(82) & sagomatd sostanzialmente a guisa di bottiglia

ed e provvisto di una protuberanza oblunga (84) in

corrispondenza del fondo.
15. Sistema secondo la rivendicazione 14, caratte-

rizzato dal fatto che comprende una pluraliti di con-

tenitori (82}).
16. Procedimento di monitoraggio dell’attivita meta-
bolica di popolazioni cellulari {26) ., che prévede

l'impiego di un sistema secondo una qualungue delle
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precedenti rivendicazioni.

CER LIDARION

Dott. Francesco SERRA
N. lserdz. ALBO $0

{in proprio e per g it}
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