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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de prelucrare a
polenului colectat de albine in scopul cresterii biodis-
ponibilitatii si eficacitatiicompusilor actividin grauncioa-
rele de polen. Procedeul, conform inventiei, consta in
etapele: fermentarea semisolida a polenului colectat de
albine, omogenizat impreuna cu 0,5 g miere poliflora la
9,5% polen, la temperatura camerei, timp de 2 zile,
amestecarea a 30 g polen fermen- tat semisolid cu
200 ml apa distilatd si ultrasonareatimp de 5 min. la
750 W si o frecventa de 30 kHz, adaugarea a 8 g tarate
de grau si 4 g huste care contin cel putin 10° ufc/g

lactobacili si fermentare timp de 3 zile la 30°C, macina-
rea amestecului timp de 1 min., ultrasonarea tip de
20 min, urmata de racirea amestecului la 4°C, timp de
2 h si uscarea prin liofilizare, rezultdnd polen care eli-
bereaza cantitéti suplimentare de compusi bioactivi,
polifenoli i siliciu solubil, respectiv, acizi hidroxicinamici
si pre- si post-biotici, cu mentinerea bioactivitatii com-
pusilor termolabili si cresterea duratei de pastrare.
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PROCEDEU DE CRE$TERE A BIODISPONIBILITATII $I EFICACITATII
COMPUSILOR BIOACTIVI DIN POLENUL COLECTAT DE ALBINE

Prezenta inventie se referd la un procedeu de crestere a biodisponibilitatii si
eficacitatii compusilor bioactivi din polenul colectat de albine, in primul rand polifenoli si
biosiliciu, al carui scop este imbunatatirea calitatii suplimentelor nutritive, dispozitivelor
medicale si/sau produselor cosmetice pe baza de polen.

Sunt cunoscute o serie de procedee pentru cresterea biodisponibilitatii compusilor
bioactivi din polen. Acesti compusii bioactivi din polen includ polifenolii (Rzepecka-Stojko
et al. 2015, Molecules, 20(12), 21732-21749), in special flavonoidele (Algethami et al.
2022, Nutrients, 14(14), 2858), si mineralele (Thakur si Nanda, 2020, Trends in Food
Science & Technology, 98, 82-106), inclusiv siliciu solubil (Utoiu et al.
2018, Nutrients, 10(10), 1365). Biodisponibilitatea acestor compusi din polen este redusa
cu peste 50% datorita structurii peretelui graunciorului de polen (Kosti¢, et al. 2020.
Biomolecules, 10(1), 84). Componenta principala a peretelului celular al grédunciorului de
polen este sporopolenina, un biopolimer care nu este biodegradabil si care are o
rezistentd mecanica remarcabild (Maruthi si Ramakrishna 2022, International Journal of
Biological Macromolecules, 222, 2957-2965).

Cererea de brevet RO135449 A2 se refera la un procedeu de obtinere a unor
comprimate masticabile cu polen si vitamina C naturalda. Procedeul, conform inventiei,
consta in etapele de pulverizare a polenului de albine pulbere pana la un grad de finete
de 200...800 ym, prepararea extractelor uscate din fructe de macese, catina, acerola,
merisoare sau coacdze si standardizarea acestora in continutul de acid ascorbic,
respectiv, acid ascorbic si beta-caroten, prepararea comprimatelor masticabile prin
amestecarea a 100...500 parti in greutate polen, 45...100 parti extract standardizat,
25...50 parti miere ca agent liant si 75...150 parii glucoza, eventual un aromatizant,
calibrarea umeda si uscata a granulatului si comprimarea acestuia, rezultand comprimate
cu o greutate de 05.2 g, c¢cu aspect marmorat, gust dulce
$i biodisponibilitate imbunatata.

Cererea de brevet RO135449 A2 mentioneaza cresterea biodisponbilitatii, dar nu
revendica etape care sa determine ruperea peretelui graunciorului de polen si cresterea
biodisponbilitatii rezultatad din aceasté rupere a peretelui celular.

