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DESCRIPCION
Sistema de intestino modelo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una prueba nueva e inventiva que simula el tracto digestivo desde la boca hasta el
intestino delgado terminal. Mas en particular, la presente invencion se refiere a una prueba nueva e inventiva para analizar
carbohidratos y/o triglicéridos y/o proteinas de una muestra fisiolégica mixta mediante el uso del sistema de intestino
delgado y/o de intestino modelo descrito en la presente descripcion.

Antecedentes de la invencion

A pesar de los tratamientos actuales contra la obesidad se espera que el numero de personas con sobrepeso y obesas
aumente a 2,3 mil millones y 700 millones en todo el mundo, respectivamente, en un futuro cercano. Dado los riesgos
bien conocidos del desarrollo de otras afecciones asociadas con la obesidad, tal como por ejemplo la diabetes tipo 2 y la
enfermedad cardiaca, estas cifras representan efectivamente una bomba de tiempo de atencién médica econémica.

Actualmente hay muchos programas de desarrollo activos que buscan tratamientos potenciales para el mantenimiento de
la obesidad/peso, incluida la busqueda de nuevos compuestos farmacéuticos o biofarmacéuticos que tengan un impacto
en la forma en que el alimento es procesado internamente por un sujeto obeso, asi como también la busqueda de una
mayor comprension del valor nutricional de los productos alimenticios y en particular como se digieren.

Hollebeeck y otros, (Food Chemistry, Volumen 138, nim. 2, 2012, paginas 1936-1944) analiza el desarrollo de un
protocolo de digestién in vitro humana estandarizado basado en la digestion de macronutrientes mediante el uso de la
metodologia de superficie de respuesta.

El documento W0O2011/012932 se refiere al uso de particulas de esterol o estanol recubiertas para la preparacién de
composiciones alimenticias que tienen un bajo contenido de grasas y que estan esencialmente libres de emulsionantes.

Oomen y otros, (Archives of environmental contamination and toxicology, volumen 46, num. 2, 2004, paginas 183-188)
analiza el efecto del tipo de bilis en la bioaccesibilidad de los contaminantes del suelo en un modelo de digestion in vitro,
mientras que Oomet y otros, (Archives of environmental contamination and toxicology, volumen 44, num. 3, 2003, paginas
281-287) analiza el desarrollo de un modelo de digestion in vitro para estimar la bioaccesibilidad de los contaminantes del
suelo.

Una parte clave necesaria de las etapas tempranas de desarrollo en el desarrollo de cualquier producto farmacéutico o
tratamiento biofarmacéutico nuevo para la obesidad es evaluar el impacto potencial de los compuestos de prueba en la
digestion. Si bien se acepta en general que el uso de los sistemas de modelo ex vivo validados es de gran valor dentro
del proceso de desarrollo como un reemplazo para los modelos animales, tanto desde una perspectiva ética como
comercial, hasta la fecha no ha sido posible evaluar completamente el posible impacto de los compuestos de prueba en
el sistema digestivo porque actualmente no existe un sistema de intestino modelo (MGS) in vitro fisioldgicamente relevante
capaz de simular el proceso digestivo del tracto gastrointestinal (Gl) desde la boca hasta el intestino delgado terminal. Por
lo tanto, existe una necesidad de un sistema de intestino modelo (MGS) in vitro fisiolégicamente relevante capaz de
simular el proceso digestivo del tracto gastrointestinal (Gl) desde la boca hasta el intestino delgado terminal. Ademas,
existe una necesidad de un modelo que pueda simular la digestion de carbohidratos, lipidos y proteinas simultaneamente
y que, por lo tanto, facilite el estudio de la digestion de todo el alimento, en lugar de componentes individuales.

El Solicitante ha reconocido que, junto con la necesidad de nuevos tratamientos eficaces para la obesidad, existe una
necesidad paralela de identificar activos/compuestos que influyen positivamente o negativamente en la digestion de
macromoléculas, por ejemplo, para proporcionar una mejor comprension de la digestion quimica y enzimatica de los
macronutrientes en los productos alimenticios, y en particular la digestion de los sistemas de macronutrientes mixtos.

Antes de la presente invencion no ha sido posible analizar la digestion quimica y enzimatica de un sistema mixto de los
macronutrientes, triglicéridos, proteinas y/o carbohidratos en un MGS in vitro que incluye la boca, estomago e intestino
delgado.

Resumen de la invencién

La invencion se define mediante las reivindicaciones. Cualquier asunto que no se encuentre dentro del alcance de las
reivindicaciones es solo para informacion.

El solicitante ha desarrollado un sistema de intestino modelo (MGS) in vitro fisiologicamente relevante que simula los
procesos digestivos del tracto gastrointestinal (Gl) desde la boca hasta el intestino delgado terminal. Al respecto, la
invencion proporciona un sistema de prueba nuevo e inventivo para analizar la digestiéon de carbohidratos y/o triglicéridos
y/o proteinas de una muestra fisiolégica mixta. Ademas, se describe un modelo de intestino delgado que simula el tracto
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digestivo desde la boca hasta el intestino delgado terminal. La invencién proporciona una prueba nueva e inventiva para
analizar carbohidratos y/o triglicéridos y/o proteinas de una muestra fisioldgica mixta mediante el uso del modelo de
intestino delgado descrito en la presente descripcién. La invencién proporciona una prueba de modelo de intestino nueva
e inventiva para analizar carbohidratos y/o triglicéridos y/o proteinas de una muestra fisiolégica mixta mediante el uso del
modelo de intestino delgado; un modelo de estdbmago y un modelo de boca descritos en la presente descripcion.

Los métodos para el analisis de productos de la digestién en muestras de un entorno digestivo simulado se confunden
por la interferencia de fondo en una muestra fisiolégica mixta. La presencia de diversos productos quimicos, compuestos
y sustratos da como resultado una reactividad cruzada con los reactivos de la prueba y puede dar como resultado falsos
positivos o negativos y al informe incorrecto de los datos.

Los modelos y sistemas de prueba mencionados anteriormente pueden usarse, ventajosamente, para estudiar la digestion
quimica y enzimatica simultanea de los macronutrientes grasa, proteina y/o carbohidrato, y para analizar los efectos de
compuestos exdgenos en la digestion de estos macronutrientes, con miras a desarrollar productos terapéuticos, alimentos
bioactivos o dispositivos médicos novedosos y/o comprender los mecanismos de la digestion. Las pruebas de la invencion
se han validado mediante el uso de inhibidores conocidos de la digestion de macronutrientes, que incluyen orlistat,
acarbosa, polisulfato de pentosano e inhibidor de tripsina de soya. Ademas, las pruebas de la invencién se han usado
exitosamente en la identificacion y caracterizacion de nuevos inhibidores/activadores de lipasa de la digestion de lipidos,
proteinas y carbohidratos, que incluyen alginato, fucoidan y extractos de algas marinas.

Las pruebas de la invencion fueron un instrumento en la caracterizacion de alginatos especificos como inhibidores de la
digestion de lipidos, y estos alginatos desde entonces han demostrado eficacia clinica en ensayos en seres humanos.

Al igual que con los estudios farmacoldgicos, los ensayos de control aleatorizados, doble ciegos en poblaciones humanas
son el estandar de oro de los estudios de nutricidn, sin embargo, el costo y la complejidad son frecuentemente prohibitivos.
Los estudios en seres humanos a pequefia escala también pueden ser costosos y dificiles. Los sistemas de prueba de la
presente invencion proporcionan un método de tamizaje primario de alto rendimiento mediante el cual los compuestos
pueden incluirse o excluirse como agentes terapéuticos eficaces, y un sistema de analisis para observar los efectos
bioactivos. La disponibilidad de un sistema in vitro robusto y de bajo costo, que permita la prediccion de los efectos in vivo
en seres humanos de un compuesto (o un rango de compuestos) en la digestion puede usarse para informar la dosificacion
y el contexto (por ejemplo, presencia, ausencia o concentracion de componentes dietéticos especificos) en el que un
compuesto tendra el efecto deseado y la magnitud de este efecto. Esta informacion es a su vez util en el disefio de
ensayos en seres humanos.

