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Inventia se referala o compozitie functionala, bazata exclusiv pe utilizarea extractului
atomizat din bazidiocarpul uscat al urmatoarelor specii de ciuperci salbatice comestibile
(recoltate din flora spontana a Romaniei): specii diferite din genul Boletus, Pleurotus eryngii,
Armillaria mellea si Tuber melanosporum. Produsul se utilizeaza pentru corectarea dereglarii
microbiotelor (amprentei microbiene), efect asociat patologiilor nutrifionale (de exemplu,
diabet) si cardiovasculare. Odata cu administrarea, se obfine si o crestere a capacitatii
antioxidante la nivelul colonului, datorita compozitiei in compusi bioactivi a ciupercilor, cu rol
in combaterea efectelor determinate de stresul oxidativ.

Problemele cauzate de aceste doua patologii sunt bine cunoscute si reprezinta unele
din cauzele principale de mortalitate la ora actuala. Patologiile sunt asociate cu un
dezechilibru la nivelul microbiotei colonului. Compozitia functionala conform inventiei reali-
zeaza un control al microbiotei acestor grupuri tinta de populatie, prin stimularea multiplicarii
tulpinilor favorabile (tulpini din genurile Lactobacillus si Bifidobacterium), ca mijloc direct de
actiune Tmpotriva cresterii glicemiei si a colesterolului din sange.

Interventia asupra microbiotei pentru controlul si diminuarea efectelor negative ale
unor patologii cu incidenta ridicata reprezinta o noutate in domeniul suplimentelor functionale
si conduce la obtinerea unui produs inovativ, fara toxicitate, bazat pe materii prime indigene.

Nu au fost identificate brevete care sa utilizeze specii de ciuperci salbatice comesti-
bile pentru controlul microbiotei colonului. in schimb, studiul publicat in PLoS One. 2016;
11(12): e0167754, a descris efectul pe care il exercita extractul apos bazat pe miceliul
Agaricus blazei Murill (82,4%), Hericeum erinaceus (14,7%) and Grifola frondosa (2,9%)
asupra tumorilor de la nivelul intestinului subtire si colonului la soareci.

Brevetul US 20140294997 A1 se refera la controlul greutatii si al cresterii capacitatii
metabolice prin administrarea unui produs/extract din fructe de padure. Produsul actioneaza
prin controlul structurii compozitiei microbiotei, reducerea microbiotei nedorite in scopul
scaderii greutatii corporale si a nivelului glucozei din sange.

Materia prima din care se obtine compozitia conform inventiei este constituita din
ciuperci comestibile salbatice si este bazata pe un amestec format din urmatoarele patru
specii de ciuperci: Boletus sp., Pleurotus eryngii, Armillaria mellea si Tuber melanosporum.
Componenta fenolica este esentiala in formularea compozitiei functionale, deoarece asigura
viabilitatea actiunii acesteia asupra microbiotei. Compozitia contine un extract atomizat, care
pastreaza nealterati compusii bioactivi (compusi fenolici), iar atomizarea extractului nu
determina degradarea acestora in timpul pastrarii.

Conform inventiei, compozitia functionala destinata controlului microbiotelor disbiotice
(scadere a diversitatii microbiene de la nivelul microbiotei colonului uman) contine (sub forma
atomizata) extract apos din Boletus sp., Pleurotus eryngii, Armillaria mellea si Tuber
melanosporum. Aceste ciuperci sunt amestecate, in rapoarte de greutate 30:7:2:1, la care
se adauga in raport de 7% (7 g/100 mL extract) maltodextrina, ca excipient farmaceutic.

Compozitia atomizata din ciuperci salbatice comestibile are urmatoarele efecte
asupra/la nivelul microbiotei colonului uman: adjuvant in disfunctii ale microbiotei colonului
cauzate de patologii cardiovasculare si boli nutritionale (diabet), corectare a metabolismului
microbian prin echilibrarea amprentei microbiene a microbiotei, stimulare a multiplicarii
tulpinilor favorabile din colonul uman.

