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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei
compozitii pentru combaterea biofilmului disbiotic si a
inflamatiei asociate. Procedeul, conforminventiei, con-
sta in etapele: extractie hidrolitica asistata de ultra-
sunete a materialului vegetal bogat in siliciu, pleava de
orez, adaugare de infuzie de ceai verde, zaharuri fer-
mentescibile sipolen colectatde albine, inoculare asep-
tica cu o colonie simbiotica de drojdii si bacterii cu incu-
bare la temperatura camerei, timp de 8...10 zile, sepa-
rare a materialului vegetal nereactionat, a grauncioa-
relor de polen, respectiv, nanoparticule de silice, recu-

perare permeat bogat in polifenoli utilizat pentru pro-
ducerea de chitosan grefat cu polifenoli si de nanopar-
ticule amorfe de seleniu, separarea acestora cu adau-
garea nanoparticulelor de silice si introducerea sus-
pensiei de nanoparticule de silice-nanoparticule de
seleniu-chitosan fungal grefat cu polifenoli in interiorul
grauncioarelorde polen sidispesarea acestora in hidro-
gel de nanoceluloza.
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Prezenta inventie se refera la o compozitie pentru combaterea biofilmului
disbiotic si a inflamatiei asociate acestui tip de biofilm disbiotic. Compozitia este pe
baza de nanoparticule de siliciu si nanoparticule de seleniu incapsulate impreuna in
grauncioare de polen, iar cererea de brevet se refera si la un procedeu de obtinere a
acestei compozitii pentru combaterea biofilmului disbiotic si a inflamatiei asociate.

Sunt cunoscute compozitii pe baza de nanoparticule de silice si/sau seleniu care
au efecte de combatere a biofilmului disbiotic si/sau inflamatiei. Pe mucoasele din
diferite organe umane expuse mediului extern, ca de ex. cavitatea orala, intestinul gros
si subtire, cavitatea vaginala, se formeaza biofilme microbiene. Aceste biofime
microbiene sunt, in conditi normale, biofime comensale / simbiotice, cu rol in
mentinerea starii de sanatate a organelor / tesuturilor pe care se formeaza, din
cavitatea orala (Radaic & Kapila, 2021), din intestine (Deng et al., 2020) sau din
cavitatea vaginala (Tomas et al., 2020). Inflamatia favorizeaza formarea unor biofilme
disbiotice, iar biofilmele disbiotice exacerbeaza inflamatia, determinénd o serie de boli
cum sunt paradontoza (Van Dyke et al., 2020), vaginita bacteriana (Verstraelen &
Swidsinski, 2019) sau sindromul de intestin iritabil, boala inflamatorie intestinala sau
cancerul colorectal (Dixit et al., 2021).

Seleniu, atat sub forma ionica, mai ales selenit si selenat, cat si sub forma de
nanoparticule de seleniu zerovalent, s-a dovedit a avea un efect de tratare a biofilmelor
disbiotice (Lin et al.,, 2021). Brevetul US 11076599 B2 exploateaza aceasta
caracteristicd a seleniului si revendica o acoperire anti-biofilm disbiotic, care include
nanoparticule de seleniu (ca si nanoparticule de alt calcogenid, teluriu, si nanoparticule
mixte de seleniu si teluriu), carora li se formeaza o coroana de chitosan. Dezavantajul
acestei solutii tehnice este ca actioneaza doar preventiv, nu si curativ.

Speciile de siliciu solubile au efecte anti-inflamatorii si de reparare celulara (Lee
et al., 2019) si au un potential ridicat de limitare a inflamatiei care faciliteaza formarea
biofilmelor disbiotice. Intrucat speciile solubile de siliciu policondenseaza spontan la
concentratii de peste 1,7 mM, au fost propuse o serie de nanostructuri silicoase ca
sursa de specii solubile de siliciu. Una dintre sursele de siliciu solubil sunt
nanoparticulele de silice (Quignard et al., 2017). Brevetul EP3105281 (B1) descrie o
compozitie pe baza de polimeri de acid silicic si nanosilicati ca sursa de specii solubile

de silicon destinate sustinerii proceselor anti-inflamatorii si de reparare celulara.
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Dezavantajul acestor solutii este dat de faptul ca nanostructurile silicioase au un efect
pro-inflamator marcant, chiar si atunci cand sunt amorfe (Sharma & Jha, 2020).

