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Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
produs alimentar cu functie nutritiva, probiotica, anti-
microbiand si imunomodulatoare si caracterizarea
acestuia. Procedeul, conforminventiei, consta Tn aceea
ca un mix lichid realizat din oul integral, combinatii ale
diferitelor componente ale oului, ingrediente imunologic
active din ou de tip imunoglobuline, lizozim, ovotrans-
ferine, macroglobuline, optional, alte ingrediente cu
indicatii pentru sanatate, se omogenizeaza cu diferiti
excipienti, amestecul rezultat este supus simultan
actiuniia minimumdoua procese de anabioza, realizata
prin deshidratare la temperaturi de maximum 75°C si

osmoanabioza realizatd prin adaosul de excipienti,
completate de anoxianabioza in atmosfera de gaz inert
ca agent bioinhibitor, din care rezultd un produs con-
centrat, conservat si stabilizat de tip pulbere granulata,
orodispersabila, cu solubilitate si palatabilitate supe-
rioare, care asigura bioactivitatea pentru multiple
ingrediente naturale din ou sau adaugate, cum sunt
IgY, lizozim, vitamine, enzime, minerale etc.
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PREZENTAREA STADIULUI TEHNIC

Datorid compozitiei lor chimice, produsele alimentare reprezintd medii de nutritie prielnice
pentru dezvoltarea microorganismelor, fiind o sursa excelenté pentru procurarea energiei i desfisurarea
activitatiilor metabolice.

Atét in procesul de fabricare, ct si in cele de pastrare §i comercializare a alimentelor substantele
nutritive sunt supuse actiunii factorilor biologici, fizici, chimici. Numeroase materii prime si produse
alimentare se altereaza usor, scurtind considerabil durata lor de pastrare( 38, 42).

Conservarea asigura cresterea stabilitatiii produselor alimentare §i prelungirea duratei de pastrare a
alimentelor . in acest sens, se recurge la utilizarea unor procedee de stabilizare a proprietatilor
alimentelor(44).

Utilizarea unuia sau altuia dintre procedeele de conservare a alimentelor implica diverse operatii
tehnologice suplimentare, in urma caror produsele sufera modificari fizice, chimice si chiar biochimice.
De obicei, in urma procesdrii valoarea gustativa si nutritiva se amelioreaza.

Scopul final al conservarii printr-un anumit procedeu, sau prin aplicarea conjugata a procedeelor de
conservare este de a inhiba modificirile fizico-chimice din interiorul produselor si de a stopa/incetini
multiplicarea microorganismelor care habiteaza produsele, astfel incét stabilitatea la pastrare a
produselor alimentare sa fie cdt mai mare.

Procedeele de conservare au la baza urmatoarele principii biologice: bioza, anabioza,cenoanabioza si
abioza.

Conservarea produsului prin protectie fata de o serie de factorii externi, trebuie si se realizeze atit
in timpul procesirii cit §i in timpul depozitirii 5i anume :

-factorii fizici - umiditatea relativi a aerului, particulele de praf din atmosfera, corpuri striine, lumina,
temperatura etc.

- factorii chimici si fizico-chimici - aer, apa, oxigen, CO2etc.

- factorii biologici - microorganisme, insecte etc.
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Din punct de vedere fizic, ambalajul trebuie sa protejeze produsul §i sa actioneze ca o bariera, stopand
sau diminuénd la limite normale patrunderea luminii, a temperaturii sau a altor agenti fizici care ar putea
conduce la deteriorarea insusirilor calitative ale produselor( 40, 44).

Din punct de vedere chimic si fizico-chimic este foarte important ca produsul s nu intre in contact cu
substante chimice agresive cum sunt H2, NH3, SO2, CO2, prin intermediul vaporilor, gazelor produse
de substantele volatile (hidrocarburi, fum, parfumuri etc).

in acest caz, rolul de barier3 vizeaz3 si transferul gazos din interior citre exterior, pentru a evita
pierderea aromelor specifice produsului, deshidratarea acestuia, pierderea gazelor introduse in ambalaj
in scopul conservarii produselor etc.

Protectia biologica vizeaza mentinerea calitatii igienice si microbiologice a produselor alimentare. in
acest scop, ambalajele trebuie sa impiedice atit patrunderea microorganismelor existente in atmosfera
sau care pot fi preluate la contactul cu anumite suprafete, persoane etc.,cét si crearea conditiilor
favorabile aparitiei si dezvoltarii germenilor patogeni( 43).

Ambalarea in atmosfera modificata si ambalarea in vid se practica in special la produsele sensibile la
actiunea oxigenului (ex: carnea si preparatele din carne, produsele bogate in grisimi), care ar putea fi
degradate chiar de cantitati foarte mici de oxigen (ramase in ambalaj) pe parcursul unei pastrari mai
indelungate. Cele doua metode au acelasi scop (eliminarea oxigenului), alegerea uneia sau alteia fiind
conditionatd de catre caracteristicile produsului ce urmeaza a fi ambalat( 39).

— Ambalarea in atmosfera modificata consta in extragerea oxigenului din interiorul ambalajului si
introducerea in locul lui a unor gaze inerte cum sunt azotul si dioxidul de carbon.

Azotul (N2) este inert, inodor si putin solubil in apa §i grasimi; scopul folosirii sale este reducerea
oxidarii grasimilor.

—~ Ambalarea in vid consta in reducerea presiunii aerului din interiorul ambalajului cu ajutorul unei
instalatii speciale. Este indicata pentru produsele sensibile la frecare, asigurand pastrarea integritatii
acestora si contraindicata produselor sensibile la presiune, care pot fi deteriorate sau distruse.

Gazele inerte sunt utilizate in general pentru a evita reactiile chimice nedorite care degradeazi un
produs. Aceste reactii chimice nedorite sunt adesea reactii de oxidare si hidroliza, favorizate de oxigenul
si umiditatea din aer (41).