Brevetul RU 2538635 C2 prezinta un procedeu de prelucrare a polenului de albine

care implica extragerea componentelor lipofile cu bioxid de carbon supercritic, urmata de
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hidroliza enzimatica a fractiei hidrofile. Fermentatul este separat in faze solida si lichida,
faza solida este uscata, iar faza lichida este filtrata si conservata prin adaugarea de sorbat
de potasiu si benzoat de sodiu. Acest procedeu foloseste conservanti chimici care au o
acceptabilitate redusa pentru consumatori. Defectul sdu major este insa dat de faptul ca
prin operatiile de extractie si fractionare distruge complexitatea sistemului reprezentat de
compusii bioactivi din polen.

In general, dezavantajul unor astfel de procedee care urméresc fractionarea i
purificarea componentelor bioactive din polen este dat de faptul ca distrug sisteme
complexe in incercarea de a le creste biodisponibilitatea. Un produs complex este mai
mult decat suma partilor sale componente, datoritd caracteristicilor emergente, adica
"comportamente neasteptate care rezultd din interactiunea dintre componentele unei
aplicatii si mediul lor" (Johnson, Reliability Engineering & System Safety, 91(12), 1475-
1481). Una dintre cele mai cunoscute proprietati emergente in sistemele complexe este
sinergia, adica Tmbunatatirea reciproca a activitatilor biologice ale diferitelor ingrediente
biologic active. In general, compusii biologici sunt mai activi in combinatiile lor naturale
fata de compusii extrasi.

O solutie de crestere a biodisponibilitatii compusilor bioactivi din polen este cea de
fermentare cu microorganisme. Aceasta solutie este biomimetica, pentru ca este similara
modului in care este crescuta biodisponibilitatea componentelor bioactive in pastura —
polenul fermentat de albine (Aylanc et al. Trends in Food Science & Technology, 109,
464-481).

Cererea de brevet W02020016770 A1 descrie un procedeu biotehnologic pentru
producerea unui polen fermentat care cuprinde inocularea polenului cu cel putin o
bacterie lactica din specia Lactobacillus kunkeei selectata dintre tulpinile L. kunkeei PF12
(DSM 32843), PF13 (DSM 32845) si/sau PL13. (DSM 32844) si fermentarea polenului
inoculat cu bacteriile lactice inoculare. Polenul fermentat obtinut are proprietati nutritive
si organoleptice asemanatoare pasturii produse in mod natural in interiorul fagurelui
stupului si isi gaseste aplicatie in domeniul alimentar si nutraceutic. Procedeul brevetat
include tulpinile de L. kunkeei PF12 (DSM 32843), PF13 (DSM 32845) si/fsau PL13 (DSM
32844) ca atare si compozitii care cuprind aceste tulpini.

Cererea de brevet CN115537344 A dezvaluie un procedeu pentru imbunatitirea
continutului gi activitatii substantelor antioxidante din polenul de pin prin utilizarea
fermentatiei cu Rhizopus oryzae. Procesul cuprinde urmétoarele etape: prepararea unui

mediu de cultura lichid de polen de pin, inocularea cu R. oryzae si fermentarea pentru a
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obtine un produs de fermentatie. Conform metodei descrise in inventie, continutul de
polifenoli, continutul de flavone si activitatea antioxidantd a polenului de pin sunt
imbunatatite prin fermentare.

Dezavantajul unor astfel de procedee in care se aplicd doar procedee de
fermentare este dat de actiunea exclusiv biochimica asupra peretelui celular. in cazul
pasturei are loc si un proces de dezagregare mecanica a peretelui celular, datorita
masticarii grauncioarelor de polen de catre albinele lucratoare (Kieliszek et al.
2018, Trends in Food Science & Technology, 71, 170-180).

Cererea de brevet CN112956668 A descrie un procedeu care implica macinarea
fina a polenului, urmata de suspendarea in apa distilata, intr-un raport material-lichid de
1:10-1:30 si ajustarea pH-ului la 6 £0,5, tratarea cu ultrasunete la o putere de 800 W si o
frecventa de 80 kHz la 30 grade C timp de 15 minute si hidroliza enzimatica secventiala.
Hidroliza enzimatica secventiala implica adaugarea a 5% pectinaza, efectuarea hidrolizei
enzimatice la 45°C, pH 5, timp de 6 ore, adaugarea de 10% papaina, efectuarea hidrolizei
enzimatice la 55°C, pH 5, timp de 6 ore, adaugarea de 8% celulaza si efectuarea
hidrolizei enzimatice la 55 grade C, pH 5, timp de 6 ore.