Nanoparticulele produse prin (bio)sinteza in medii biologice au avantajul de a-si

forma o coroana cu stabilitate mai ridicatd inca din faza de (bio)sinteza. Aceasta
coroana formata inca din faza de (bio)sinteza amplifica proprietatile nanoparticulelor.
De exemplu, particulele de nanoseleniu biosintetizate de bacteriile gram-negative
Stenotrophomonas maltophilia [Sm-SeNPs®)] si de bacteriile gram-pozitive Bacillus
mycoides [Bm-SeNPs™)] au efecte anti-microbiene superioare celor sintetizate chimic
(Cremonini et al., 2016). Un avantaj suplimentar al procedeelor de (bio)sinteza in medii
biologice a nanoparticulelor este ca acestea sunt procedee "verzi’, care nu implica
temperaturi ridicate sau pH extrem.
In cazul suspensiilor de nanoparticule de seleniu asociate cu cele de siliciu, stabilitatea
este insa afectata de caracterul diferit al celor doua tipuri de nanoparticule, puternic
hidrofob al celor de nano-seleniu zerovalent si puternic hidrofil al celor de silice
(hidratata). Utilizarea surfactantilor determina schimbarea compozitiei biocoroanei
(Mdller et al., 2018), deci compatibilizarea celor doua tipuri de nanoparticule, hidrofobe
si hidrofile, ar trebui sa se realizeze prin utilizarea unui component care sa fie compatibil
cu biocoroana celor doua tipuri de nanoparticule.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a realiza o compozitie pe
baza de nanoparticule de silice si nanoparticule de seleniu, incapsulate impreuna, din
care sa se elibereze treptat specii solubile bioactive de siliciu si seleniu, care sa
actioneze curativ impotriva biofilmelor disbiotice, limitdnd atat inflamatia, céat si
proliferarea microorganismelor disbiotice.

Compozitia conform inventiei este alcatuitd din 0,52 grame nanoparticule de
seleniu si 1,34 grame de nanoparticule de silice, stabilizate impreuna cu 2,5 grame de
chitosan fungal grefat cu polifenoli, incapsulate in 50 grame grauncioare de polen,
golite de continut, care sunt dispersate in 950 ml de hidrogel de nanoceluloza
bacteriana 0,4%.

Nanoparticulele de seleniu sunt obtinute prin reducerea selenitului de sodiu de
catre polifenolii eliberati din grauncioare de polen, din ceai verde si din pleava de orez.

Nanoparticulele de silice sunt obtinute prin eliberare din structurile biogene de tip
opal sub actiunea combinata a enzimelor hidrolitice si a unui consortiu de bacterii si

drojdii SCOBY si recuperare prin ultrafiltrare din mediul de fermentare.
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Chitosanul grefat cu polifenoli este chitosan fungal cu masa moleculara cuprinsa
intre 240 si 260 kDa si cu un grad de deacetilare de 85-88%, pe care s-au grefat
polifenolii eliberati din grauncioare de polen, din ceai verde si din pleava de orez.

Grauncioarele de polen sunt golite de continut in urma fermentarii lor impreuna
cu un consortiu de bacterii si drojdii — SCOBY si sunt recuperate prin filtrare din mediul
de fermentare.

Hidrogelul de nanoceluloza bacteriana este obtinut din membranele formate de
un consortiu de bacterii si drojdii — SCOBY, prin fibrilare repetatd pe moara coloidala si
pe microfluidizator.

Procedeul conform inventiei consta in urmatoarele etape:

v Extractia hidrolitica asistatd de ultrasunete a materialului vegetal bogat in siliciu,
pleava de orez, prin tratare timp de 12 ore a 100 grame pleava cu 1000 ml apa,
continand un complex de hidrolaze microbiene, 75 unitati beta-glucanazice, 320 unitati
endo-chitinazice si 100 unitati beta-glucozidazice, la pH 5, temperatura de 50°C, cu
ultrasonicare intermitenta, 5 min la fiecare 30 min, la 20 kHz si cu o putere de 400 W,
urmata de inactivarea finala a enzimelor si sterilizare prin autoclavare la 121°C timp de
20 min;