Datorit# proprietitilor nereactive ale gazelor inerte, acestea sunt adesea utilizate pentru a preveni
reactiile chimice nedorite . Alimentele sunt ambalate in gaz inert pentru a elimina oxigenul. Acest lucru
impiedicd dezvoltarea bacteriilor §i previne oxidarea chimic# a substantelor susceptibile, de exemplu
griisimile. In ambalarea alimentelor, gazele inerte sunt utilizate ca conservant pasiv, spre deosebire de
conservantii activi precum benzoatul de sodiu (un antimicrobian ) sau BHT (un antioxidant ).

Oxidarea grasimilor are loc in intervalul 20 — 140°C si conduce la formarea de aldehide, cetone, acizi
grasi liberi sau oxidati, trigliceride dimerizate prin punti de oxigen etc. Oxidarea este accelerata, pe
langa temperaturd, de suprafata de contact cu aerul.

Procesarea prin deshidratare a mixurilor bogate in grisimi in prezen¢a oxigenului atmosferic
poate duce la oxidarea acestora/rincezire i la degradarea produsului finit obtinut.
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Oxidarea poate fi stopatii prin procesarea in atmosfera de gaze inerte( azot, argon etc) si astfel
oxigenul necesar reactiei de oxidare este inlocuit de agen{i bioinhibanti, printr-un proces de
anoxianabioza.

Ouiile de pasire sunt recunoscute de multa vreme ca o excelenta sursd de nutrienti i factori biologici
cu actiune imunomodulatoare, antibacteriand, antivirald, antimicotici (imunoglobuline, ovotransferine,
lizozim, ovomucina, ovomacroglobulina s.a.) ( 12, 15, 22).

in ce priveste compozitia chimici a oului acesta este un aliment complet, con{inind proteine, grisimi,
substante minerale, vitamine, enzime s.a.. Proteinele oului au o valoare nutritiva foarte mare,
considerdndu-se ci au cel mai echilibrat confinut de aminoacizi, iar grasimile contin acizi grasi esentiali
valorosi( 5, 27, 30, 31).

Componentele imunologic si biologic active din ou pot ajunge prin tehnici adecvate in produse
care asiguri le biodisponibilitatea si pot fi administrate omului si animalelor cu rol de suport imunitar,
nutritiv, cu multiple indicatii de sinitate.

Factorii  biologici cu actiune imunomodulatoare, antibacteriand, antivirald, antimicoticad
(imunoglobuline, ovotransferine,  lizozim, ovomucina, ovomacroglobulina s.a.) din pulberea
orodispersabild cu imunoglobuline Y si lizozim acfioneazi probiotic la nivelul tubului digestiv , regland
flora bacteriana si in acest mod sustine o buna functie imuni( 6-9).

* Imunoglobulinele Y(IgY) — sunt anticorpi aviari secretati in mod natural in ou, majoritari din
punct de vedere cantitativ si cu functii similare imunoglobulinelor G de la mamifere, prezente
in colostru. Imunoglobulinele Y intervin in rdspunsul imun secundar cu rol in neutralizarea
toxinelor, virusurilor, bacteriilor, opsonizarea bacteriilor si intensificarea fagocitozei,
citotoxicitate mediati celular anticorp-dependenti (celulele acoperite de anticorpi sunt distruse
de celulele K)(12, 13, 23,32).

In urma cercetarilor genetice, IgY aviare au fost catalogate ca fiind precursorii evolutivi ai
imunoglobulinelor mamifere IgG si IgE.

Prin consumarea oului in mod obisnuit factorii biologici de interes din compozitia acestuia
sunt distrusi de tratamentul termic aplicat . Imunoglobulinele Y din ou sunt termolabile
fiind distruse de temperaturi mari . Vitaminele §i enzimele sunt de asemenea
termolabile(12, 25).

Lizozimul este o enzim3 prezent3 in mod natural in plante §i animale care are un rol important in
mecanismul natural de apérare. Are capacitatea de a leza peretii celulari ai bacteriilor Gram-pozitive
prin hidroliza peptidoglicanilor(14, 36). Poate omori si bacteriile Gram-negative daci acestea au
membrana exterioard deterioratd inainte de expunere. Eficienta terapeutica a lizozimului prezent in ou
se bazeaza de fapt pe capacitatea sa de a controla cresterea bacteriilor sensibile si de a modula
imunitatea gazdei impotriva infectiilor §i a sciderii rdspunsurilor imune( 24, 33-35). Daci prima



RO 135969 A2

caracteristica se bazeazi pe dovada activititii biologice a acestei enzime, a doua este o achizifie relativ
sistemului imunitar al gazdei ( 28, 29). Activitatea antibiotici si efectele de stimulare a imunit#tii sunt
utilizate, de asemenea, impreund, ca si in cazul tratamentului infectiilor gastro-intestinale, inclusiv a
celor provocate prin tratamente terapeutice( 14, 24). Pe baza acestor proprietiti biologice, pe langs gama
largi de activititi terapeutice pentru care lizozimul a fost exploatat in trecut, in prezent cele mai
promititoare date se referd la prevenirea cariogenezei bacteriene si a tratamentului pacientilor cu cancer
pentru a imbunititi eficacitatea medicamentelor anticanceroase sau a permite gazdei s se recupereze
din imunodepresia cauzati de tratamentele anticanceroase(26, 37).

Este cunoscut faptul cad 70-80% din sistemul imun este localizat in tubul digestiv ( GALT — Gut
Associated Lymphoid Tissue). Organismul dezvoltad populatii bacteriene benefice la nivelul intestinului
cunoscute sub numele de probiotice, cu functii in digestia alimentelor, absorbtia nutrientilor, conversia
in energie si eliberarea de hormoni.