Las pruebas de la invencién proporcionan ademas una alternativa a las pruebas en animales costosas y controvertidas.
Las pruebas de la invencién proporcionan una simulacion fisioldgica de la digestion humana normal, lo que puede usarse
para examinar como los nuevos productos farmacéuticos y los aditivos alimenticios afectan la digestion con el fin de crear
nuevos productos de intervencion dietética. El analisis del modelo de intestino y/o del modelo de intestino delgado
proporciona una alternativa controlada, reproducible y rentable para los estudios en animales y un modelo fisiolégicamente
relevante para informar y mejorar los estudios en seres humanos.

El sistema de intestino modelo es una robusta simulacion fisioldgica de los aspectos quimicos y enzimaticos de la digestion
que puede usarse para modelar los efectos de compuestos exdgenos en la digestion de macronutrientes. Los jugos
salivales y gastricos sintéticos se componen de productos quimicos y enzimas comprados de acuerdo con los valores
fisiolégicos de la bibliografia. Para modelar el entorno mas complejo del intestino delgado, se recolecta y se agrupa la bilis
porcina fresca desde los mataderos, y se usa la pancreatina porcina en polvo para la mezcla compleja de enzimas del
intestino delgado. Esto significa que puede lograrse una simulacion robusta de los procesos quimicos y enzimaticos de la
digestion.

Se describe un sistema de intestino modelo (MGS) que comprende una fase pancreatica (modelo de intestino delgado)
que consiste esencialmente en jugo pancreatico sintético que comprende pancreatina y uno o mas diluyentes pancreaticos
adecuados a un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 9, preferentemente aproximadamente 7,9 a
aproximadamente 8,2 y bilis porcina.

El sistema de intestino modelo puede comprender adicionalmente una fase gastrica (modelo de estémago).

El sistema de intestino modelo puede comprender adicionalmente una fase gastrica (modelo de estdbmago) y una fase
salival (modelo de boca).

Se describe ademas un método de tamizaje utilizando el sistema de intestino modelo descrito en la presente descripcion.

Se describe ademas un método para analizar triglicéridos y/o proteinas de una muestra fisiolégica mixta que comprende
las etapas de: i) tratamiento de una muestra fisiolégica mixta con acido tricloroacético (TCA); ii) centrifugacién de la
muestra resultante; vy iii) analisis de los productos de degradacion de lipidos y/o proteinas presentes en el sobrenadante
de la muestra resultante.
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Se describe ademas un método para analizar carbohidratos y/o triglicéridos y/o proteinas de una muestra fisioldgica mixta
que comprende las etapas de: i) tratamiento de una muestra fisiolégica mixta con acido tricloroacético (TCA), seguido
opcionalmente por centrifugacion; tratamiento de la muestra tratada con TCA con cloruro de potasio (KCI), en donde el
tratamiento con KCIl esta presente como una solucién en disolvente acuoso; centrifugacion de la muestra resultante; y
analisis de los productos de degradacion de carbohidratos y/o lipidos y/o proteinas presentes en el sobrenadante de la
muestra resultante.

Se describe ademas un modelo de intestino que comprende: una fase salival que consiste esencialmente en saliva
sintética que comprende una mezcla acuosa de una o mas enzimas adecuadas, y uno o mas componentes de diluyentes
salivales adecuados a un pH en el intervalo de desde aproximadamente 5 a 9; una fase gastrica en donde la fase gastrica
comprende: consiste esencialmente en jugo gastrico sintético que comprende una mezcla acuosa de lipasa gastrica,
pepsina y uno o mas componentes de diluyentes gastricos adecuados, a un pH de aproximadamente 1,5 a
aproximadamente 3,5 y una fase pancreatica, una fase pancreatica que consiste esencialmente en jugo pancreatico
sintético que comprende pancreatina y uno o mas diluyentes pancreaticos adecuados a un pH de aproximadamente 7 a
aproximadamente 9, preferentemente aproximadamente 7,9 a aproximadamente 8,2 y bilis porcina.

Se describen ademas kits para el andlisis de carbohidratos y/o triglicéridos y/o proteinas en una muestra fisiolégica mixta
que comprende los modelos descritos en la presente descripcion.

Se proporciona ademas el uso de un modelo descrito en la presente descripcion para analizar carbohidratos y/o
triglicéridos y/o proteinas o productos de degradacion de estos.

Se proporciona ademas el uso de un modelo descrito en la presente descripcion para simular la digestion de una sustancia
comestible/potable.

Breve descripcion de los dibujos

Las modalidades de la invencion se describen a continuacién con referencia a los dibujos acompafiantes, en los cuales:
Figura 1: Es un esquema de la configuracion del equipo del sistema de intestino modelo.

Figura 2: Es un esquema de un sistema de intestino modelo (MGS) que muestra la adicion de 10 ml de saliva sintética a
T[-10] en la fase salival, 50 ml de jugo gastrico sintético a T[0], seguido de la adiciéon a 0,5 ml/minuto de jugo gastrico
sintético desde T10 hasta el final de la fase gastrica, en la fase salival, 25 ml de bilis porcina fresca a T[60], seguido de la
adicion a 0,5 ml/minuto de jugo pancreatico sintético desde T[60] hasta el final de la fase pancreatica.

Figura 3: Es un grafico de barras que ilustra las cantidades relativas de BSA no digerida frente a BSA digerida segun se
mide mediante el uso del kit Pierce BCA Total Protein assay y en particular compara el reporte de BCA de 1,5625 mg de
BSA antes y después de la digestion con pepsina/tripsina en 2 etapas;

Figura 4: llustra la deteccion de una cantidad constante, conocida de proteina digerida en el sistema de intestino modelo
(MGS), con y sin bilis;

Figura 5: Muestra una digestion de control del trioctanoato de glicerilo en el sistema de intestino modelo (MGS);

Figura 6: Es un grafico que muestra la digestion del trioctanoato de glicerilo en el sistema de intestino modelo (MGS) con
y sin Orlistat®;

Figura 7: Es un grafico que muestra la digestion del trioctanoato de glicerilo en el sistema de intestino modelo (MGS) con
y sin FMCS3;

Figura 8: Es un grafico que muestra la digestion del trioctanoato de glicerilo en un sistema de intestino modelo (MGS) con
y sin FMC13;

Figura 9: Es un grafico que muestra la digestion del trioctanoato de glicerilo en un sistema de intestino modelo (MGS) con
y sin Fucoidan;

Figura 10: Es un grafico que muestra la digestion del trioctanoato de glicerilo en un sistema de intestino modelo (MGS)
con y sin LFR560;

Figura 11: Es un grafico que muestra la digestion del almidén de maiz en un sistema de intestino modelo (MGS);

Figura 12: Es un grafico que muestra la digestion del almidon de maiz en un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin
Acarbosa;

Figura 13: Es un grafico que muestra la digestion del almidon de maiz en un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin
alginato FMC13;

Figura 14: Es un grafico que muestra la digestion del almidon de maiz en un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin
alginato FMC3;

Figura 15: Es un grafico que muestra la digestion del almidon de maiz en un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin
Fucoidan;

Figura 16: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase gastrica (estbmago) de
un sistema de intestino modelo (MGS);

Figura 17: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase gastrica (estbmago) de
un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin alginato FMC13;

Figura 18: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase gastrica (estbmago) de
un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin alginato FMC3;

Figura 19: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase gastrica (estbmago) de
un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin SP54;
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Figura 20: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase gastrica (estémago) de
un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin Fucoidan;

Figura 21: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase pancreatica / intestinal de
un sistema de intestino modelo (MGS);

Figura 22: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase pancreatica / intestinal de
un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin SBTI;

Figura 23: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase pancreatica / intestinal de
un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin FMC3;

Figura 24: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase pancreatica / intestinal de
un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin FMC13; y

Figura 25: Es un grafico que muestra la digestion de la albumina sérica bovina (BSA) en la fase pancreatica / intestinal de
un sistema de intestino modelo (MGS) con y sin Fucoidan.