v Adaugarea peste materialul vegetal hidrolizat a 1500 ml infuzie de ceai verde,
obtinuta prin extragere timp de 10 min a 50 g de frunze de ceai in 1000 ml de apa
fierbinte, de 90-95°C, in raport de 1 parte material vegetal initial la 5 parti infuzie de ceai
verde;

v Adaugarea unei solutii de 25-30% zaharuri fermentescibile, peste materialul
vegetal cu infuzie de ceai verde, pana la atingerea unei concentratii finale de 5-7%
zaharuri reducatoare fermentescibile;

v Adaugarea a 50 grame polen colectat de albine la fiecare 1000 ml de amestec
material vegetal bogat in siliciu, infuzie de ceai verde, zaharuri fermentescibile;

v Inocularea aseptica cu o colonie simbiotica de drojdii si bacterii, SCOBY, si
incubarea la temperatura camerei, in conditii de microaerofilie, timp de 8-10 zile;

v Recuperarea membranelor de celuloza si fibrilare repetata prin macinare umeda
de 25 ori la moara coloidala, la 16 bari presiune si microfluidizare repetata de 10 ori, la
2000 bari printr-o camera diamantata in forma de Z;

v Separarea prin sitare a materialul vegetal pleavd de orez nereactionat si
separarea prin filtrare pe filtru micrometric a grauncioarelor de polen golite de continut
in timpul procesului de fermentare impreuna cu un consortiu de drojdii si bacterii -
SCOBY;
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v Separarea prin ultrafiltrare pe membrana cu pragul de excludere de 250 kDa a
nanoparticule de silice, folosind un debit de 25 ml/min;
v Recuperarea permeatului bogat in polifenoli si utilizare pentru producerea de
chitosan grefat cu polifenoli, prin introducerea unei solutii 1% de chitosan fungal activat
prin adaugarea lenta a 0,6 ml de apa oxigenata si 0,4 grame de acid ascorbic la fiecare
100 ml solutie de chitosan, in raport de 1,5 ml solutie chitosan activat la 20 ml permeat.
v Utilizarea suspensiei rezultate pentru producerea de nanoparticule amorfe de
seleniu, prin addugarea de 5 ml selenit de sodiu solutie 1% la 100 ml suspensie, pentru
a asigura reducerea bioasistata de catre polifenoli si acidul ascorbic.
v Separarea nanoparticulelor de seleniu si a chitosanului grefat prin ultrafiltrare
tangentiala pe membrana de 100 kDa;
v Adaugarea nanoparticulelor de silice peste retentatul care contine nanoparticule
de seleniu, dispersarea lor prin omogenizare pentru a facilitata stabilizarea de catre
chitosanul grefat cu polifenoli si introducerea suspensiei nanoparticule de silice —
nanoparticule de seleniu — chitosan grefat cu polifenoli in interiorul grauncioarelor de
polen prin filtrare sub vid, la 150-200 mbari;
v Dispersarea grauncioarelor de polen in hidrogelul de nanoceluloza prin
ultrasonicare in flux, la 20 kHz si cu o putere de 400 W.

Inventia prezintd urmatoarele avantaje:

e Fragilizeaza structurile parietale din pleava de orez supusd procesarii Si
elibereazd nanoparticule de biosiliciu din respectivele structuri, sub actiunea
combinatd a enzimelor hidrolitice si a acizilor organici produsi de
microorganismele SCOBY

e Combina sinergic polifenoli obtinuti din pleava de orez, ceai verde si polen
colectat de albine intr-o compozitie complexa care este grefata pe chitosan si
reduce selenitul la nanoparticule de seleniu

e Compatibilizeazd nanoparticulele hidrofile de siliciu si pe cele hidrofobe de
seleniu prin utilizarea chitosanului a carui amfifilicitate a fost amplificata prin
grefare cu polifenoli

e Realizeaza o structura din care speciile solubile de seleniu si siliciu solubile se
elibereaza treptat si care previne contactul direct al nanoparticulelor cu celulele.
In continuare se prezintd exemple de realizare care ilustreaza inventia fara a

limita domeniul ei de aplicare.
Exemplu 1. O cantitate de 100 grame de pleava de cantarita se trece intr-un