Dar odatd cu ingestia de alimente aducem in tractul gastrointestinal microorganisme si substante
toxice, care perturba flora digestivd normald, intrd in competitie cu aceasta si apar dezechilibre in
functionarea digestiei, implicit in functionarea formatiunilor limfoide asociate, cu efect dezechilibrarea
raspunsului imun.

Factorii biologici activi din pulberile YLOP actioneazi asupra acestor invadatori perturbatori ai florei
digestive, prin diferite mecanisme de distrugere si/sau neutralizare i transmite semnale sistemului imun
care la randul lui trimite in luptd toate elementele de care dispune pentru echilibrarea statusului
imunitar(13, 23).

In acest mod flora bacteriani benefici, probioticé se dezvolta si funcfioneazi la potentialul optim
si astfel se asiguri o functie imuni normali. O functie digestivd normald duce la un rispuns imun
normal.

Formele medicamentoase cu dezagregare si dizolvare rapidd, orodispersabile,
constituie o formd moderni de administrare a substantelor medicamentoase, relativ recent
introdusa in terapeuticd, fiind o alternativa la preparatele orale conventionale (solutii, suspensii,
comprimate sau capsule).

Aceste forme medicamentoase au ca trsaturd distinctiva capacitatea de a se dispersa si
dizolva rapid in salivd odatd plasate in cavitatea orald, inainte de a fi inghitite. Dispersarea,
dezagregarea sau dizolvarea acestora are loc in citeva minute, fard a fi mestecate si fira a
necesita apa pentru administrare.

in prezent, interesul pentru aceste forme moderne de administrare este in crestere, in principal datorita

avantajelor pe care le prezinti in comparatie cu alte forme medicamentoase cunoscute, chiar §i in
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comparatie cu comprimatele obignuite. Formulele cu dizolvare/dezagregare rapida sunt foarte adecvate
pentru administrarea la pacienti care au dificultifi de deglutitie (disfagie), in special din categoria
varstnicilor si copiilor( 16, 17 ).
- Reprezinti o forma farmaceutica ideald pentru substante medicamentoase care se absorb la nivel
bucal. Pot constitui forme adecvate pentru eliberarea orald a unor proteine sau peptide terapeutice,
care au o biodisponibilitate limitatd cand sunt administrate in comprimate conventionale, cum este
cazul IgY(7-9).
- Mascheazi gustul neplicut al unor substante medicamentoase, imbunitifind complianta, in
special in cazul copiilor( 20, 21 ). Mascheazi gustul brut de ou, in cazul produselor formulate in
acest brevet.
- Comparativ cu preparatele lichide orale, ele sunt mult mai usor de transportat §i permit realizarea
unei doziri exacte la administrare( 18,19 ).
Excipientii utilizati in formulare sunt strans legati de tehnologia de fabricatie si de
caracteristicile ce trebuie conferite acestor pulberi.
O categorie importantd de excipienti este reprezentatd de dezagreganti sau superdezagreganti.
Acestia joacd un rol important in dizolvarea si dezagregarea formelor orodispersabile, deoarece
un dezagregant adecvat §i 0 concentrafie optima a acestuia asigurd dezagregarea rapidd si viteze
inalte de dizolvare.

O altd categorie de excipienfi este reprezentati de carbohidrati - glucide, utilizate pentru
mascarea gustului §i ca excipienfi de umpluturd. Dintre carbohidrati, se folosesc mai ales
manitolul, sorbitolul, xilitolul, dextroza, fructoza etc., care sunt solubile conferind o senzatie
plicutd in gurd si o bund mascare a gustului. De asemenea, carbohidratii dau cristalinitate ,
texturd §i eleganti preparatelor. in plus numeroase studii demonstreazi acfiunea conservanti a
diversilor corbohidrati asupra imunoglobulinelor mamifere si aviare (1 - 4 ).

in prezent, formulele orodispersabile se obtin prin aplicarea citorva tehnologii de fabricatie si
constau in: liofilizare (uscare prin congelare sau criodesicare), sublimare, uscare prin pulverizare,
turnare (prin comprimare sau incélzire), extrudarea masei §i comprimare directa.

Liofilizarea este un proces care a fost utilizat inifial pentru uscarea substantelor termolabile, s-a
remarcat §i ca metoda de preparare a unor noi forme farmaceutice. Porozitatea mare, cea mai importanta
caracteristicA a produselor liofilizate, a dus la utilizarea produselor ca forme farmaceutice cu
dezagregare rapidi. In ultimii ani, multe dintre studiile pe tema liofilizirii s-au concentrat pe

7
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identificarea si testarea de excipienti noi, care si poati conferi o rezistenti mecanica suficients, o vitezi
de uscare mai mare, stabilitate crescuti in timp si dizolvare rapida a principiului activ ( 10,11 ).

La dezvoltarea unui sistem cu dizolvare/dezagregare rapida se au in vedere si alte obiective cum ar fi
necesitatea de a masca gustul substantei medicamentoase §i incorporarea substantei active in matrita
produsului .

Formularea pe scurt a solutiilor tehnice

Obiectivul prezentei inventii este metoda de obtinere si caracterizare pulberii orodispersabile
cu imunoglobuline Y si lizozim cu functie nutritivi, probiotici, antimicrobiand si
imunomodulatoare prin aplicarea a minimum doud procedee combinate simultan de
anabiozi(deshidratare, osmoanabiozi, anoxianabiozi, crioanabiozi etc) si adaos de excipienti, cu
palatabilitate superioard — orodispersabilitate , cu destinatie de suport nutritiv, imunitar §i cu functie
probiotics, antimicrobian §i imunomodulatoare.

Deshidratarea partialda este un procedeu de uscare bazat pe reducerea confinutului de api,
respectiv crestrea concentratiei substantelor uscate, pani la valori care si permiti stabilitatea produselor
alimentare la pastrare. Prin reducerea umidititii produselor se incetineste, pana la stagnare activitatea
enzimaticd §i se opreste dezvoltarea microorganismelor. Procesarea in absenta oxigenului aduce
stabilitate microbiologica, fizica i chimicd pulberii obtinute. Ambalarea in atmosferd controlatd/vid si
in folie multistrat cu rol de bariera protejeazd si mentine produsul obfinut pentru perioade lungi de
timp.