Descripcion detallada

Como se analiz6 anteriormente, existe la necesidad de un sistema de intestino modelo (MGS) in vitro confiable,
fisioldgicamente relevante capaz de simular el proceso digestivo del tracto gastrointestinal (Gl) desde la boca hasta el
intestino delgado terminal.

Los Solicitantes ahora han desarrollado un sistema de intestino modelo in vitro (MGS) fisiolégicamente relevante que
simula el tracto digestivo desde la boca hasta el intestino delgado terminal. Como demuestran los resultados a
continuacién, este modelo puede usarse para estudiar la digestion quimica y enzimatica de los macronutrientes,
triglicéridos, proteinas y carbohidratos, y también para analizar los efectos de los compuestos exdgenos sobre estos.

La eficacia del MGS ha sido demostrada por el papel que ha desempefiado en la construccién de un caso para el nuevo
inhibidor de lipasa alginato como un tratamiento para la pérdida de peso, el cual ahora se encuentra en ensayos en seres
humanos.

El MGS es una simulacion fisiologica robusta de los aspectos quimicos y enzimaticos de la digestion que puede usarse
para modelar los efectos de compuestos exdgenos en la digestion de macronutrientes. Para asegurar que pueda lograrse
una simulacion robusta de los procesos quimicos y enzimaticos de la digestion, el MGS utiliza jugo salival, gastrico y
pancreatico sintético.

Se describe un sistema de intestino modelo (MGS) que comprende una fase pancreatica que consiste esencialmente en
jugo pancreatico sintético que comprende pancreatina y uno o mas diluyentes pancreaticos adecuados a un pH de
aproximadamente 7 a aproximadamente 9, preferentemente de aproximadamente 7,9 a aproximadamente 8,2 y bilis,
preferentemente bilis porcina.

El MGS puede comprender ademas una fase gastrica que consiste esencialmente en jugo gastrico sintético que
comprende una mezcla acuosa de lipasa gastrica, pepsina y uno o mas componentes de diluyentes gastricos adecuados,
a un pH de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 3,5.

El MGS puede comprender ademas una fase salival que consiste esencialmente en saliva sintética que comprende una
mezcla acuosa de una o mas enzimas salivales y uno o mas componentes de diluyentes salivales adecuados a un pH en
el intervalo de aproximadamente 5 a 9, preferentemente de aproximadamente 6,8 a 7,8.

Se describe un modelo de intestino que comprende: una fase salival que consiste esencialmente en saliva sintética que
comprende una mezcla acuosa de una o mas enzimas adecuadas, y uno o mas componentes de diluyentes salivales
adecuados a un pH en el intervalo de aproximadamente 5 a 9; una fase gastrica en donde la fase gastrica comprende:
consiste esencialmente en jugo gastrico sintético que comprende una mezcla acuosa de lipasa gastrica, pepsina y uno o
mas componentes de diluyentes gastricos adecuados, a un pH de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 3,5; v bilis;
y una fase pancreatica, una fase pancreatica que consiste esencialmente en jugo pancreatico sintético que comprende
pancreatina y uno o mas diluyentes pancreaticos adecuados a un pH de aproximadamente 7 a aproximadamente 9,
preferentemente de aproximadamente 7,9 a aproximadamente 8,2 y bilis.

En cada uno de los modelos anteriores preferentemente la bilis es bilis porcina. Alternativamente la bilis es bilis bovina u
ovina. Con mayor preferencia, la bilis porcina se recolecta de vesiculas biliares porcinas. Alternativamente la bilis es una
bilis sintética, acidos biliares, lecitinano, bilirrubina o una combinacién de estos.

La pancreatina puede ser pancreatina dializada, por ejemplo, pancreatina dializada a través de una membrana
semipermeable que tiene un peso molecular de corte (MWCO) de aproximadamente 12.000 a aproximadamente 14.000
Daltons. Preferentemente, la pancreatina dializada se proporciona a una concentracion de 5 - 40 mg/ml, preferentemente
de 6,5-12 mg/ml, con mayor preferencia de 9 mg/ml de diluyente pancreatico. En una modalidad preferida, la pancreatina
se afiade a 0,1-2,5 ml/min, preferentemente a una tasa de 0,5 ml/min. En consecuencia, la pancreatina dializada esta
presente preferentemente en la fase pancreatica a un nivel de desde aproximadamente 0,1 a aproximadamente 15.000
mg.
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La pancreatina puede ser pancreatina no dializada. Preferentemente, la pancreatina no dializada se proporciona a una
concentracion de 50-90 mg/ml de pancreatina, preferentemente 70 mg/ml de diluyente pancreatico. En una modalidad
preferida, la pancreatina se afiade a 0,1-2,5 ml/min, preferentemente a una tasa de 0,5 ml/min. En consecuencia, la
pancreatina no dializada esta presente preferentemente en la fase pancreatica a un nivel de desde aproximadamente 0,1
a aproximadamente 30.000 mg.

Alternativamente la pancreatina es una pancreatina sintética que comprende amilasa, tripsina, quimotripsina, lipasa
pancreatica y elastasa carboxipeptidasa A o B.

En cada uno de los aspectos anteriores, preferentemente, la bilis porcina esta presente a un nivel de aproximadamente
0,25 a 0,75 ml, preferentemente aproximadamente 0,5 ml, por ml de diluyente pancreatico.

En cada uno de los aspectos anteriores, preferentemente, el diluyente pancreatico comprende NaHCO3, K;HPO4, NaCl,
CaCl2.2H,0 y urea. En una modalidad particularmente preferida el diluyente pancreatico comprende de aproximadamente
82,5 a aproximadamente 137,5 mM de CHNaOs;, aproximadamente 1,8 a aproximadamente 3,1 mM de K;HPOyu,
aproximadamente 41,2 a aproximadamente 68,6 mM de NaCl, desde aproximadamente 0,75 a aproximadamente 1,25
mM de CaCl».2H,O y de aproximadamente 1,25 a aproximadamente 2,09 mM de urea, preferentemente, titulada a
aproximadamente pH 7,5 a aproximadamente 8,5. Con la maxima preferencia, el diluyente pancreatico comprende
aproximadamente 110 mM de CHNaO3, 2,5 mM de K;HPO4, 54,9 mM de NaCl, 1 mM de CaCl,.2H,0 y 1,67 mM de urea
titulada a aproximadamente pH 8.

El nivel de NaHCOs3 en el diluyente pancreatico puede variarse de manera que, durante su uso, la liberacion de acidos
grasos de los analitos de triglicéridos no disminuya el pH a un nivel no fisioldgico en la fase pancreatica.

En cada uno de los aspectos anteriores, preferentemente, el diluyente pancreatico comprende ademas mucina, por
ejemplo, mucina de estdmago porcino. Con mayor preferencia, el diluyente pancreatico comprende mucina a un nivel de
1 mg/ml.