balon cu trei gaturi de 2 litri, prevazut cu agitare mecanica, sistem de termostatare si
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un sistem de recirculare cu o celula de flux FC100L1-1S (Hielscher Ultrasonics, Teltow,
Germania), impreuna cu 1000 ml solutie de enzime hidrolitice cu pH-ul ajustat la 5.
Solutia de enzime hidrolitice este un amestec de enzime care contine endo- si exo
(1,3)-beta-D-glucanaze, endo-chitinaza si beta-glucozidaza, in raport de 75 unitati beta-
glucanazice, 320 unitati endo-chitinaza si 100 unitati beta-glucozidazice, la 100 g de
pleava. Un exemplu de amestec de enzime comerciale care se poate folosi este
Vinotaste Pro (Novozyme, Bagsveerd, Danemarca), care este un amestec complex de
enzime litice, produs de tulpini selectate de Trichoderma harzianum si Aspergillus niger,
si care are o activitate exo-B-(1,3)-glucanazica (EC3.2.1.56) si endo-B-(1,3)-glucanazica
(EC 3.2.1.6) de 75 unitati glucanazice (BGUX) per gram si de 320 unitati endo-
chitinazice per gram. O unitate glucanazica BGUX este definita ca fiind cantitatea de
enzima necesara pentru a produce 1 pmol de glucoza pe minut dintr-o solutie care
contine 2,5 g/l laminarina, la pH 5,5 si la temperatura de 45°C. O unitate endo-
chitinazica este definita ca fiind cantitatea de enzima necesara pentru eliberarea a 1
pumol de p-nitrofenol pe minut din p-nitrofenil-pB-tri-acetil-chito-trioza (2,5 mM) in tampon
MES (100 mM), pH 6,2 la 40°C. Un alt preparat enzimatic, de beta-glucozidaza (EC
3.2.1.21) din drojdii de vinificatie, care se foloseste este Zymovarietal Aroma (Sodinal,
Bucuresti, Romania). Acest preparat are o activitate de 100 unitati beta-glucozidazice
per gram de preparat. O unitate endo-chitinazica este definita ca fiind cantitatea de
enzima necesara pentru eliberarea a 1 ymol de p-nitrofenol pe minut din p-nitrofenil-B-
D-glucopiranozid (pPNPG) (5 mM) in tampon 100 mM acetat de sodiu, pH 4,5 la 23°C.
Se poate folosi orice fel de amestec similar de preparate enzimatice, cu aceleasi
caracteristici, un astfel de cocktail enzimatic actionand asupra peretilor celulari vegetali.

Se procedeaza timp de 12 ore la extractia hidrolitica asistata de ultrasunete a
materialului biologic, pleava de orez, la pH 5, temperatura de 50°C, cu ultrasonicare
intermitenta, 5 min la fiecare 30 min, la 20 kHz si cu o putere de 400 W, urmata de
inactivarea finala a enzimelor si sterilizarea amestecului material vegetal bogat in siliciu
prin autoclavare la 121°C timp de 20 min .

Pleava de orez si solutia in care a fost extrasa se trece cantitativ intr-un vas de
sticla termorezistent Simax® de 5 litri (Kavalier, Sazava, Cehia), prevazut cu sistem de
termostatare. Se adauga 1500 ml de infuzie de ceai verde fierbinte, obtinuta prin
extragerea timp de 10 min a 75 g de frunze de ceai in 1500 ml de apa fierbinte, de 90-
95°C. Se lasa sa se raceasca si se determina substanta uscata refractometric (de ex.
prin utilizarea unui refractometru digital de laborator RX- 5000, Atago, Yushima,

Japonia). Peste cele 2500 g de amestec infuzie de ceai verde / suspensie de pleava se
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adauga cca 500 ml solutie de 30% zaharoza, cu atingerea unei concentratii finale de
5% zaharuri fermentescibile. in final se aduc in amestec si 150 grame polen colectat de
albine. Se raceste amestecul si se inoculeaza aseptic cu o colonie simbiotica de drojdii
si bacterii, SCOBY, si se incuba la temperatura camerei, in conditii de microaerofilie,
timp de 10 zile. Consortiile SCOBY sunt formate din doua tipuri de bacterii producatoare
de acizi organici (bacterii acetice si bacterii lactice) si din drojdii osmofile (Villarreal-Soto
et al., 2018). Bacteriile acetice sunt cele care produc pelicula de celulozd bacteriana
(Tran et al., 2020). Aceasta pelicula de nanoceluloza este edificata pe un suport initial,
constituit de o retea pseudo-hifala a drojdiilor osmofile (Tran et al., 2021). Drojdiile sunt
inglobate in pelicula de celuloza, care devine astfel mai expandata (Tran et al., 2021).
Consortiul care se foloseste este cel descris in lucrarile grupului nostru, (Dima et al.,
2017; Utoiu et al., 2018), fiind un consortiu care este de provenienta locala, din sudul
Romaniei - si care este asemanator cu SCOBY descris pentru Serbia (Malbasa et al.,
2006).