Excipientii folosifi sunt substante diverse, optional naturale(
glucide/carbohidrati/zaharuri/sarea/fibre/fructo-oligozaharide etc.) sunt cunoscute ca cei mai eficienti si
siguri conservanti . Principalul avantaj al conservantilor naturali este c#, spre deosebire de cei artificiali
bine cunoscutele E-uri, nu provoacd probleme de sinitate.

Pentru stabilirea metodei de obtinere a pulberii orodispersabile YLOP a fost realizat un program
de cercetare care a urmdrit obfinerea unui produs alimentar / supliment alimentar original,
orodispersabil, concentrat, conservat prelucrat in conditii de temperaturi si atmosferd controlate,
cu adaos de excipienti si ambalare in pungi multistrat, optional in vid sau gaz inert. Produsul poate fi
pastrat la temperatura camerei perioade lungi de timp , fiind stabil organoleptic, microbiologic si fizico-
chimic. Pulberile astfel obtinute concentreazii si conservi elementele nutritive , biologic si
imunologic active confinute de oul crud, produsele putind fi folosite ca supliment alimentar, cu
functie nutritiv, probioticd , antimicrobiana si imunomodulatoare.
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Avantajele esentiale ale produsului obtinut constau in :

Continutul redus de apa si prelucrarea/ambalarea in atmosferd de gaz inert asigurd stabilitatea
produselor. Creste conservabilitatea produselor acestea putind fi pastrate la temperaturi sub 25°C,
mentinandu-si caracterele organoleptice, fizico-chimice si microbiologice.

Produsele sunt obtinute din ingrediente naturale concentrate prin deshidratare/uscare la temperaturi
moderate care pastreazi bioactive principiile de interes( imunoglobuline, vitamine, lizozim etc) , la care
se adaugd excipienti astfel incdt conserva si totodaté péstreazi proprietitile biologice si nutraceutice ale
ingredientelor active, fiind produse valoroase pentru séndtate.

Cresterea palatabilititii prin adaosul de excipienti §i arome.

Prin adaosul de excipienti s-a imbunititit solubilitatea ceea imprimd caracteristici orodispersabile
pulberilor , aspect cu atit mai important intrucit IgY se absoarbe si la nivelul cavititii bucale. De
asemenea, se reduce caracterul higroscopic al pulberilor, acestea nu mai absorb vaporii de apa din
mediu.

Se pot incorpora diverse principii active de diferite origini( vegetald, mineral, animali etc) si pulberea
poate fi folosita la fabricarea altor forme de prezentare( comprimate, dropsuri etc) si duce la obtinerea
de produse cu multiple indicatii pentru sinatate.

Metoda de obtinere constii in deshidratarea la temperaturi moderate, in atmosferii controlati a
unui mix lichid realizat din oud si/sau ingrediente active cu indicatii pentru sinitate, excipienti,
arome prin liofilizare sau alte metode de uscare.

Pentru caracterizarea Y.L.O.P. s-au folosit tehnici de laborator si testiri clinice privind :
- Continutul de lizozim prin tehnica de imunodifuzie in gel de agar

- Testare senzoriala §i teste “in vivo” a caracteristicilor ce imprimé orodispersabilitatea
produselor

- Evaluare clinica privind functia probiotica si reactia digestiva in urma administrarii pulberii

- Evaluare paraclinici privind cresterea rezistentei nespecifice — prin monitorizarea unor efectori
celulari — leucocite

- Continutul de grasimi si gradul de degradare — oxidare a acestora
Y.L.O.P. aduce un aport de substante nutritive valoroase, complete, usor asimilabile, naturale, intr-o
formd concentratd, proteine si grdsimi, cu elemente structurale esentiale, aminoacizi si acizi grasi,

imunoglobuline, vitamine, minerale, enzime etc..
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Produsul are o valoare energetici ridicati §i poate fi consumat de toate categoriile de vérstd, singurele
contraindicatii i restrictii privind consumul fiind legate de alergiile la oricare ingredient.

Pulberea orodispersabild cu imunoglobuline Y si lizozim — YLOP - cu functie nutritivi, probioticd,
antimicrobiani $i imunomodulatoare poate confine:

- factorii biologici cu actiune imunomodulatoare, antibacteriand, antivirald, antimicotici
(imunoglobulini, ovotransferine, lizozim, ovomucina, ovomacroglobulina s.a.)

- substante cu valoare nutritivd si biologica recunoscute (proteine, grisimi, carbohidrati, factori
de crestere, aminoacizi si acizi gragi esentiali, vitamine, minerale, enzime etc.).
- ingrediente cu recomandiri pentru sinitate de diverse origini( vegetald, mineral, animal etc)

Metoda de obtinere a pulberii orodispersabile cu imunoglobuline Y i lizozim cu functie
nutritivii, probioticii, antimicrobiana si imunomodulatoare consti in folosirea tehnicilor de
deshidratare la temperaturi moderate care protejeazi/mentin stucturile termolabile de interes
nealterate( imunoglobuline, lizozim, vitamin, enzime etc) in prezenta unor substante suport -
excipienfi §i atmosferd controlati, procese care conservi si stabilizeazd produsul, protejeazi
componentele bioactive §i  asiguri biodisponibilitatea acestora .

Prezenta inventie se referd la producerea i caracterizarea pulberii orodispersabile cu
imunoglobuline Y i lizozim cu functie nutritivii, probiotic, antimicrobiani si imunomodulatoare,
pentru orice combinatie realizati din oud integrale, din componentele oului sau a elementelor izolate
din oul integral, opfional ingrediente cu recomandiri pentru sanétate, excipienti si arome, in conditii de
temperaturd i atmosferd controlate.