En cada uno de los aspectos anteriores, preferentemente, el jugo pancreatico sintético se filtra antes de su uso, por
ejemplo, mediante el uso de lana de vidrio.

En cada uno de los aspectos anteriores los modelos son preferentemente no dinamicos. Como se usa aqui el término no
dinamico se refiere a un modelo que recrea las condiciones quimicas y enzimaticas de la digestion, en la ausencia de
procesos fisicos de la digestion tal como el movimiento peristaltico, la motilidad gastrica y la absorcion.

En cada uno de los modelos anteriores, preferentemente, la lipasa gastrica es una lipasa bacteriana, tal como la lipasa
gastrica AP12 de Amano Enzymes o alternativamente una lipasa fingica. Preferentemente, la pepsina es pepsina porcina
o alternativamente una pepsina sintética.

Preferentemente, el jugo gastrico sintético comprende una mezcla acuosa de lipasa gastrica, pepsina y uno o mas
componentes de diluyentes gastricos adecuados, a un pH de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 3,5.

Preferentemente, la relacion relativa en v/ml de lipasa gastrica: pepsina porcina es de aproximadamente 10 pg/ml:125
pg/ml a aproximadamente 40 pug/ml:500 pg/ml, preferentemente aproximadamente 40 ug/ml:0,5 mg/ml. Preferentemente,
la lipasa gastrica esta presente a un nivel de desde aproximadamente 40 pg/ml de diluyente pancreatico. Preferentemente,
la pepsina esta presente a un nivel de desde aproximadamente 500 ug/ml de diluyente pancreatico. En una modalidad
preferida, el jugo gastrico sintético se afiade a la fase gastrica a una tasa de 0,1-2,5 ml/min, preferentemente a una tasa
de 0,5 ml/min. En consecuencia, la pepsina esta presente preferentemente en la fase gastrica a un nivel de desde
aproximadamente 85 a aproximadamente 5.000 pg/ml de jugo gastrico sintético. En consecuencia, la lipasa esta presente
preferentemente en la fase gastrica a un nivel de desde aproximadamente 8,5 a aproximadamente 250 ug/ml de jugo
gastrico sintético.

Preferentemente, el diluyente gastrico comprende NaCl, KCI, KH,PO, y urea. En una modalidad particularmente preferida
el diluyente gastrico comprende de aproximadamente 37 a aproximadamente 61 mM de NaCl, aproximadamente 7,05 a
aproximadamente 11,75 mM de KCI, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5 mM de KH,PO4, de aproximadamente
3,5 a aproximadamente 6,25 mM de urea. Con la maxima preferencia, el diluyente gastrico comprende aproximadamente
49,6 mM de NaCl, aproximadamente 9,4 mM de KCI, aproximadamente 2 mM de KH;PO, y aproximadamente 5 mM de
urea titulada a pH 2,0.

Preferentemente, el jugo gastrico sintético esta presente como una solucion acuosa del 20 % al 80 %. Preferentemente,
la solucién acuosa es una solucion 1:1 con agua desionizada.

Preferentemente, el diluyente salival comprende NaHCOs3, K;HPO4.3H,0, NaCl, KCI y CaClz.2H20. En una modalidad

particularmente preferida el diluyente salival comprende de aproximadamente 46,5 a aproximadamente 77,5 mM de
NaHCOs;, aproximadamente 4,5 a aproximadamente 7,5 mM de K;HPO4.3H;O, de aproximadamente 11,25 a
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aproximadamente 18,75 mM de NaCl, de aproximadamente 4,69 a aproximadamente 8,03 mM de KCI y de
aproximadamente 2,25 a aproximadamente 3,75 mM de CaCl,.2H,0 titulado a pH 7,4.

Preferentemente, la enzima salival es amilasa, preferentemente a-amilasa. Preferentemente, la amilasa esta presente a
un nivel de desde aproximadamente 0,01 pl/ml a aproximadamente 2 ul/ml, preferentemente 1 yl/ml de diluyente salival.
Preferentemente, la saliva sintética esta presente como una solucién acuosa del 20 % al 80 %. Preferentemente, la
solucion acuosa es una solucion 1:1 con agua desionizada.

Preferentemente, el Modelo de Intestino comprende ademas un analito que comprende carbohidratos y/o lipidos y/o
proteinas y/o productos de degradacion de estos. Por ejemplo, el analito puede ser un producto alimenticio, un producto
farmacéutico o terapéutico.

Los sistemas modelo mencionados anteriormente son particularmente Utiles para analizar carbohidratos y/o triglicéridos
y/o proteinas o productos de degradacion de estos y las muestras aisladas de los sistemas modelo, en particular las
muestras que comprenden analitos, pueden usarse con cualquier prueba conocida en la técnica para analizar
carbohidratos y/o triglicéridos y/o proteinas o productos de degradacion de estos. Tales pruebas incluyen la prueba de
glicerol de Zenbio, la prueba K-Gluc de Megazyme y la prueba para proteinas con BCA de Pierce.

Preferentemente, el analito se digiere en la fase salival de aproximadamente 1 a 15 minutos, preferentemente
aproximadamente 10 minutos. Preferentemente, el analito se digiere en la fase gastrica de aproximadamente 30 a 120
minutos, preferentemente aproximadamente 60 minutos. Preferentemente, el analito se digiere en la fase pancreatica de
aproximadamente 45 a 240 minutos, preferentemente aproximadamente 190 minutos.

Preferentemente, el analito se transfiere desde la fase salival a la fase gastrica después de la digestion. Preferentemente,
el analito se transfiere desde la fase gastrica a la fase pancreatica después de la digestion. Preferentemente, el analito se
transfiere desde la fase salival a la fase gastrica después de la digestion en la fase salival, seguido de la transferencia
desde la fase gastrica a la fase pancreatica después de la digestion en la fase gastrica.

Preferentemente, el analito se transfiere desde la fase gastrica a la fase pancreatica en el jugo pancreatico sintético.
Preferentemente, el analito se transfiere desde la fase salival a la fase gastrica en la saliva sintética.

Se describe un método para analizar carbohidratos y/o triglicéridos y/o proteinas de una muestra fisiolégica mixta que
comprende las etapas de: tratamiento de una muestra fisiolégica mixta con acido tricloroacético (TCA), opcionalmente
seguido de centrifugacion; tratamiento de la muestra tratada con TCA con cloruro de potasio (KCl), en donde el tratamiento
con KCI esta presente como una solucion en disolvente acuoso; centrifugacion de la muestra resultante; y analisis de los
productos de degradacion de carbohidratos y/o lipidos y/o proteinas presentes en el sobrenadante de la muestra
resultante.

Como se usa en la presente descripcion, el término "muestra fisioldgica mixta" se refiere a una muestra que comprende
al menos uno de los siguientes componentes: Una muestra fisioldgica mixta podria incluir uno o mas de los siguientes
componentes: un producto quimico diluyente, por ejemplo, NaHCO3;, K;HPO4.3H20, NaCl, KCI; una enzima, por ejemplo
pepsina, amilasa, lipasa; bilis, por ejemplo sales biliares, bilirrubina lecitina; moco; y sustratos alimenticios, por ejemplo
carbohidratos, proteinas, grasas, fibra no digerible. Preferentemente, la muestra fisiolégica mixta incluye uno o mas
sustratos alimenticios (por ejemplo, carbohidratos, proteinas, grasas, fibra no digerible), uno o mas diluyentes quimicos
(por ejemplo, NaHCOs3, K;HPO4.3H20, NaCl, KCI) y opcionalmente, uno o mas de los siguientes componentes: amilasa
salival, lipasa gastrica, pepsina, bilis, pancreatina y/o mucosa.