Ciupercile comestibile din flora spontana reprezinta o sursa naturala de compusi
bioactivi (acizi fenolici, in principal) si actioneaza pentru mentinerea echilibrului microbian
din colonul uman. Prezenta unei microbiote favorabile, stabile reprezinta o garantie a unei
stari de sanatate bune, rezultdnd o reechilibrare a funcitiilor fiziologice normale. Avantajele
formulei propuse rezulta din faptul ca reprezinta o modalitate lipsita de toxicitate si efecte
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secundare si ca actioneaza in scopul multiplicarii tulpinilor favorabile din genurile
Lactobacillus si Bifidobacterium. Caracteristicile metabolice pe care le determina demon-
streaza prezenta unor compusi bioactivi (compusi fenolici) care este corelata cu profilul
fermentativ de la nivelul colonului si cu numarul tulpinilor favorabile. Aceasta compozitie
functionala se bazeaza pe un substrat natural care stimuleaza procesele fermentative si
reduce actiunea microbiotei patogene (de exemplu, enterobacterii). Reechilibrarea micro-
biotei previne efectele flatulentei prin reducerea sintezei unor compusi ce determina senzatia
de balonare (ionii de amoniu).

Se da in continuare un exemplu de realizare a compozitiei conform inventiei.
Compozitia functionala atomizata a fost realizata conform urmatoarelor etape:

1. Ciupercile (Boletus sp., Pleurotus eryngii, Armillaria mellea si Tuber
melanosporum) se recolteaza, se sorteaza, se spala si se usuca in curent de aer pana la
greutate uscata. Apoi se dozeaza amestecul de ciuperci, exprimat in rapoarte de greutate -
30:7:2:1 si se maruntesc.

2. Se amesteca cu enzima de extractie (Viscozyme L, Novozyme, Danemarca) in
cantitate de 3 mL/kg ciuperci si se supun procesului de extractie in turboextractor (conceptie
si producator Hypericum Impex SRL) timp de 3 h, la 40°C.

3. Extractul 1 se obtine prin presarea amestecului cu o presa cu tambur.

4. Resturile de ciuperca se introduc intr-un infuzor cu abur, la 120°C, iar extractul 2
se obtine identic cu extractul 1.

5. Se amesteca mecanic extractul 1 si 2 si solutia se decanteaza.

6. Decantatul se filtreaza manual, prin filtre cu porozitate mare (fabricate din tabla de
inox austenitic cu diametrul intre 0,5 si 1 mm), folosite pentru filtrarea solufiei care urmeaza
a se introduce in atomizor.

7. Lichidul rezultat se amesteca manual cu 7 g/100 mL lichid (extract) de
maltodextrina (indice de dextroza 17%) pana la omogenizare totala.

8. Amestecul rezultat se atomizeaza (Spry-Dry, Niro, Danemarca) si se colecteaza
pulberea rezultata.

9. Cu o masina de dozare capsule se realizeaza (se umplu) capsule enterosolubile
(gastrorezistente), cu o greutate medie de 240 mg/capsula.

Valoarea biologica a compozitiei functionale s-a realizat printr-o serie de teste in vitro
(realizate la o concentratie standard de 1 mg/mL):

- compozitia functionala atomizata destinata microbiotei umane manifesta o activitate
antioxidanta totala de peste 90% si o putere de reducere de 0,27;

- produsul functional atomizat destinat microbiotei umane are un continut total de
compusi fenolici de 7,8 pg/mL echivalent acid galic.

Pentru demonstrarea efectelor biologice ale compozitiei conform inventiei asupra
microbiotei umane s-au realizat o serie de teste in vitro, intr-un sistem de simulare
unicameral (Brevet RO 127801 B1), Faza 2 din brevet. in aceste teste biologice in vitro s-a
utilizat o microbiota obtinuta de la voluntari maturi, care sufera de disfunciii nutrifionale
(experiment 1) si boli cardiovasculare (experiment 2). Probele au fost obfinute in urma
prelevarii de fecale, steril.

Microbiota a fost reconstituita in apa peptonata, dupa 7 zile. Produsul (capsule
gastrorezistente) a fost administrat dupa aceasta perioada, conform protocolului detaliat in
brevetul RO 127801 B1.
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Experiment 1

Administrarea capsulelor in vitro in cazul microbiotei persoanelor care sufera de
disfunctii nutritionale (de exemplu, diabet de tip 2) a determinat o variatie semnificativa a
numarului de microorganisme nefavorabile (exprimata ca variatie pozitiva a enterobacterii-
lor). in primul segment de colon (colonul ascendent) variatia acestor bacterii a fost de aproxi-
mativ 1,0 log UFC/mL, comparativ cu proba martor (microbiota de la o persoana sanatoasa
din punct de vedere clinic). Desi numarul lor a variat cu 0,5 log UFC/mL de la un segment
la altul al colonului, la finalul etapei de simulare in vitro, diferenta s-a pastrat fata de proba
martor.