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Metoda, conform inventiei constid in prelucrarea sub forma pulberii orodispersabile cu
imunoglobuline Y si lizozim cu functie nutritiva, probiotici, antimicrobiana §i imunomodulatoare
a oudlelor si optional cu ingrediente cu recomandéri pentru sinétate, prin deshidratare/uscare la
temperaturi de maximum 75 °® C in atmosferd de N 2, in prezenta unor excipienti si arome.

Pulberea orodispersabilid cu imunoglobuline Y i lizozim cu functie nutritivi, probiotici,
antimicrobiani si imunomodulatoare poate fi obtinuti din:

- ouintegral , ou integral §i adaos de componente nutritive / biologic active izolate din oul integral,
din albus, din galbenug, din membrane, din coaji s.a.

- orice altd combinatie a componentelor oului sau a elementelor izolate din oul integral.
La care se adauga:

-optional ingrediente cu recomandiri pentru sinitate( ( de origine vegetald, minerald, animald)
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-excipienti (amidon, sare, sucrozi, dulce de stevie, miere, melasa, sirop de agave, sirop de artar,
maltodextrina, manitol, amidon, dextran, lactoz3, fibre, FOS etc.), alte substante suport.

- aromatizanti(vanilie, cacao, cpsuni, banane etc.).

Oul crud sau componente ale acestuia se omogenizeazi cu un mix obtinut din excipienti, ingrediente
cu recomandiri pentru sinitate i aroma se supune unui proces de deshidratare( liofilizare, atomizare,
uscare in pat fluidizat etc ) in atmosfers de gaz inert — N2. Amestecul astfel obfinut este supus
simultan acfiunii a minimum doui procese de anabiozi care conduc la obfinerea pulberii
orodispersabile.

Primul este xeroanabioza prin deshidratarea partiala, prin folosirea caldurii si/sau a criodisecérii. Cel
de-al doilea, osmoanabioza prin adaos de excipienti §i anoxianabioza - atmosfera de gaz inert N2 agent
bioinhibitor .

Metoda de obtinere aplicatii duce la :

- reducerea contactului cu oxigenul in timpul procesului de uscare §i eliminarea riscului de
multiplicare a microorganismelor §i de oxidare a grsimilor din produs

- obtinerea unei pulberi cu caracteristici orodispersabile, cu solubilitate si palatabilitate superioare
unei pulberi realizate numai din ou, cu caracter higroscopic redus

- obtinerea unei pulberi conservate prin deshidratare, adaos de excipienti, procesare §i ambalare in
atmosfera controlati

- péstrarea, conservarea i concentrarea componentelor nutritive §i bioactive, si asigurarea
biodisponibilititii acestor( grasimi, proteine, enzime, IgY, lizozim, vitamine, minerale etc.)

- integrarea/incorporarea altor principii active in afara celor din ou, ingrediente cu recomandiiri
pentru sdndtate

Produsul astfel obtinut, se ambaleazi in recipienti din material cu rol de barierd de protectie
pentru lumini, vapori de api si gaze, pentru a impiedica rehidratarea pulberii. Optional se poate ambala
in vid sau gaz inert. Fluxul tehnologic este redat in Figura 2.

Adaosul de excipienti §i arome imbunatiteste palabilitatea produsului, estompind gustul brut
de ou. De asemenea, imbunatiifeste solubilitatea pulberii obtinute, astfel incat 1i imprima proprietifi
orodispersabile. in procesul de deshidratare, excipientii solubilizati in mix, recristalizeaza impriméand
produsului rezultat o texturd poroasi dar durd in acelasi timp, care permite realizarea unei pulberi
granulate prin sitarea §i/sau micinarea liofilizatului. Atmosfera controlatd reduce actiunea oxigenului
asupra microorganismelor §i grisimilor din produs, stopdnd cresterea microorganismelor si
oxidarea/rancezirea produselor, ceea ce confera stabilitate microbiologicd i fizico-chimicd pulberii
obtinute. Y.L.O.P. furnizeazi organismului nutrien{i esentiali, factori biologici, ingrediente active si
componente imunologice, intr-o formulé concentratii, conservati si stabilizata.

9
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METODA DE OBTINERE A PULBERII ORODISPERSABILE CU LIZOZIM S§I
IMUNOGLOBULINE Y CU FUNCTIE NUTRITIVA, PROBIOTICA, ANTIMICROBIANA SI
IMUNOMODULATOARE

Pulberea orodispersabilid cu imunoglobuline Y si lizozim cu functie nutritivi, probiotici,
antimicrobiani si imunomodulatoare se obtine din ou integral, sau din combinatii ale diferitelor
componente ale oului sau din ingrediente imunologic active din ouw/optional si alte ingrediente cu
indicatii pentru sinitate, in diferite proportii, care s& asigure un continut minim de ingredient activ:
imunoglobuline, vitamine, minerale, factori de crestere, factori de transfer, enzime, lizozim , colagen
fibre etc. .

Oul si ingredientele cu indicatii pentru sindtate, se omogenizeazi cu un mix de excipienti in
proportia necesard, astfel incét prin uscare continutul §i activitatea apei si fie reduse sub limita care
asiguri stabilitatea microbiologic# a produsului.

Amestecul este supus uscérii la temperaturi optime in atmosferd de N2 , pand la un confinut de
apid de maxim care asigurd conservabilitatea pulberii, prin metode care pistreazi structura §i activitatea
biologicd a componentelor de interes din oul crud si a celor addugate pentru menfiuni de sénitate(IgY,
lizozim, ovotransferine, vitamine, minerale, enzime etc.). Pulberea se ambaleazi in pungi multistrat,
optional in gaz inert sau vid.

Y.L.O.P., astfel obtinuti este conservatd si stabilizati, se poate depozita, transporta si
comercializa ca si ingredient alimentar/supliment alimentar , cu funcfie nutritivd, probiotica,
antimicrobiand §i imunomodulatoare.