Preferentemente, el TCA esta presente en una cantidad eficaz para la precipitacién de proteinas no digeridas en la
muestra. Preferentemente, el TCA esta presente como una solucién acuosa del 5 % al 20 % vy la relacién del volumen de
muestra con respecto al volumen de la solucién de TCA esta en el intervalo de aproximadamente 1:0,5 a aproximadamente
1:2.

Preferentemente, el KCI esta presente en una cantidad eficaz para la precipitacién de carbohidratos en la muestra.
Preferentemente, el KCI esta presente a un nivel de aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % en peso en una
solucion de disolvente que comprende de 60 % a aproximadamente 80 % de disolvente organico acuoso.
Preferentemente, la relacién de volumen de muestra con respecto al volumen de solucion de KCI esta en el intervalo de
aproximadamente 1:5 a aproximadamente 1:15. Preferentemente, el disolvente es metanol (MeOH). Alternativamente, el
disolvente puede ser un alcohol superior, por ejemplo, propanol.

Como se hace referencia en la presente descripcion, los productos de degradacion de los carbohidratos son
monosacaridos y/u oligosacaridos cortos, y/o los productos de degradacion de los lipidos son glicerol y/o acidos grasos,
y/o el producto de degradacion de las proteinas son aminoacidos y/u oligopéptidos.

El método puede comprender ademas la centrifugacion de la muestra tratada con TCA, preferentemente a 10.000 rpm

durante 10 minutos, de aproximadamente 12 horas a aproximadamente 48 horas después del tratamiento,
preferentemente aproximadamente 24 horas después del tratamiento.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2731297 T3

En una modalidad preferida, la muestra fisioldgica mixta a analizar se aisla del MSI, por ejemplo, un MGS al que se le ha
afiadido un analito.

En un ejemplo, el MSI o MGS es automatizado, es decir, la transferencia de muestras desde la boca al estomago y/o
desde el estdbmago al intestino delgado es automatizada. En otra modalidad, el muestreo de la muestra fisioldgica mixta
de las fases salival, gastrica y/o pancreatica es automatizado.

Métodos experimentales
Preparacion de liquidos Gl sintéticos

Los liquidos Gl sintéticos no estan especificamente tamponados, pero se han disefiado para simular los cambios de pH'y
el contenido iénico del tracto Gl. Los liquidos pueden prepararse como soluciones de reserva, las enzimas se afiaden
frescas antes de cada ejecucion. Todos los productos quimicos y enzimas se adquirieron de Sigma-Aldrich a menos que
se indique lo contrario.

Saliva sintética: Se preparé a-amilasa (Sigma-Aldrich) a 1 pl/ml en diluyente salival (62 mM de NaHCOs;, 6 mM de
K2HPO4.3H,0, 15 mM de NaCl, 6,43 mM de KCI, 3 mM de CaCl,.2H,0, titulado a pH 7,4). Antes de ejecutar la prueba, la
mezcla de diluyente salival y 1 pl/ml de a-amilasa se diluyeron 1:1 con agua desionizada para proporcionar la saliva
sintética como se utiliza en la presente descripcion.

Jugo gastrico sintético: Se prepararon 40 pug/ml de lipasa gastrica bacteriana (Amano Enzyme Company) y 0,5 mg/ml de
pepsina porcina (Sigma-Aldrich) en diluyente gastrico (49,6 mM de NaCl, 9,4 mM de KCI, 2 mM de KH2PO4 y 5 mM de
urea, titulado a pH 2,0).

Jugo pancreatico sintético: Se prepararon 70 mg/ml de pancreatina (Sigma-Aldrich) en diluyente pancreatico (110 mM de
CHNaOs3, 2,5 mM de K;HPO4, 54,9 mM de NaCl, 1 mM de CaCl;.2H,0, 1.67 mM de urea y 1 g/l de mucina titulado a pH
8) y se filtro a través de lana de vidrio. La bilis porcina fresca se extrajo de las vesiculas biliares porcinas frescas
(recolectadas en hielo desde el matadero). Se recolectaron aproximadamente 50 vesiculas biliares por lote. La bilis
recolectada se combind, se mezcld y se congeld en alicuotas de 25 ml para su almacenamiento, ya que se requieren 25
ml para cada réplica.

Preparacion del sustrato

Todos los sustratos, muestras y controles se analizan por triplicado. Los sustratos de proteinas, triglicéridos y
carbohidratos pueden analizarse por separado o en un modelo mixto, pero se describen aqui por separado. Las mezclas
de sustratos se completan a 10 ml con saliva sintética como se describe mas adelante y se incuban en incubadoras con
rotor durante 10 minutos antes de su adicién al depdsito en reposo del diluyente gastrico.

Digestion de grasas - Se han validado seis triglicéridos de longitudes variables de cadena de acido graso en el sistema
de intestino modelo (Tabla 1). Para la validacion de los triglicéridos que liberan acidos grasos (FA) con valores bajos de
pKa (indicados * en la Tabla 1), el diluyente pancreatico se modificé a 322,8 mM de NaHCOs3; para contrarrestar una
disminucion del pH a medida que se liberan los FA. Se uso trioctanoato de glicerilo como sustrato de triglicéridos para
todas las pruebas de digestion de grasas informadas en la presente descripcion. En estos experimentos, se afiadieron 2
mmol (0,94136 g) de trioctanoato de glicerilo a las preparaciones de saliva sintética a T[-10] en donde T[-10] significa 10
minutos antes de la adicién de la saliva sintética al sistema de prueba.

La Tabla 1 ilustra los 6 sustratos de triglicéridos analizados y los pKa de sus acidos grasos constituyentes.

Tabla 1

Triglicérido Acido graso pKa
Triacetina* Acido acético 4.5
Tributirato de glicerilo* Acido butirico 4.84
Trioctanoato de glicerilo* Acido octanoico (acido caprilico) 4.9
Tripalmitato de glicerilo Acido palmitico 9.7
Trioleoato de glicerilo Acido oleico 9.95
Triestearato de glicerilo Acido estearico 10.15
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Digestion de carbohidratos: El almidon de maiz, trigo y patata, tanto en sus formas nativas como gelatinizadas, se han
validado como sustratos de carbohidratos en el sistema de intestino modelo (MGS). El almidéon de maiz nativo se ha
usado como sustrato de carbohidratos para todas las pruebas de digestion de carbohidratos informadas en la presente
descripcion. Para investigar la digestion de carbohidratos, se afiadié 1 g de almidén de maiz a la preparacion de saliva
sintética a T[-10]

Digestion de proteinas: Para distinguir los efectos en la digestion de proteinas de las fases gastrica y pancreatica de la
digestion, se llevaron a cabo pruebas separadas de protedlisis gastrica y pancreatica.

Digestion gastrica de proteinas: La albumina sérica bovina (BSA) y la caseina han sido validadas como sustratos de
proteinas en el sistema de intestino modelo. La BSA se adquirid de Fisher Scientific y se ha usado como sustrato de
proteinas para todas las pruebas de digestion de proteinas informadas en la presente descripcion. En la fase gastrica se
afiadioé 0,5 g de BSA a los diluyentes salivales a T[-10] y la prueba se ejecutd hasta el final de la fase gastrica a T[60].

Digestion de proteinas en el intestino delgado: Para las pruebas de digestion de proteinas en la fase del intestino delgado,
se afadié 1 g de BSA a la saliva sintética a T[-10] y no se incluyo la pepsina gastrica en el diluyente gastrico para evitar
cualquier digestion de proteinas en la fase gastrica.

