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Inventia se refra la un procedeu de obtinere a biopoli-
merilor celuloza si dextran din biofilmele unor consoriji
simbiotice de drojdii si bacterii. Procedeul, conform
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biofilm/ peliculda de culturd de Kombucha sau biofilm/
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Cerere do brevet de Invaijio

PROCEDEU DE STIMULARE A FORMARII DE BIOPOLIMERI iN BIOFILMELE
CONSORTIILOR SIMBIOTICE DE DROJDII $1 BACTERII

Prezenta inventie se refera la un procedeu de stimulare a formérii biopolimeriior,
celulozé sau dextran, in biofilmele unor consortii simbiotice de drojdii si bacterii.

Sunt cunoscute procedee prin care se obtin biopolimeri, celulozé sau dextran, din
biofilmele specifice unor consortii simbiotice de drojdii si bacterii. Exemple de astfel de
consortii sunt consortile de Kombucha si de kefir-de-apa (water-kefir). Consortiile
Kombucha sunt formate din doua tipuri de bacterii producétoare de acizi organici (bacterii
acetice si bacterii lactice) si din drojdii osmofile (Villarreal-Soto, Beaufort et al. 2018).
Bacteriile acetice sunt cele care produc pelicula de celuloza bacteriana (Tran, Grandvalet
et al. 2020). Aceasta pelicula de celuloza este edificatd pe un suport initial, constituit de
o retea pseudo-hifald a drojdiilor osmofile (Tran, Grandvalet et al. 2021). Drojdiile sunt
inglobate in pelicula de celuloz3, care devine astfel mai expandata (Tran, Grandvalet et
al. 2021). In consortiile Kombucha exista o varietate de specii de drojdii (Villarreal-Soto,
Beaufort et al. 2018). Consortiile de kefir-de-apa sunt constituite tot din cele doua tipuri
de bacterii producatoare de acizi organici (bacterii acetice si bacterii lactice) si din drojdii.
Tn cazul kefirului de apa biopolimerul suport este dextran / a1,6-glucan, produs de cétre
Lactobacillus hilgardii (Fels, Jakob et al. 2018), iar speciile de drojdii sunt dominate de
Sacharomyces cerevisiae (Lynch, Wilkinson et al. 2021).

Celuloza din Kombucha este o sursa de nanoceluloza cu proprietati superioare
celei obtinute din plante (Dima, Panaitescu et al. 2017). Nanoceluloza (NC) este unul
dintre cei mai studiati biopolimeri datoritd interesantelor sale proprietati: rezistenta
mecanica ridicatd, suprafata specifica foarte mare, stabilitate chimica, hidrofilicitate,
cristalinitate, transparent3, biocompatibilitate, sensibilitate electro-magnetica,
conductivitate pentru protoni, reactivitate chimica de suprafata ridicatd, disponibilitate -
celuloza fiind cel mai abundent material regenerabil (Thomas, Duolikun et al. 2020).
Aceste proprietati fac ca nanoceluloza sa fie interesanta pentru diverse aplicatii, in diferite
domenii. In domeniul biomedicalffarmaceutic, nanoceluloza are multiple utilizari -
pansamente, dispozitive de sterilizare prin ultrafiltrare, sisteme de eliberare controlatd a
medicamentelor, suport pentru culturi celulare, regenerare tisulara sau biocimprimare
(Gregory, Tripathi et al. 2021, Nicu, Ciolacu and Ciolacu 2021). In industria alimentara,
nanoceluloza este ingredient alimentar functional, stabilizator alimentar sau aditiv in

nanocompozite cu proprietati diverse pentru ambalarea alimentelor (Abitbol, Rivkin et al.

1

L
/



RO 138119 A0

2016, Gomez, Serpa et al. 2016, Khorasani and Shojaosadati 2016, Bharimalla,
Deshmukh et al. 2017, Hubbe, Ferrer et al. 2017). Nanoceluloza a fost utilizata si pentru
obtinerea de membrane si adsorbenti pentru tratarea apelor uzate si procese de separare
(Hokkanen, Bhatnagar and Sillanpaa 2016, Yoshikawa, Tharpa and Dima 2016, De
France, Hoare and Cranston 2017, Liu, Geng et al. 2017, Mahfoudhi and Boufi 2017,
Voisin, Bergstrom et al. 2017). Sunt descrise aplicatii ale nanocelulozei si pentru
dispozitive de finaltd tehnologie: nanogeneratoare triboelectrice, tranzistori flexibili,
biosenzori, dispozitive de nanostocare energie, dispozitive nanofotonice (Gaspar,
Fernandes et al. 2014, Abitbol, Rivkin et al. 2016, Costa, Pingel et al. 2016, Hoeng,
Denneulin and Bras 2016, Sabo, Yermakov et al. 2016, Zhu, Luo et al. 2016, Du, Zhang
et al. 2017, Kim, Yim et al. 2017).