MODELE RECOMANDATE DE OBTINERE $1 CARACTERIZARE A INVENTIEI

Cele patru 5 modele prezentate in continuare au drept scop ilustrarea si nu au intentia de a limita
scopul prezentei inventii.

Obtinerea pulberii orodispersabile prin deshidratarea la temperaturi sub 75 °C in atmosfera de
N 2 a omogenizatului din ou integral, cu adoaos de excipienti i aromi Vanilie Bourbon.

1.Evaluarea “ in vivo” a formulelor obtinute cu diversi carbohidrati

Formulele obfinute prin liofilizare din ou integral in atmosferd de N2 , cu adaos de excipienti gi
vanilie au fost evaluate “ in vivo” . Evaluarea a constat in mésurarea timpului de
dezagregare/solubilizare in cavitatea bucald a unei cantititi de 3g de pulbere, aprecierea gustului, a
volumului de reziduu si a palatabilititii totale. ( Tabel 1)

10
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Tabel 1 - Evaluarea “ in vivo” a diverselor formule deshidratate

Nr. Varianta testati Vi V2 V3 | V4 |V5 Vé6

Crt. [ Parametrul analizat/coninut de 36% |46% | 51% |30% | 40% | 50%
excipient

1. Dispersabilitate —Se disperseazi ugor in | x X X X X X
cavitatea bucala

2. Solubilizare — max. 5 min. X X X X X X

3. Gustul placut dulce aromat X X X X X X

4. Reziduu-cantitate X X X X X X
nesemnificativi/deglutitie facild

5. Palatabilitate totald -corespunzitoare X X X X X X

Proba M - martor — din ou integral liofilizat - Ramaéne sub forma de aglomerare in cavitatea
bucald, nu se disperseazi si se solubilizeazi foarte greu. Mirosul, gustul, aroma neplacute de pulbere de
ou brut. Palatabilitate totald redusi datorati senzatiei de gust, miros si aromé dezagreabile, obfinute din
masticarea §i degustarea pulberii martor ob{inuti numai din ou .

Concluzii testare:

Variantele procesate cu excipienti se disperseaza usor si uniform in cavitatea bucalé, proprietate
imprimati de adaosul de excipienti, care realizeaza granulafia produsului finit $i dezagragarea acestuia,
totodatd imprima i solubilizarea produsului . Aceasta proprietate nu se regiseste la formularea martor
cu ou integral simplu, fiird adaos de excipient. Solubilizarea se realizeazi diferit in functie de
concentratia in excipienti, intre 3 — Sminute, fiind mai rapid3 in cazul formulelor mai concentrate in
excipienti . Testele au fost reluate periodic la 6 luni pand la 24 luni, rezultatele inregistrate fiind similare
celor initiale.

2.Testarea contfinutului de lizozim

Pentru testarea continutului de lizozim s-a folosit metoda difuzimetrica.

Principiul metodei: pe o plac3 in care se incorporeazi culturd de Micrococcus lysodeicticus tulpini ATCC se
aplici probele de produs de analizat in godeuri practicate in gel. Prin difuzia lizozimului din probe se
formeazi in jurul godeului un halou( Figura 1)

Diametrul haloului este proportional cu concentratia lizozimului care lizeaza germenii inclugi in mediu.
Calculul concentratiei lizozimului s-a realizat, prin interpretarea valorilor pe curba etalon realizati cu
ajutorul unor concentratii standard. Misuri de asigurare a calitifii rezultatelor au fost folosirea standardului
de lizozim si tulpina bacteriana certificatd ATCC.

11
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Pulbere 4 probe cu diferiti carbohidrati 12g pulbere la 100ml a.d. agitat/ dizolvat/sedimentat/centrifugat i

am preluat doui dilutii (Tabel 2)

Tabel 2 - Rezultate testare lizozim prin metoda difuzimetrica

Nr.proba/dilutie | 1ml/0,5ml la 100ml] 2ml/Iml la 100ml 3ml/1,5 la 100ml
1 lizozim prezent lizozim prezent lizozim prezent
2 lizozim prezent lizozim prezent lizozim prezent
3 lizozim prezent lizozim prezent lizozim prezent
4 lizozim prezent lizozim prezent lizozim prezent

Concluzii testare:
La variantele testate de pulbere liofilizati a produsului finit, se observi ci:
- lizozimul se regédseste in toate variantele testate
- excipientii i aromele folosite au pistrat activitatea lizozimului
- concentrafiile diferite ale excipientilor nu au influentat activitatea lizozimului, aceasta
regisindu-se in toate formulele testate obtinute prin liofilizare
Rezultatele obtinute demonstreazi ci:
- tehnologia folositd conserva si pastreazi bioactiv lizozimul din ou
- adaosul de excipient{i si aromatizant nu afecteazi activitatea lizozimului
- lizozimul are efect antimicrobian asupra tulpinii de referin{d Micrococcus lysodeicticus tulpini
ATCC ceea ce demonstreazi activitatea antimicrobiana a pulberii liofilizate

3.Rezultate clinice §i paraclinice privind efectul probiotic, imunomodulator si reactia digestivi in
urma administririi YLOP

3.1 A fost administrati pulbere orodispersabild cu imunoglobuline Y si lizozim, pacientilor de virsta
a treia, cu virste cuprinse intre 67-92 ani, cu multiple patologii, sub observatie medicald permanenta,
timp de 8 siptimani (Tabel 3 )

12
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Tabel 3 Rezultate clinice §i paraclinice privind efectul probiotic, imunomodulator §i reactia digestiva la
pacienti varstnici

Parametru /varsta pacient 86 |67 (92 (78 |82 68 85 87 78
Tonus imbunatatit/mai activ/ mai X X X X [ X X - X X
energic