Dupa terminarea perioadei de cultivare se recupereaza biopelicula de SCOBY
formata la suprafata mediului de cultura. Membranele de celuloza se fibrileaza prin
macinare umeda repetata de 25 de ori la 0 moara coloidala (Labor-Pilot 2000/4, lka,
Staufen, Germania), la 16 bari presiune si microfluidizare repetatd de 10 ori, intr-un
microfluidizator (M110P Microfluidizer®, Microfludics, Westwood, MA, SUA), la 2000
bari printr-o camera diamantata in forma de Z.

Se procedeaza apoi la separarea prin sitare a materialul vegetal pleava de orez
nereactionat si separarea prin filtrare a grauncioarelor de polen golite de continut in
timpul procesului de fermentare impreuna cu un consortiu de drojdii si bacterii —
SCOBY. Se utilizeaza o palnie de filtrare sub vid si o hartie de filtru de dimensiuni
micrometrice — polenul avand diametrul minim de 20 pM. Din filtrat se separa prin
ultrafiltrare pe membrana cu pragul de excludere de 250 kDa nanopatrticule de silice. Se
foloseste un sistem Minimate™ Tangential Flow Filtration Capsules (Pall Corporation,
Port Washington, NY, SUA), cu membrana cu limita de excludere de 250 kDa, alimentat
de o pompa peristaltica MasterFlex® L/S (Cole Parmer / Antylia Scientific, Vernon Hills,
IL, SUA), cu un debit de 25 ml/min.

Permeatul bogat in polifenoli se recupereaza si se utilizeaza pentru producerea
de chitosan grefat cu polifenoli, prin introducerea a 300 ml solutie 1% chitosan fungal
activat in prealabil cu 1,8 ml de apa oxigenata si 1,2 grame de acid ascorbic. Activarea
prealabila a chitosanului se face prin dizolvarea sa, 1g in 100 ml de acid acetic 1%, si

adaugarea lenta a 0,6 ml de apa oxigenata si 0,4 grame de acid ascorbic la fiecare 100
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ml solutie de chitosan. Se mentine sub agitare continua la 100 rpm timp de 30 de
minute. Cei 2300 ml de permeat si solutie de chitosan rezultat se aduc intr-un vas de
reactie de 3 litri si se mentine la temperatura camerei timp de 90 minute, sub agitare
constanta de 100 rpm, pentru perfectarea reactiei de grefare polifenoli pe chitosan. in
suspensia rezultatd este introdus incet, picatura cu picatura, 115 ml de solutie de
selenit de sodiu 1% si se agita timp de 20 min pentru finalizarea reactiei de formare
nanoparticule amorfe de seleniu prin reducere bioasistata de catre polifenoli si acidul
ascorbic. Se observa formarea nanoparticulelor de seleniu zerovalent prin aparitia
culorii caramizii specifice seleniului zerovalent. Se separa nanoparticulele de seleniu si
chitosan grefat prin ultrafiltrare tangentiala pe membrana de 100 kDa. Se foloseste un
sistem Minimate™ Tangential Flow Filtration Capsules (Pall Corporation, Port
Washington), cu membrana cu limita de excludere de 100 kDa, alimentat de o pompa
peristaltica MasterFlex® L/S (Cole Parmer / Antylia Scientific, Vernon Hills), cu un debit
de 25 ml/min.