Tulpinile favorabile (bacteriile din genul Lactobacillus si Bifidobacterium) au scazut
cu maximum 1 log UFC/mL in timpul tranzitului prin colonul ascendent. S-a ajuns la o valoare
de aproximativ 7 log UFC/mL. Odata cu trecerea in segmentul transversal si in colonul
descendent, variatia microorganismelor a fost din ce in ce mai putin, cu un maxim de 0,5 log
UFC/mL. La nivelul colonului descendent, tulpinile din genurile Lactobacillus si
Bifidobacterium s-au mentinut intr-un numar constant.

Amprenta metabolomica a prezentat cateva caracteristici prin determinarea unor
valori ridicate de amoniu (NH,"; determinat cu The Ammonium Quanto fix kit; Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Germany) si valori scazute ale L(+)-lactat (Lactate Assay Kit;
Merck KGaA, Darmstadt, Germany), cuprinse intre 1-5 mM. Nivelul maxim de amoniu a fost
identificat in colonul descendent, de aproximativ 200 mg/L. Valorile obtinute au fost mai mari
pentru toti parametrii cu aproximativ 10% fata de microbiota martor.

Este de asteptat ca administrarea compozitiei functionale, ca urmare a cresterii
activitatii fermentative (sinteza de amoniu), sa determine balonare, flatulenta, cu toate ca
raportul dintre tulpinile favorabile si cele nefavorabile a fost unul echilibrat. Administrarea
ajuta la fermentarea superioara a nutrientilor si eliberarea unor componente biologice
(compusi fenolici Tn amestec cu alti compusi bioactivi - resturi polizaharidice).

Experiment 2

Administrarea capsulelor in vitro in cazul microbiotei persoanelor care sufera de
disfunctii cardiovasculare (de exemplu, hipertensiune) a determinat un efect pozitiv, prin
cresterea cu peste 1 log UFC/mL a numarului de tulpini favorabile. Cresterea a fost una gra-
duala (aproximativ 0,2 log UFC/mL, in 24 h), cu un maximum Tnregistrat in ultimul segment
(0,5 log UFC/mL). Numarul tulpinilor din genul Lactobacillus a depasit cu 3 log UFC/mL
tulpinile din genul Bifidobacterium. Tulpinile din aceste doua genuri au avut o valoare egala
cu cea a enterobacteriilor, demonstrand o instaurare a homeostaziei la nivelul microbiotei.
Aceste date au fost obfinute Tn comparatie cu lotul martor (netratat), unde acest efect nu a
putut fi identificat.

Scaderea de pH in primul segment a fost una accelerata (pH < 5 1n 24 h de la
administrare), fiind Tnregistrata si o cantitate semnificativa de L(+)-lactat (peste 5 mM).
Amoniul (NH,") a fost identificat in cantitate redusa, sub 50 mg/L.

Modularea microbiana a fost una pozitiva in cazul persoanelor ce sufera de disfunciii
cardiovasculare, fiind o compozitie functionala utila in corectarea efectelor secundare
(probleme digestive si perturbarea biodisponibilitatii unor compusi bioactivi) rezultate din
prezenta disbiozei. Sansele de a dezvolta efecte secundare sunt nule, neexistand tendinta
acumularii de produsi metabolici care sa aiba o influenta negativa.
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Revendicare

Compozitie functionala din ciuperci salbatice comestibile, destinata echilibrarii
amprentei microbiotei bolnavilor cardiovasculari si a celor ce sufera de disfunciii nutritionale,
caracterizata prin aceea ca este un extract obtinut dintr-un amestec de ciuperci din genul
Boletus sp., Pleurotus eryngii, Armillaria mellea si Tuber melanosporum, in raport, in
greutate de 30:7:2:1, la care se adauga 7% maltodextrina, procent exprimat in greutate, ca
excipient farmaceutic.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
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