Preparacion de muestras de control y de prueba
Para los controles de fondo se prepararon 10 ml de saliva sintética sin sustrato.

Para el analisis de muestras el sustrato se preparé de acuerdo con la metodologia para la preparacion del control de
sustrato con cantidades conocidas de diferentes muestras de prueba afiadidas. Paralos controles de muestra se preparan
10 ml de saliva sintética con una cantidad adecuada de la muestra de prueba, pero sin sustrato.

Para el analisis de biopolimeros se prepararon 125, 250 y 500 mg de muestra de biopolimero con preparaciones salivales
sintéticas. Se han usado Acarbosa, Orlistat, polisulfato de pentosano e inhibidor de tripsina de soya como controles de
inhibicién positiva para a-amilasa, lipasa, pepsina y tripsina, respectivamente.

Los inhibidores se prepararon de acuerdo con los métodos de la bibliografia en concentraciones apropiadas para lograr
la inhibicion.

Las muestras de alginato y Fucoidan fueron proporcionadas por FMC Biopolymer. El alginato es un polisacarido no
digerible y como tal puede considerarse una fibra dietética. Los alginatos son polisacaridos no ramificados compuestos
de residuos de acido (1-4)-a-L-gulurénico (residuos G) y de acido (1-4)-B-D-manurdnico (residuos M). Las cadenas
poliurénicas se componen de bloques de aproximadamente 20 residuos que son ya sea ricos en G, ricos en M o ricos en
MG. Las caracteristicas del alginato son dictadas por la disposicién de estos bloques. El alginato tiene propiedades
bioactivas. El fucoidan es un polisacarido altamente sulfatado extraido de algas pardas (FMC Biopolymer).

Equipo

Los liquidos Gl sintéticos se incubaron previamente a 37 °C en un bafio de agua. Se prepararon vasos de muestra (vasos
de vidrio de 3 x 500 ml) en un bafio de agua a 37 °C con agitadores por encima para simular la agitacion del estdmago.
Se ajusté una bomba peristaltica Watson Marlow a 0,5 ml/min. Se usé un espectrofotometro de placas de 96 pocillos
BioTek EL808 para el analisis de muestras. La configuracion del equipo se ilustra en la Figura 1.

Analisis de muestra en el MGS

Todos los sustratos, muestras y controles se analizaron por triplicado. Los sustratos de proteinas, triglicéridos y
carbohidratos pueden analizarse por separado o en un modelo mixto y se describen aqui por separado.

Fase salival - En T[-10], las preparaciones salivales que contenian sustrato/muestra/controles se prepararon como se
indicé anteriormente en el presente documento y se incubaron durante 10 minutos en incubadoras con rotor.

Fase gastrica - En T[0] las preparaciones salivales se afiadieron a un depdsito en reposo de 50 ml de jugo gastrico sintético
que se habia incubado previamente a 37 °C en un bafio de agua con un agitador por encima. Se afiadi6 jugo gastrico
sintético adicional (preincubado a 37 °C) inmediatamente a una tasa de 0,5 ml/min mediante el uso de una bomba
peristaltica. Debido al riesgo de autodigestion de la pepsina, el diluyente gastrico se preparé inmediatamente antes de
ejecutar la prueba a T[-20].

Fase pancreatica - En T[60] se afiadieron 25 ml de bilis porcina fresca, se detuvo el bombeo del jugo gastrico sintético y
se bombed el jugo pancreatico sintético filirado al sistema a una tasa de 0,5 ml/min. En los ejemplos en la presente
descripcion la fase del intestino delgado se contintia hasta T[180]. Sin embargo nuestros experimentos han demostrado
que esta fase puede prolongarse. En la Figura 2 se muestra un esquema del proceso general para el analisis individual
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de los sustratos de proteinas, triglicéridos y carbohidratos y en la Figura 26 se muestra un modelo anatémico
correspondiente del proceso.

Figura 2: llustra el procedimiento general donde se incuban una preparacion salival que comprende una muestra de
prueba (1a), o un control (1b), y el sustrato (3) durante 10 minutos en incubadoras con rotor, de cero a 10 minutos, de T-
10 a TO, durante la fase salival [A], y después se afiade a un depdsito en reposo que contiene 50 ml de un jugo gastrico
sintético inicial (preincubado a 37 °C en bafio de agua con agitador por encima) al comienzo de la fase gastrica [B].
Durante la fase gastrica, de 0 a 60 minutos, TO a T60, se afiade jugo gastrico adicional a una tasa de 0,5 ml/min con una
bomba peristaltica. A T60, se afiaden 25 ml de bilis porcina fresca, que corresponde al comienzo de la fase pancreatica
[C] y se detuvo el bombeo de jugo gastrico sintético y se bombed el jugo pancreatico sintético filtrado a una tasa de 0,5
mi/min. En los ejemplos actuales la fase del intestino delgado se continta hasta 2 horas desde el comienzo de la fase
salival, T180.

Muestreo

En todos los experimentos, se tomaron muestras de datos de 0,5 ml a TO, T5, T10, T15, T30, T45, T60, T60®, T65, T70,
T75, T90, T105, T120, T150 y T180, en donde (T60B) representa una segunda muestra a T60 que se tomo después de la
adicion de la bilis porcina fresca. Las muestras de prueba se precipitaron inmediatamente con TCA al 10 % (p/v) (acido
tricloroacético) en una proporcion de 1:1. Esta etapa se incluye para detener la actividad de la enzima y precipitar las
proteinas no digeridas. Las muestras de prueba se almacenaron a 4 °C durante toda la noche para permitir la precipitacion
y después se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos, después de lo cual se analizé el sobrenadante. En el calculo
de los resultados de la prueba, se tienen en cuenta la dilucion del volumen del liquido Gl sintético, asi como también la
dilucion de la muestra en TCA.

Analisis

Analisis de glicerol - La digestion de triglicéridos puede medirse mediante el uso del Reactivo A de glicerol de ZenBio para
cuantificar la liberacién de glicerol. Se incubaron 5 pl de la muestra con 80 pl del Reactivo A durante 30 minutos y se midi
el desarrollo de color a 550 nm. Se preparé una curva estandar a partir de una solucion de reserva de glicerol de 2,5 mM.

Analisis de almidon - Para separar los productos de la digestion con maltasa del sustrato de almidén no digerido, se
mezclaron 50 pl de sobrenadante con 950 pl de solucion de KCl al 1% (p/v), metanol al 75% (v/v) y después de 20 minutos
se centrifugaron a 10k rpm durante 10 minutos. Después se evaporaron 500 pl del sobrenadante resultante hasta un
volumen de 100 pl. Una vez enfriado a 37 °C, se afiadieron 50 pl de 1 mg/ml de alfa glucosidasa (Sorachim)y se incubaron
a 37 °C durante 2 horas. La glucosa liberada se analizé después mediante el uso del kit de analisis de D-Glucosa de
Megazyme (glucosa oxidasa/peroxidasa; GOPOD).

Analisis de la protedlisis - Los polipéptidos no digeridos se eliminaron sustancialmente de las muestras mediante
precipitacion con TCA y centrifugacion. La digestion de proteinas puede medirse mediante el analisis de los aminoacidos
y oligopéptidos cortos que permanecen en el sobrenadante con el kit de analisis de proteina totales con BCA de Pierce.
El Reactivo de trabajo (WR) se preparé mediante la mezcla del Reactivo A con el Reactivo B en una relacion de 50:1. Se
incubaron 25 pl de la muestra con 200 ul de WR a 37 °C durante 30 minutos y se midi6 el desarrollo de color a 575 nm.
Se prepar6 una curva estandar mediante el uso una solucion de reserva de BSA a 2 mg/ml.