Cererea de brevet CN 113174416 A descrie un procedeu de producere a celulozei
bacteriene prin fermentarea sub-produselor rezultate in bucatarie cu Kombucha. Metoda
cuprinde urmatoarele etape: (1) pretratarea sub-produselor rezultate in bucatarie; (2)
hidroliza enzimatica eficienta a subproduselor intr-un substrat fermentescibil; (3)
adaptarea culturii de Kombucha la substratul fermentescibil rezultat din subprodusele de
bucatarie; 4) fermentarea Kombucha pe substratul hidrolizat enzimatic pentru a produce
celuloza bacteriana; si 5) colectarea si purificarea celulozei bacteriene.

Cererea de brevet WO2022266041 A descrie utilizarea celulozei de Kombucha ca
o sursa de celulozd nanocristalind care poate fi utilizata in locul sau in combinatie cu
aditivi alternativi pentru fibre, cum ar fi produsele din hartie si compozitele din hartie
ranforsatd, pentru a imbunatati o serie de functionalitati tehnologice.

Dextran / a1,6-glucan are excelente proprietdti de emulsionare, capacitate
peliculogena ridicata, o ratd scazuta de fotodegradare (3,8%) si proprietati mucoadezive
bune (aderentd Fmax de 1,065 N). Dextran / a1,6-glucan are o buna citocompatibilitate
si o activitate antibacteriana ridicata impotriva Escherichia coli si Staphylococcus aureus.
Exopolizaharidul din kefirul de apa este o materie prima valoroasad pentru aplicatii
farmaceutice, biomedicale si cosmetice (Lucena, Ramos et al. 2022).

Nu sunt cunoscute procedee care sa determine o stimulare a producerii de astfel
de biopolimeri suport pentru biofilmele consortiilor de drojdii si bacterii in timpul cultivarii
respectivelor consortii.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a dezvolta un procedeu prin
care sa fie stimulata producerea de biopolimeri suport, celuloza sau dextran, in biofilmele
specifice consortiilor de drojdii.
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Procedeul, conform inventiei, consta in urmatoarele etape:

v Prepararea mediilor de cultura specifice pentru Kombucha sau kefir de apa,
respectiv a unei infuzii de suspensii de frunze de ceai verde sau negru, 0,5 g in 100 ml
de apa clotocotinda, indulcitd cu zaharoza, in cantitate de 8 g la 100 ml de infuzie, sau
unei solutii de 7 g zahar la 100 ml ap3, la care se adauga of felie de lamaie;

v Inocularea mediilor de cultura specifice cu infuziei indulcite cu biofilm / pelicula de
cultura de Kombucha, sau de biofilm/ granule de kefir de apa, 5 grame biofilm umed la
100 de grame mediu de culturj;

v Adaugarea unui extract de polifenoli intr-o solutie apoasa de etanol 25%, din
frunze de catina, frunze de gutui, tescovina de struguri, tescovina de mere, care are o
activitate antioxidanta, exprimata ca IC50, respectiv concentratia care determina
reducerea a 50% din radicalul DPPH, de 2 mg/ml, in raport de 1 ml (concentratie 2 mg/ml)
la 100 ml cultura;

v Cultivarea consortiului SCOBY, Kombucha sau kefir de apa, timp de 10 zile sau,
respectiv, de 3 zile la temperatura de 23°C+2°C, recoltarea aseptica a biofilmului /
peliculei de Kombucha / granulei de kefir, prelevarea a doua treimi din cele 15 grame de
biofilm umed format pentru prelucrare in vederea obtinerii biopolimerului, celuloza sau
dextran, si utilizarea restului de 5 grame biofilm pentru reluarea ciclului de productie.

Prezenta inventie prezinta urmatoarele avantaje:

- Stimuleaza producerea de biopolimer specific biofilmului consortiilor de bacterii si
drojdii datoritd unor noi echilibre intre diferitele populatii microbiene, induse de
introducerea extractului antioxidant;

- Asigura producerea unor bauturi fermentate de tip Kombucha sau kefir de apa cu
o activitate antioxidantd crescuta, datoritd suplimentarii cu extracte polifenolice
antioxidante.

Tn continuare se prezints exemple de realizare a inventiei, care ilustreaza inventia
fara a o limita.

Exemplu 1. Se prepara intr-un flacon de sticla bruna de 1 litru 500 ml infuzie de
frunze de ceai negru (Camelia sinensis). Peste 2,5 grame de frunze de ceai se adauga
500 ml apa clocotinda. Se adauga 40 grame de zahar, se raceste la temperatura camerei.
Se inoculeaza cu 25 grame masa umeda de peliculd Kombucha si se adauga 5 ml de
extract de polifenoli intr-o solutie apoasa de etanol 25%, din frunze de catina care are o
activitate antioxidanta, exprimatd ca IC50, respectiv concentratia care determina

reducerea a 50% din radicalul DPPH, normalizata la 2 mg/ml. Se acopera falconul de

3

A



RO 138119 A0

sticla cu un tifon si se cultiva tirnp de 10 zile la temperatura unei camere climatizate, la
23°C+2°C. Dupa 10 zile se recolteaza aseptic biofilmul/ pelicula de Kombucha / granula
de kefir. Se preleveaza 50 grame din cele 75 grame de biofilm format pentru prelucrare
in vedereé obtinerii celulozei si se utilizeaza restul de 25 grame biofilm pentru reluarea
ciclului de productie.