Cererea de brevet DE102010022994 A1 revendicad un procedeu care implica
omogenizarea polenului intr-un omogenizator cu piston la 100 MPa, urmata de
fermentarea cu Streptococcus. Lichidul fermentat este fie folosit pentru obtinere de
bauturi, fie este filtrat steril si uscat prin liofilizare.

Dezavantajul acestor procedee este ca aplica aceste etapele de dezagregare
mecanica indusa de fortele de forfecare din lichide, inaintea celor biochimice (enzimatice,
microbiologice) si nu in timpul sau dupa acestea. Prin fermentarea polenului are loc nu
numai o crestere a biodisponibilitatii ingredientelor bioactive din polen, ci si o formare a
unor compusi post-biotici care cresc valoarea biologica a produselor rezultate (Utoiu et
al 2018, Nutrients, 10(10), 1365). Intercalarea etapelor de dezagregare mecanica si de
fermentare amplifica formarea compusilor post-biotici, care potenteaza compusii bioactivi
din polenul colectat de albine, crescandu-le eficacitatea.

Problema tehnicd pe care o rezolva inventia este de a realiza un procedeu
combinat, prin care procesele de fermentare si dezagregare mecarica prin forte de
forfecare induse in lichide sa se potenteze reciproc pentru a creste biodisponibilitatea si
pentru a se méri eficacitatea compusilor bioactivi din grauncioarele de polen, datorita
ruperii peretilor celulari si combinarii actiunii componentelor bioactive din polen cu cele
produse in fermentatie.



RO 138174 A0

Procedeul conform inventiei consta Tn urmatoarele etape:

v Fermentarea semisolidad a polenului colectat de albine, omogenizat Tmpreuna cu
0,5 gram de miere poliflora la 9,5 grame de polen, la temperatura camerei, timp de 2 zile;
v Amestecarea a 30 grame de polen fermentat semisolid, cu 200 ml de apa distilata
si ultrasonarea timp de 5 min la 750 W si o frecventa de 30 kHz;

v Adaugarea peste cele 30 grame de polen fermentat semisolid, omogenizate in 200
mi de ap3, a 8 grame de tarate de grau si 4 grame de huste care contin cel putin 108 ufc/g
lactobacili, si fermentarea timp de 3 zile la 30 grade;

v Macinarea coloidala a polenului' fermentat, taratelor si hustelor, impreuna cu
mediul de fermentatie timp de 1 min, ultrasonarea timp de 20 min la 750W si o frecventa
de 30 kHz, urmata de racirea amestecului la 4°C timp de 2 ore si uscarea prin liofilizare.

Procedeul prezintd urmatoarele avantaje:

v' Elibereaza cantitdti semnificative de compusi bioactivi, polifenoli si siliciu
solubil, din grauncioarele de polen, datoritd actiunii combinate a proceselor
de fermentare si dezagregare mecanica;

v Combina actiunea fermentativa a bacteriilor lactice fructofile de pe polen si
a bacteriilor lactice din bors pentru a elibera compusii bioactivi din
grauncioarele de polen;

v Elibereaza cantitati suplimentare de acizi hidroxicinamici si de siliciu din
tarate, care potenteaza suplimentar actiunea compusilor bioactivi din polen;

v' Formeaza compusi para-probiotici ca urmare a inactivarii si ruperii peretilor
celulari ai bacteriilor lactice sub actiunea ultrasunetelor;

v" Combina actiunea compusilor bioactivi din polen cu actiunea compusilor
pre- si post-biotici formati ca urmare a dezvoltarii bacteriilor lactice specifice
borsului;

v’ Mentine bioactivitatea compusilor termolabili si creste durata de pastrare
datorita uscarii prin liofilizare.

In continuare se prezinta exemple de realizare care ilustreaza inventia fara a o
limita.