Modificare scaun X X X X | X X X X X
Flatulenta/accentuare/lipsa - - - - - X - - X
Imbunatatire tranzit X X X X | X X X X X
Balonare reducere - - - x | X - - X -
Ameliorare simptome diagnostic - X X x | X X X X -
principal

Accentuare simptome diagnostic X X - - X X - - X
principal

A crescut rezistenta la imbolnavire - X X X | X X - - X
Expunerea X - - X | X X X - X
sezoniera/colectivitati/viroze

Reducerea episoadelor de boala ca - X - X [ X - X X -
frecventa si intensitate

A crescut eficienta tratamentelor X X X - - X X X X
aplicate

Modificari imunogrami X [X |xX |x |Xx X ) ¢ X ) ¢
Concluzii:

- s-a observat imbunititirea tranzitului digestiv si au fost remediate diverse probleme digestive
(balonare, flatulents, aspect scaun, diaree, constipatie, infectii) efectul probiotic

- a crescut rezistenta la imbolndvire, ameliorare simptomatologie diagnostic principal i a crescut
eficienta tratamentelor aplicate

- s-a imbunététit tonusul , mai energici, mai activi
- efect imunomodulator demonstrat de modificérile imunogramelor

3.2 A fost administratd pulbere orodispersabild cu imunoglobuline Y si lizozim, copiilor cu virste
cuprinse intre 17 luni §i 9 ani , sub observatia permanenti a parintilor, timp de 8 siptimaéni - 11
pacienti (Tabel 4, 5, 6).

13
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Status sanatate Numar pacienti Observatii

séntos clinic 7 -

afectiuni acute in evolutie 4 Brongita acut#/astm bronsic

afectiuni cronice cunoscute 1 Dermatita atopica

imbolnaviri frecvente 212 Afectiuni respiratorii/astm viral

altele 3 Fond alergic(la polen), sensibilitate digestiva

Observatii privind evolutia afectiunilor prezente: ameliorare , disparitie , accentuare simptome

Tabel S — Evolutia afectiunilor prezente

Evolutia afectiunilor existente Numair pacienti Observatii

Ameliorare simptome 2 Bronsita acuti

Disparitie simptome 2 Brongiti acutd/astm
bronsic

Observatii privind statusul imunitar cresterea rezistentei la imbolnavire, la expunerea
sezonierd/colectivititi viroze/parazitoze, reducerea episoadelor de boala ca intensitate si frecventd, a
crescut eficienfa tratamentelor aplicate in diferite afectiuni

Tabel 6 - Evaluarea clinicd a statusului imunitar

Evaluarea statusului imunitar Numar pacienti
cresterea rezistenfei la imbolnavire 11

reducerea episoadelor de boali ca intensitate gi 9/2
frecventd/disparitia simptomelor

a crescut eficientd tratamentelor aplicate in diferite afectiuni 2

14
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S-a observant cregterea rezistentei la imbolndvire dupé o administrare de 60 de zile.

S-a observat cresterea eficientei tratamentelor aplicate in cazul virozelor respiratorii, dupa o
administrare de 60 de zile.
S-a observat ameliorarea sau disparifia simptomelor

4. Rezultate de laborator privind cregterea rezistentei nespecifice — prin monitorizarea unor
efectori celulari — leucocite — functie imunomodulare

S-a administrat Y.L.O.P. la pacienti cu leucopenii diagnosticate prin examene paraclinice-
hemoleucograme, timp de doui luni dupi care s-a ficut retestarea. Pacienti au trecut prin tratamente de
lungd duratd/infectii care au dus la instalarea imunodepresiei.

Administrarea s-a realizat in regim non-spitalicesc si rezultatele au fost furnizate de pacienti (Tabel 7).

Tabel 7 Rezultate privind cregterea numarului de leucocite

Nr. | Varsta | Numir leucocite Numiir leucocite dupd | Durata Diagnostic principal
Crt. inainte de administrare | administrare pulbere | administrérii
pulbere mii/pul mii/ pl
1 67 ani | 3640 4500 2 luni LLC
2 28 ani | 1600 5000 2 luni Cancer de sén
3 70 ani | 2800 4000 2 luni Hepatita virala
4 60 ani | 2000 4500 2 luni Hepatitd virala
5 25ani | 3650 6500 2 luni Hepatita virala
6 47 ani 1970 5030 2 luni Cancer pulmonar,
cerebral, hepatic

Concluzii: la pacienti cu véarste cuprinse intre 25 si 70 de ani diagnosticati cu leucopenii, dupd
administrarea pulberii orodispersabile cu imunoglobuline Y i lizozim s-a inregistrat cregterea numarului
de leucocite, efectori celulari ai imunititii si obtinerea efectului imunomodulator.
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5. Testarea continutului de AGL prin metode enzimatice

Pentru verificarea stadiului de oxidare a griasimilor din YLOP s-au realizat teste specifice de laborator cu

RO 135969 A2

Nr. Varianta testati Vi \'p V3 V4 \'A) Vé6

Crt. [ Parametrul analizat

1. Continut de excipient 36% 46% 51% 30% 40% 50%

2. Confinut grisime 32% 28% 25% 35% 32% 26%

3. Continut acid OH-butiric | <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
mg/kg

4. Continut acid lactic g/lkg | <0,0002 | <0,0002 | <0,0002 | <0,0002 | <0,0002 | <0,0002

ajutorul Kit-urilor enzimatice.

Tabel 8 Rezultate testelor enzimatice privind confinutul de acizi grasi liberi

Pulberile obfinute au un confinut bogat in grisimi susceptibile la oxidare in prezenta oxigenului si la
temperaturi ridicate.

Prin oxidare grisimile sunt descompuse in acizi grasi liberi AGL , acid lactic si OH-butiric care pot fi
determinati cantitativ prin metode biologice. In standardele de calitate a alimentelor sunt stabilite limite
maxime ale acestor compusi in produsele obtinute din oud. Continutul de acid lactic permis in produsele
din oui este 1000mg/kg, iar cel de acid hidroxibutiric este de 10mg/kg.