Resultados experimentales
Los resultados de los experimentos de control y de prueba se ilustran en las Figuras 3 a 25.
Analisis de los resultados experimentales

Figura 3: llustra en formato grafico los resultados obtenidos del analisis de los aminoacidos y oligopéptidos cortos que
permanecen en el sobrenadante con el kit de analisis de proteinas totales con BCA de Pierce. Para preparar las muestras
de prueba, los polipéptidos no digeridos se eliminan de las muestras mediante precipitacion con TCA y centrifugacion. El
Reactivo de trabajo (WR) se preparé mediante la mezcla del Reactivo A con el Reactivo B en una relacion de 50:1. Se
incubaron 25 pl de la muestra con 200 ul de WR a 37 °C durante 30 minutos y se midi6 el desarrollo de color a 575 nm.
Se prepara una curva estandar mediante el uso de una solucién de reserva de BSA a 2 mg/ml. La Figura 3 muestra que
solo se reporta el 37,76 % de BSA en esta prueba con BCA después de la protedlisis completa. Esto puede corregirse
mediante la multiplicacién de los resultados por un factor de 2,648.

Figura 4: Muestra que en la fase pancreatica del MGS, desde T60 a T180 minutos, solo se detecta el 60,325 % de la

proteina digerida. La digestion en bilis se representa por (W) y la digestion en tampon se representa por (¢). Si bien no
se desea unirse a ninguna teoria particular, se propone en la presente descripcion que esta baja deteccion se debe a la
union de metabolitos proteicos a la bilis. Para tener en cuenta esta unién a la bilis y el reporte subestimado del Ensayo
analizado en la Figura 3, los solicitantes multiplican los datos del analisis de la digestion de proteinas en la fase de intestino
delgado por un factor de 6,675 para corregir estos factores. Figura 5: llustra los resultados obtenidos para una digestion
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controlada de trioctanoato de glicerilo en el sistema de intestino modelo (MGS) en donde T[0] representa el comienzo de
la fase gastrica de la digestion. Se digirieron 2 mmol de trioctanoato de glicerilo (digestion de control). El grafico muestra
el glicerol total recuperado del sistema de intestino modelo después de la precipitacion con TCA (acido tricloroacético)
para detener la actividad enzimatica. La digestion de control se representa como (m). Todas las muestras se analizaron
por triplicado y los errores se muestran como desviacion estandar. Como se mostré anteriormente en la Figura 4, no se
produjo una liberacion significativa de glicerol durante la fase salival, antes de la adicién al depdsito gastrico en reposo.
De manera similar, la Figura 5 muestra que, alo largo de la fase gastrica, desde T(10) hasta T(60) tampoco hubo liberacion
de glicerol.

Este dato sugiere que la lipasa gastrica tiene poca o ninguna actividad hacia el trioctanoato de glicerilo. Una vez que el
sistema entra a la fase pancreatica mas alla de T(60), el glicerol comienza a liberarse del trioctanoato de glicerilo.

Figura 6: llustra que para la digestion de trioctanoato de glicerilo en un sistema de intestino modelo (MGS), el glicerol total
recuperado del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion con TCA (acido tricloroacético) para
detener la actividad de la enzima varia de acuerdo con el nivel de Orlistat® presente. En estos experimentos, se digirieron
2 mmol de trioctanoato de glicerilo solo como una digestion de control y ademas en presencia de concentraciones
variables de Orlistat. La digestion de control se representa como (m) y la digestion con Orlistat a 2,5 mg como (A), 5 mg
(V) y 10 mg (e) respectivamente. Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como
desviacién estandar.

Figura 7: llustra que para la digestion de trioctanoato de glicerilo en un sistema de intestino modelo con y sin FMC3, el
glicerol total recuperado del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion con TCA (acido tricloroacético)
para detener la actividad enzimatica aumenta con el nivel de FMC3 afiadido. Se digirieron 2 mmol de trioctanoato de
glicerilo solo para simular la digestién de control, ademas en presencia de concentraciones variables de FMC3. La
digestion de control se representa como (m) y la digestion con FMC3 a 125 mg como (A ), 250 mg (V) y 500 mg (e). Todas
las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 8: llustra que el nivel total de glicerol recuperado del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima varia en relacién con el nivel de FMC13 y también
en relacion con la duracion del tiempo de digestion. En estos experimentos se digirieron 2 mmol de trioctanoato de glicerilo
solo como una simulacion de la digestion de control, asi como también en presencia de concentraciones variables de
FMC13. La digestion de control se representa como (m) y la digestion con FMC13 a 125 mg como (A ), 250 mg (V) y 500
mg (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 9: llustra que el nivel total de glicerol recuperado del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima varia en relacion con el nivel de Fucoidan y también
en relacion con la duracion del tiempo de digestion. En estos experimentos se digirieron 2 mmol de trioctanoato de glicerilo
solo como una simulacion de la digestion de control, asi como también en presencia de concentraciones variables de
Fucoidan. La digestién de control se representa como (m) y la digestion con Fucoidan a 125 mg como (A ), 250 mg (V) y
500 mg (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 10: llustra que el nivel total de glicerol recuperado del sistema de intestino modelo (MGS) después de la
precipitacion con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima varia en relacién con el nivel de
LFR560 y también en relacion con la duracion del tiempo de digestion. En estos experimentos, se digirieron 2 mmol de
trioctanoato de glicerilo solo como una simulaciéon de la digestion de control, asi como también en presencia de
concentraciones variables de LFR560. La digestion de control se representa como (m) y la digestion con LFR560 a 125
mg como (A ), 250 mg (V) y 500 mg (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como
desviacién estandar.

Figura 11: llustra el nivel total de glicerol recuperado del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y la precipitacion con metanol-KCl para eliminar los
aumentos de almidén no digerido en el tiempo. En estos experimentos se digirié 1 g de almidén de maiz nativo solo como
una simulacion de la digestion de control y se representa como (m). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los
errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 12: llustra el nivel total de glucosa recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y la precipitacion con metanol-KCl para eliminar el
almidon no digerido. En estos experimentos, se digirié 1 g de almidén de maiz nativo solo como una simulacion de la
digestion de control, se representa por (m), asi como también en presencia de Acarbosa a 100 mg como (A ), 50 mg (V)
y 25 mg (#). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 13: llustra el nivel total de glucosa recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y la precipitacion con metanol-KCl para eliminar el
almidon no digerido. En estos experimentos se digirié 1 g de almidén de maiz nativo solo como una simulacién de la
digestion de control, se representa por (m), asi como también en presencia de concentraciones variables de alginato
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FMC13 a 125 mg como (A ), 250 mg (V) y 500 mg (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se
muestran como desviacion estandar.

Figura 14: llustra el nivel total de glucosa recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y la precipitacion con metanol-KClI para eliminar el
almidon no digerido. En estos experimentos se digirié 1 g de almidén de maiz nativo solo como una simulacién de la
digestion de control, se representa por (m), asi como también en presencia de concentraciones variables de alginato FMC3
a 125 mg como (A), 250 mg (V) y 500 mg (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran
como desviacion estandar.

Figura 15: llustra el nivel total de glucosa recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y la precipitacion con metanol-KClI para eliminar el
almidon no digerido. En estos experimentos se digirié6 1 g de almidén de maiz nativo solo como una simulacién de la
digestion de control, se representa por (m), asi como también en presencia de concentraciones variables de Fucoidan a
125 mg como (A ), 250 mg (V) y 500 mg (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran
como desviacion estandar.