Exemplul 1. Se jau 38 grame de polen polifloral cules de albine si se
omogenizeaza cu 2 grame de miere poliflora. Analiza palinologica a polenului cules de
albine arata o compozitie majora semnificativa de 40% polen de Helianthus annuus, si o
componenta minora semnificativa, de 5-10%, de Robinia pseudoacacia, Zea mays, Tilia

spp., Fagus sylvatica. Se lasa la temperatura camerei, intr-un borcan de 400 m! sterilizat,
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timp de 2 zile. Se iau 30 grame de polen fermentat semisolid, pe care s-au dezvoltat
bacteriile lactice fructofile specifice polenului si mierii, si se trec intr-un alt borcan de sticla,
sterilizat prin autoclavare (10 min, 121°C), impreuna cu 200 ml apa distilata. Se introduce
sonotroda unui echipament de ultrasonare (Sonics VCX-750 Vibracell Ultrasonic, Sonics,
Newtown, CT, SUA) si se ultrasoneaza timp de 10 min la 750 W si o frecventa de 30 kHz.
Peste cele 30 grame de polen omogenizate in 200 ml de apa se adauga 8 grame de
tarate de grau si 4 grame de huste. Taratele de gréu au un continut de 68,8 g/100g s.u.
carbohidrati, 2,3g/100g s.u. proteine, 3,99/100g s.u. lipide, si fibre 25,1g/100g s.u.
Hustele, provenite din sedimentul de la o culturd de bors, contin cel putin 108 ufc/g
lactobacili. Borcanul este acoperit cu tifon steril si pastrat la 30°C timp de 3 zile.

Dupa cele 3 zile polenul fermentat, taratele si hustele se trec impreuna cu mediul
de fermentatie printr-o moara coloidald cu stator-rotor (magic LAB®, IKA, Staufen,
Germania) timp de 1 min. Suspensia rezultata este colectata in borcanul de 400 ml in
care s-a facut fermentarea si este ultrasonata cu un echipament de ultrasonare (Sonics
VCX-750 Vibracell Ultrasonic, Sonics, Newtown) timp de 20 min la 750W si o frecventa
de 30 kHz. Amestecul rezultat se raceste la frigider la 4°C timp de 2 ore. Se trece in
incinta unui liofilizator (CoolSafe 4-15 L, LaboGene, Lilerod, Danemarca) si se usuca.

In proba de polen fermentat se determina polifenolii totali, flavonoide totale, acizi
hidroxicinamici totali, activitatea antioxidantd (FRAP), siliciul solubil, activitate
antimicrobiand si citocompatibilitate. Analizele au fost facute comparativ pe polen
mentinut in apa (30 grame in 200 ml apa), bors si polen fermentat conform acestui
Exemplu 1.

S-a determinat continutul total de polifenoli (TPC) prin metoda Folin-Ciocalteu
(Dimitriu et al., 2022, Antioxidants 11, 2194). Peste 10 pL de probé / standard s-au
adaugat 90 pL de apa bidistilata. Dupa adaugarea a 10 pL de reactiv Folin-Ciocalteu,
placa a fost agitatd timp de 5 minute. Peste solutia obtinutd s-au pipetat 100 pL de
Na2COs 7% si 40 pL de apa bidistilatd. Dupa incubarea plécii la ternperatura camerei timp
de 60 de minute s-au inregistrat valorile absorbantelor la A =765 nm. Curba de calibrare
s-a realizat pornind de la o solutie stoc de 500 pg/mL acid galic in etanol 70%, in intervalul
de concentratii 0-250 pg/mL (CLARIOstar BMG Labtech, Ortenberg, Germania).

Pentru determinarea continutului total de flavonoide (TFC) s-au amestecat 25 uL
de probd / standard cu 25 pL acetat de sodiu 10%, 30 pL AICls 2.5% si 170 L apa
distilatéd. Dupa 45 de minute de incubare la temperatura camerei, absorbanta a fost

masurata la A= 430 nm folosind un cititor de placi. Curba de calibrare s-a realizat pornind
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de la o solutie stoc de 500 pyg/mL quercetina in etanol 70%, in intervalul de concentratii
0-100 pg/mL(Dimitriu et al., 2022, Antioxidants 11, 2194).