Determindrile realizate pe YLOP prin teste enzimatice au evidentiat cantititi foarte reduse de acid lactic
s1 hidroxibutiric, mult sub limitele stabilite prin normele alimentare.

Concluzii: metoda de obtinere in atmosfera controlati, in lipsa oxigenului creeazi conditii adecvate de
procesare §i protejeazi grasimile din structura produsului , acestea nu sunt degradate prin oxidare aspect
demonstrat de rezultatele de laborator ( Tabel 8).
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REVENDICARI
TITLUL BREVETULUI DE INVENTIE:
METODA DE OBTINERE SI CARACTERIZARE A PULBERII ORODISPERSABILE
CU LIZOZIM SI IMUNOGLOBULINE Y CU FUNCTIE NUTRITIVA, PROBIOTICA,
ANTIMICROBIANA SI IMUNOMODULATOARE

ACRONIM: Y.L.O.P.

Obiectivul prezentei inventii se refera la metoda de obtinere si caracterizare a pulberii
orodispersabile cu imunoglobuline Y si lizozim cu functie nutritivé, probiotica, antimicrobiana gi
imunomodulatoare - YLOP . Aceasta se obtine din ou# sau diferite combinatii ale componentelor
acestora, optional adaos de ingrediente cu recomandiri pentru sénitate, prin aplicarea
simultani a minimum doua tehnici de anabiozi.

in cadrul brevetului metoda de obtinere a YLOP din ou integral, sau din combinatii ale
diferitelor componente ale oului sau din ingrediente imunologic active din ou in diferite
proportii, optional adaos de ingrediente cu recomandiri pentru sinitate, asigurd un continut
minim de ingrediente active: imunoglobuline, vitamine, minerale, factori de crestere, factori de
transfer, enzime, lizozim , colagen etc. §i substanfe nutritive, cu funcfie probiotici,
antimicrobiani, imunomodulatoare, nutritivi etc. .

Metodele aplicate pentru obfinerea si caracterizarea a YLOP duc la urmitoarele
rezultate:

- conservarea §i stabilizarea microbiologic4, fizicd si chimici a pulberii orodispersabile, cu
rezultat cresterea perioadei de péstrare prin uscare, adaosul de excipienti si procesarea in
atmosferd inertd

- concentrarea componentelor nutritive §i biologice din ou si p#strarea componentelor bioactive
(de exemplu, imunoglobulina Y, vitamine , minerale , lizozimul etc), creste aportul de substante
nutritive §i energie , efect tonic §i nutritiv

- imbunititirea palabilitdfii §i solubilitidfii produsului, ceea ce 1i conferdi proprietifi
orodispersabile

- efect probiotic prin restabilirea echilibrului florei digestive prin sciderea competitiei
bacteriene in tubul digestiv si neutralizarea toxinelor , refacerea mucoasei digestive gi
reducerea permeabilitatii intestinale, optimizarea absorbfiei nutrientilor, reducerea tulburirilor
digestive si reglarea tranzitul digestiv, imbunititirea digestiei
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- efect imunomodulator, sustine imunitatea organismului, inclusiv in cazul bolilor autoimmune,
creste rezistenta la imbolniviri, ne imbolnivim mai rar, cu simptomatologie redusé, remisia mai
rapida, reduce stresul inflamator

- efect antimicrobian local i sistemic

1.Revendicarea potrivit careia metoda de obtinere YLOP este o metodi care se referd la
producerea acesteia din oud integrale sau orice combinatie cu/si/din elemente izolate din oul
integral, excipienfi i optional adaos de ingrediente cu recomandiri pentru sindtate .

2.Revendicarea potrivit cireia metoda de obtinere a YLOP se realizeazi prin aplicarea
concomitentd a minimum doud procese de anabiozi ( xeroanabiozii, osmoanabioza, adaosul de
excipienti etc.) .

3.Revendicarea potrivit cireia in metoda de obtinere a YLOP adaosul de substante excipient
are rol de conservant, rol de protectie, corector de gust , matritd suport , dezagregant etc.

4. Revendicarea potrivit cireia in metoda de obtinere a YLOP se folosesc temperaturi moderate
si atmosferd controlati care pastreazi, concentreazi si conservd componentele nutritive si
biologice de interes

5. Revendicarea potrivit cireia metoda de obtinere a YLOP poate fi utilizati ca §i metoda de
incorporare a diferitelor ingrediente active cu indicatii pentru sénéatate.

6. Revendicarea potrivit cireia prin metoda aplicati se obtine o pulbere orodispersabili cu
multiple ingrediente bioactive ( imunoglobuline Y, vitamine, minerale, lizozim etc) cu
palabilitate, dezagregare si solubilitate imbunétitite.

7.Revendicarea potrivit cireia YLOP asigurd un continut minim de ingrediente active:
imunoglobuline, vitamine, minerale, factori de crestere, factori de transfer, enzime, lizozim ,
colagen etc. .

8 Revendicarea potrivit cireia YLOP are functie probiotica, antimicrobians, imunomodulatoare.

9.Revendicarea potrivit cireia YLOP poate fi folosit ca si sursa de substante nutritive, macro si
microelemente.

10.Revendicarea potrivit cireia YLOP poate fi folosit pentru realizarea altor forme de prezentare
comprimate, capsule, acadele, dropsuri etc.

11.Revendicarea potrivit careia YLOP prin metoda aplicati se folosegte ambalare in vid sau
gaze inerte, in ambalaj multistrat cu rol de barierd de protectie faii de factorii externi: gaze,

vapori, lumini s.a.
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FIGURI

Figura 1. Imagine metoda difuzimetricd - Determinarea calitativa si cantitativa a lizozimului
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Figura . 2
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