Figura 16: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirié 0,5 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y se representa por (m). Todas
las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 17: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirio6 0,5 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y en presencia de
concentraciones variables de alginato FMC13. La digestion de control se representa como (m) y la digestion con alginato
FMC13 a 125 mg como (A ), 250 mg como (V) y 500 mg como (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los
errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 18: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirio6 0,5 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y en presencia de
concentraciones variables de alginato FMC3. La digestion de control se representa como (m) y la digestion con alginato
FMC3 a 125 mg como (A ), 250 mg como (V) y 500 mg como (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los
errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 19: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digiri6 0,5 g de BSA solo como una simulacién de la digestion de control, y en presencia de
concentraciones variables de SP54. La digestion de control se representa como (m) y la digestién con SP54 a 200 mg
como (A), 100 mg como (V¥), 50 mg como (e) y 10 mg como (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los
errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 20: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirio6 0,5 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y en presencia de
concentraciones variables de Fucoidan. La digestion de control se representa como (m) y la digestion con Fucoidan a 125
mg como (A), 250 mg como (V) y 500 mg como (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se
muestran como desviacion estandar.

Figura 21: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirié 1 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y se representa como (m). Todas
las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como desviacion estandar.

Figura 22: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirié 1 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y en presencia de concentraciones
variables de SBTI. La digestion de control se representa como (m) y la digestion con SBTI a 5 mg como (A ), 25 mg como
(V) y 125 mg como (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como desviacion
estandar.

Figura 23: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirié 1 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y en presencia de concentraciones
variables de FMC3. La digestion de control se representa como (m) y la digestién con FMC3 a 125 mg como (A ), 250 mg
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como (V) y 500 mg como (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como desviacion
estandar.

Figura 24: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirié 1 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y en presencia de concentraciones
variables de FMC13. La digestién de control se representa como (m) y la digestién con FMC13 a 125 mg como (A ), 250
mg como (V) y 500 mg como (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como
desviacién estandar.

Figura 25: llustra el nivel total de proteina recuperada del sistema de intestino modelo (MGS) después de la precipitacion
con TCA (acido tricloroacético) para detener la actividad de la enzima y eliminar los polipéptidos no digeridos. En estos
experimentos, se digirié 1 g de BSA solo como una simulacion de la digestion de control y en presencia de concentraciones
variables de Fucoidan. La digestién de control se representa como (m) y la digestion con Fucoidan a 125 mg como (A),
250 mg como (V) y 500 mg como (e). Todas las muestras se analizaron por triplicado y los errores se muestran como
desviacién estandar.

A través de toda la descripcion y reivindicaciones de esta descripcion, las palabras "comprender" y "contiene" y las
variaciones de las palabras significa "que incluyen, pero sin limitarse a", y no se pretende excluir (y no se excluyen) otras
porciones, aditivos componentes, enteros o etapas. A través de toda la descripcion y reivindicaciones de esta
especificacion, el singular abarca el plural a menos que el contexto requiera otra cosa. En particular, donde se use el
articulo indefinido en la descripcion, se entiende que contempla los plurales, asi como los singulares, a menos que el
contexto requiera otra cosa.

Los rasgos, numeros enteros, caracteristicas, compuestos, porciones quimicas o grupos descritos junto con un aspecto
particular, modalidad o ejemplo de la invencién se entiende que son aplicables a cualquier otro aspecto, modalidad o
ejemplo descrito en la presente descripcidon a menos que sea incompatible con estos. Todas las caracteristicas descritas
en esta descripcion (que incluyen cualquier reivindicacion, resumen y figuras adjuntos), y/o todas las etapas de cualquier
método o proceso asi descrito, pueden combinarse en cualquier combinacion, excepto las combinaciones donde al menos
algunas de tales caracteristicas y/o etapas son mutuamente excluyentes. La invencién no se restringe a los detalles de
ninguna modalidad anterior. La invencion se extiende a cualquier caracteristica nueva, o cualquier combinacion nueva de
las caracteristicas descritas en esta descripcion (incluyendo cualquier reivindicacion, resumen y dibujos adjuntos), o a
cualquier caracteristica nueva o cualquier combinacién nueva, de las etapas de cualquier método o proceso asi revelado.
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REIVINDICACIONES

Una prueba para analizar carbohidratos, lipidos, triglicéridos y/o proteinas o productos de degradacion de estos; o
para simular la digestion de una sustancia comestible/potable, el método que comprende:

(a) someter el carbohidrato, lipido, triglicérido, proteina o producto de degradacion de estos, o sustancia
comestible/potable a una fase salival que consiste en saliva sintética que comprende una mezcla acuosa de una
0 mas enzimas salivales, y uno o mas componentes de diluyentes salivales adecuados a un pH en el intervalo de
5 a9, preferentemente de 6,8 a 7,8;

(b) someter el producto de (a) a una fase gastrica que consiste en jugo gastrico sintético que comprende una
mezcla acuosa de lipasa gastrica, pepsina y uno o mas componentes de diluyentes gastricos adecuados, a un pH
de 1,5 a 3,5, en donde la lipasa gastrica esta presente a un nivel de desde 8,5 a 250 ug/ml de jugo gastrico sintético
y la pepsina esta presente a un nivel de desde 85 a 5.000 ug/ml de jugo gastrico sintético y en donde el jugo
gastrico sintético se afiade a la fase gastrica a una tasa de 0,1 - 2,5 ml/min; y

(c) someter el producto de (b) a una fase pancreatica que consiste en jugo pancreatico sintético que comprende
pancreatina y uno o mas diluyentes pancreaticos adecuados a un pH de 7 a 9, preferentemente de 7,9 a 8,2 y bilis
porcina, en donde:

i) cuando la pancreatina es pancreatina dializada, se proporciona a una concentracion de 5 a 40 mg/ml de diluyente
pancreatico y se afiade a la fase pancreatica a una tasa de 0,1 - 2,5 ml/min; o

ii) cuando la pancreatina es pancreatina no dializada, se proporciona a una concentracion de 50 a 90 mg/ml de
diluyente pancreatico, y se afiade a la fase pancreatica a una tasa de 0,1 - 2,5 ml/min.

La prueba segun se reivindica en la reivindicacion 1 en donde la bilis porcina:
(a) es bilis de la vesicula biliar porcina; y/o
(b) esta presente a un nivel de desde 0,25 a 0,75 ml, preferentemente 0,5 ml, por ml de diluyente pancreatico.

La prueba segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el diluyente pancreatico
comprende CHNaOs, KoHPO,4, NaCl, CaCl..2H,O y urea, opcionalmente en donde el diluyente pancreatico
comprende ademas mucina.

La prueba segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el jugo pancreatico sintético
se filtra antes de su uso, opcionalmente en donde el jugo pancreatico sintético se filtra mediante el uso de lana de
vidrio antes de su uso.

La prueba segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la lipasa gastrica es lipasa
bacteriana.

La prueba segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la pepsina es pepsina porcina.
La prueba segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde:

(a) el diluyente gastrico comprende NaCl, KCI, KH.PO, y urea; y/o

(b) el diluyente salival comprende NaHCO3, K;HPO4.3H20, NaCl, KCl y CaCl,.2H-0.

La prueba segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la enzima salival es amilasa,
preferentemente a-amilasa, opcionalmente en donde la amilasa esta presente a un nivel de 0,01 pl/ml a 2 mg/ml,
preferentemente 1 pl/ml de diluyente salival.

La prueba segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la saliva sintética esta presente
como una solucién acuosa del 20 % al 80 %.

La prueba segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicha solucién acuosa es una
solucion 1:1 con agua desionizada.
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