Continutul total de acizi hidroxicinamici (HAY) a fost determinat printr-o metoda
adaptata dupa European Pharmacopoeia 7.0 (EDQM, 2011). Peste 25 pL de proba /
standard s-au adaugat 50 uyL. HCI 0,5 M, 50 pL de solutie de 1% azotit de sodiu si 1%
molibdat de sodiu, 50 uL de NaOH 8,5% si 75 uL de apa bidistilata. Probele au fost agitate
si citite spectrofotometric la A= 524 nm folosind un cititor de placi. Pentru determinarea
continutului de acizi hidroxicinamici s-a realizat o curba de calibrare pornind de la o solutie
stoc de 1 mg/mL acid clorogenic, in intervalul de concentratii 0-300 pg/mL (Dimitriu et al.,
2022, Antioxidants 11, 2194).

Pentru determinarea activitatii antioxidante FRAP s-au preparat 3 solutii, respectiv
tampon acetat de sodiu 300 mM, pH=3,6, 10 mM TPTZ in 40 mM HCI si 20 mM FeClsz in
apa bidistilata. Reactivul FRAP a fost preparat prin amestecarea a 10 parti de solutie
tampon acetat de sodiu 300 mM, pH=3,6 cu o parte solutie TPTZ 10 mM si o parte solutie
de FeCl3 20 mM (10:1:1). Reactivul FRAP a fost tinut pe baie de apa la temperatura de
37°C. Peste 15 plL proba / standard s-au adaugat 285 pL reactiv FRAP, solutia obtinuta
fiind incubata timp de 30 minute la temperatura de 37°C la intuneric. Dupa incubare,
probele au fost centrifugate la 6000 rcf, iar absorbanta a fost citita la A= 593 nm utilizénd
un cititor de placi. Curba de calibrare a fost realizata in intervalul de concentratii 0-450
pM Trolox, pornind de la o solutie stoc de Trolox 10 mM in etanol (Thaipong et al.. 2006,
Journal of food composition and analysis, 19, 669-675)

Siliciul solubil, a fost determinat spectrofotometric prin citirea absorbantei la A=410
nm, conform protocolului din kitul Supelco Silicate Test (1.00857.0001, MQuant®Supelco,
Merck, Darmstadt, Germania) pentru determinarea siliciului (acid silicic). Pentru
determinarea continutului de siliciu solubil din bors, polen si bors cu polen s-a folosit
kitul MQuant® Colorimetric Test (Merck, Darmstadt, Germariia). Astfel, peste 20 mL de
proba martor / proba diluata s-au adaugat 3 picaturi din reactivul Si-1. Amestecul a fost
agitat si incubat tirmp de 3 minute la temperatura camerei. Ulterior, au fost adaugate 3
picaturi din reactivul Si-2 si 10 picaturi din reactivul Si-3, iar probele au fost agitate si
incubate timp de 2 minute la temperatura camerei. Concentratia de siliciu solubil a fost
determinata cu ajutorul gradatiei de culoare in intervalul 0,01 la 0,25 mg/L Si.

Activitatea anti-microbiana a fost determinata fatd de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, prin metoda semicantitativa a difuziei.
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Testele de evaluare a biocompatibilitatii au fost realizate pe fibroblaste gingivale
(HGF-1, ATCC). Analiza viabilitatii si proliferarii celulare s-a realizat dupa 24 h de la
tratament prin combinarea testului LIVE/DEAD care utilizeaza calceina-AM (acetoximetil)
si homodimerul de etidiu (EthD-1) pentru diferentierea celulelor viabile (fluorescenta
verde) de celulele moarte (fluorescenta rosie), cu testul CCK-8, ce cuantificd numarul de
celule viabile metabolic active. Calceina AM reactioneaza cu esterazele intracelulare ale
celulelor viabile si emite o fluorescenta verde la A=494/517 nm. Homodimerul de etidiu
patrunde in nucleul celulelor cu membrana plasmatica lezata, se intercaleaza intre bazele
azotate ale acizilor nucleici si emite o fluorescenta rosie la A=528/617 nm. Testul CCK-8
se bazeaza pe reducerea unei sari de tetrazoliu, WST-8, de catre dehidrogenazele
celulare, la un formazan de culoare galbend, solubil in mediul de cultura, care este
evaluat spectrofotometric la A= 450 nm. Testul LIVE/DEAD contine 2 compusi care
actioneaza simultan: calceina acetoximetil ester (AM) si homodimerul de etidiu (EthD-1).
Astfel, in vederea examinarii microscopice a celulelor la 24h de mentinere in contact cu
bioprodusele, cultura a fost vizualizata la sistemul de imagistica celulara CelenaX High