in cei 250 ml retentat, care contin nanoparticule de seleniu si chitosan grefat cu
polifenoli, se introduce suspensia de nanoparticule de silice. Se agita viguros timp de 5
min cu un omogenizator de laborator (T 18 digital Ultra-Turrax®, Staufen).
Nanoparticulele de silice si de seleniu, dispersate prin omogenizare si stabilizate de
chitosanul grefat cu polifenoli se introduc in interiorul grauncioarelor de polen prin
filtrare sub vid. Se amesteca suspensia de nanoparticule cu grauncioarele de polen si
se omogenizeaza cu un omogenizator de laborator (T 18 digital Ultra-Turrax®, Staufen,
Germania) timp de 5 min. Suspensia rezultata se filtreaza pe un filtru micrometric depus
pe o palnie de filtrare la vid, care este operata la 150-200 mbari. Fixarea
nanoparticulelor in interiorul grauncioarelor de polen se observa prin disparitia culorii
caramizii din retentat si se verifica prin examinarea filtratului concentrat la microscopia
electronica.

Graunciorii de polen in care sunt incluse nanoparticule de seleniu si silice
stabilizate de chitosan grefat se recupereaza de pe hartia de filtru si se disperseaza in
hidrogelul de nanoceluloza prin ultrasonicare la 20 kHz si cu o putere de 400 W, in

proportie de 5 grame grauncioare la 95 grame hidrogel nanoceluloza.
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1 Compozitie pentru combaterea biofilmului disbiotic si a inflamatiei asociate acestuia

Revendicari

caracterizata prin aceea ca este alcatuita din 0,52 grame nanoparticule de seleniu si 1,34 g de
nanoparticule de silice, stabilizate impreuna cu 2,5 g de chitosan fungal cu masa moleculara
intre 240 si 260 kDa si cu un grad de deacetilare de 85...88% pe care s-au grefat polifenoli,
incapsulate in 50 g grauncioare de polen, golite de continut prin fermentare lor impreuna cu

un consortiu de bacterii si drojii —SCOBY.

2 Compozitie, conf orm revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca nanoparticule de seleniu
sunt obtinute prin reducerea selenitului de sodiu din ceai verde si din pleava de orez, iar

nanoparticulele de silice sunt obtinute prin eliberarea din structurile biogene de tip opal.

3 Procedeu de obtinere a compozitie pentru combaterea biofilmului disbiotic si a inflamatiei
asociate acestuia, conform revendicarii 1, caracterizat prin etapele: extractia hidrolitica -
asistata de ultrasunte a materialului vegetal bogat in siliciu, pleava de orez, addaugarea peste
materialul vegetal hidrolizat a 1500 ml infuzie de ceai verde, a unei solutii de 25-30% zaharuri
fermentescibile, pana la atingerea unei concentratii finale de 5-7 % zaharuri reducatoare
fermentescibile; adaugarea a 50 g polen colectat de albine la fiecare 1000 ml de amestec
material vegetal, infuzie de ceai verde, zaharuri fermentescibile; inocularea aseptica cu o
colonie simbioticd de drojdii si bacterii, SCOBY, si incubarea la temperatura camerei, in
conditii de microaerofilie, timp de 8 -10 zile; recuperarea membranelor de celuloza si fibrilare
repetata; separarea prin sitare a materialului vegetal pleava de orez nereactionat si separarea
prin filtrare a grauncioarelor de polen golite de continut in timpul procesului de fermentare
impreuna cu un consortiu de drojdii si bacteri —SCOBY; separarea prin ultrafiltrare pe
membrana; recuperarea permeatului bogat in polifenoli si utilizarea pentru producerea de
chitosan grefat cu polifenoli, utilizarea suspensiei pentru producerea de nanoparticule amorfe
de seleniu, prin adaugarea de 5 ml selenit de sodiu solutie 1% la 100 ml suspensie; separarea
nanoparticulelor de seleniu i a chitosanului grefat prin ultrafiltrare tangentiala pe membrana
de 100 kDa; adaugarea nanoparticulelor de silice peste retentatul care contine nanoparticule
de seleniu, dispersarea lor prin omogenizare si introducerea suspensiei de nanoparticule de
silice, nanoparticule de seleniu — chitosan grefat cu polifenoli in interiorul grauncioarelor de
polen prin filtrare la vid, la 150-200 mbar; dispersarea graunciarelor de polen in hidrogelul de

nanoceluloza prin ultrasonicare in flux la 20 kHz si cu o putere de 400 W.
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