Se lucreaza fata de o varianta experimentald in care nu se introduce extractui
polifenolic antioxidant. Tn varianta tratati cu extract polifenolic acumularea de pelicula
este cu 53,7% mai mare.

Exemplul 2. Se lucreaza ca in Exemplul 1, cu diferenta ca se foloseste extract de
polifenoli intr-o solutie apoasa de etanol 25%, care are o activitate antioxidanta,
exprimata ca IC50, respectiv concentratia care determina reducerea a 50% din radicalul
DPPH, normalizatéa la 2 mg/ml din frunze de gutui. In varianta tratata cu extract polifenolic
acumularea de pelicula este cu 56,3% mai mare.

Exemplul 3. Se lucreaza ca in Exemplul 1, cu diferenta ca se foloseste extract de
polifenoli intr-o solutie apoasa de etanol 25%, care are o activitate antioxidanta,
exprimata ca IC50, respectiv concentratia care determina reducerea a 50% din radicalul
DPPH, normalizata la 2 mg/ml din tescovina de struguri. in varianta tratatd cu extract
polifenolic acumularea de pelicula este cu 48,4% mai mare.

Exemplul 4. Se lucreaza ca in Exemplul 1, cu diferenta ca se foloseste extract de
polifenoli intr-o solutie apoasad de etanol 25%, care are o activitate antioxidants,
exprimata ca IC50, respectiv concentratia care determina reducerea a 50% din radicalul
DPPH, normalizatd la 2 mg/ml din tescovind de mere. In varianta tratatd cu extract
polifenolic acumularea de pelicula este cu 51,8% mai mare.

Exemplul 5. Se lucreaza ca in Exemplul 1, cu diferenta ca se foloseste kefir de
apd, iar cultivarea se face pentru 3 zile. In varianta tratatd cu extract polifenolic
acumularea de pelicula este cu 52,4% mai mare.

Exemplul 6. Se lucreaza ca in Exemplul 5, cu diferenta ca se foloseste extract de
polifenoli intr-o solutie apoasd de etanol 25%, care are o activitate antioxidanta,
exprimata ca IC50, respectiv concentratia care determina reducerea a 50% din radicalul
DPPH, normalizata la 2 mg/mi din frunze de gutui. in varianta tratata cu extract polifenolic
acumularea de pelicula este cu 51,2% mai mare.

Exemplul 7. Se lucreaza ca in Exemplul 5, cu diferenta ca se foloseste extract de
polifenoli intr-o solutie apoasd de etanol 25%, care are o activitate antioxidanta,

exprimaté ca IC50, respectiv concentratia care determina reducerea a 50% din radicalul
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DPPH, normalizata la 2 mg/ml din tescovin& de struguri. In varianta tratati cu extract
polifenolic acumularea de pelicula este cu 49,4% mai mare.

Exemplul 8. Se lucreaza ca in Exemplul 5, cu diferenta ca se foloseste extract de
polifenoli intr-o solutie apoasa de etanol 25%, care are o activitate antioxidanta,
exprimata ca IC50, respectiv concentratia care determina reducerea a 50% din radicalul
DPPH, normalizatd la 2 mg/ml din tescovind de mere. in varianta tratatd cu extract

polifenolic acumularea de pelicula este cu 54,1% mai mare.
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Revendicari

1. Procedeu conform inventiei caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: prepararea mediilor de cultura specifice pentru Kombucha sau kefir
de apa, respectiv a unei infuzii de suspensii de frunze de ceai verde sau negru, 0,5 g in
100 ml de apa clotocotinda, indulcitd cu zaharoz3, in cantitate de 8 g la 100 ml de infuzie,
sau unei solutii de 7 g zahar la 100 ml ap3, la care se adauga o felie de lamaie; inocularea
mediilor de cultura specifice infuziei indulcite cu biofilm / pelicula de cultura de Kombucha,
sau de biofilm/ granule de kefir de apa, 5 grame biofilm umed la 100 de grame mediu de
cultura; adaugarea unui extract de polifenoli intr-o solutie apoasa de etanol 25%, din
frunze de catina, frunze de gutui, tescovina de struguri, sau tescovina de mere, care are
o activitate antioxidantd, exprimatd ca IC50, respectiv concentratia care determina
reducerea a 50% din radicalul DPPH, normalizata la 2 mg/ml, in raport de 1 ml la 100 mi
cultura; cultivarea consortiului SCOBY, Kombucha sau kefir de apa, timp de 10 zile sau,
respectiv, de 3 zile la temperatura de 23°C+2°C, recoltarea aseptica a biofilmului /
peliculei de Kombucha / granulei de kefir, prelevarea a doua treimi din cele 15 grame de
biofilm umed format pentru prelucrare in vederea obtinerii biopolimerului, celuloza sau

dextran, si utilizarea restului de 5 grame biofilm pentru reluarea ciclului de productie.
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