Content Imaging System, achizitia de imagini realizandu-se cu ajutorul softului CelenaX
Explorer.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Caracteristicile polenului fermentat conform Ex.1 comparativ cu polen
mentinut in apa si bors

Polen mentinut in Bors Polen fermentat
apa ; Exemplu 1
TPC (ug acid
galic/mL) 7,2+0,34 5,6+0,18 28,3+1,2
TFC (ug
quercitina/mL) 2,8+0,12 2,4+0,08 12,910,4
HAT (ug acid
chiorogenic/mL) 1,4+0,07 2,7+0,12 7,310,3
FRAP (UM echiv.
Trolox/ mL 1240167 1160182 38281124
Si solubil (mg/1) 7,2+0,34 5,640,118 28,3+1,2
Activitate anti-
microbians 1,2110,11 1,62+0,23 8,78 + 0,85
Citocompatibilitate 92,218 3 91181 10943,2

Rezultatele demonstreazd o crestere semnificativa a activitatii biologice a
polenului fermentat conform Exemplu 1, comparativ cu polen mentinut in apa si bors.
Aceasta cresterea este datorata solubilizarii compusilor bioactivi din polen si potentarii lor
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prin compusii pre- si post-biotici produsi in timpul fermentéarii. De remarcat si cresterea
semnificativa de aproximativ 10% fatd a numarului de celule viabile metabolic active in
cazul probei cu polen fermentat.

Exemplu 2. Se lucreaza ca in exemplul 1, cu singura diferenta ca se foloseste
polen de albine la care analiza palinologicd aratd o compozitie majora semnificativa de
40% polen de Tillia spp. si o componenta minora semnificativa, de 5-10%, de Allium spp.,
Helianthus annuus, Asteraceae spp. Rezultatele testelor sunt similare celor obtinute in
cazul probei din Exemplu 1.

Exemplu 3. Se lucreaza ca in exemplul 1, cu singura diferenta ca se foloseste
polen de albine la care analiza palinologica aratd o compozitie majora semnificativa de
40% polen de Robinia pseudoacacia, si o componenta minora semnificativa, de 5-10%,
de Cucumber spp., Castaneae spp., Rosaceae spp. Rezultatele testelor sunt similare
celor obtinute in cazul probei din Exemplu 1.

Exemplul 4. Se lucreaza ca in exemplul 1, cu singura diferenta ca se foloseste
polen de albine la care analiza palinologica aratd o compozitie majora semnificativa de
40% polen de Zea mays, si o componentd minora semnificativa, de 5-10%, de Trifolium
spp., Quercus spp., Prunus spp. Rezultatele testelor sunt similare celor obtinute in cazul
probei din Exemplu 1.

Exemplul 5. Se lucreaza ca in exemplul 1, cu singura diferentd ca se foloseste
polen de albine la care analiza palinologica aratd o compozitie majora semnificativa de
40% polen de Robinia pseudoacacia, si o componenta minora semnificativa, de 5-10%,
de Salicaceae spp., Sophora spp., Poaceae spp. Rezultatele testelor sunt similare celor
obtinute in cazul probei din Exemplu 1.
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Revendicari

1, Procedeul conform inventiei caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: fermentarea semisolida a polenului colectat de albine, omogenizat
impreuna cu 0,5 gram de miere poliflora la 9,5 grame de polen, la temperatura camerei,
timp de 2 zile; amestecarea a 30 grame de polen fermentat semisolid, cu 200 ml de apa
distilata si ultrasonarea timp de 5 min la 750 W si o frecventa de 30 kHz; adaugarea peste
cele 30 grame de polen fermentat semisolid, omogenizate in 200 ml de ap3, a 8 grame
de taréte de grau si 4 grame de huste care contin cel putin 108 ufc/g lactobacili, si
fermentarea timp de 3 zile la 30 grade; macinarea coloidalda a polenului fermentat,
taratelor si hustelor, impreuna cu mediul de fermentatie timp de 1 min, ultrasonarea timp
de 20 min la 750W si o frecventa de 30 kHz, urmata de racirea amestecului la 4°C timp
de 2 ore si uscarea prin liofilizare.
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