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biologica inalta

(57) Rezumat:
1

Inventia se¢ referd la biotechnologie, si
anume la obtinerca biomasei de larve de
Galleria mellonella cu activitate cheratolitica,
antioxidantd si antiinflamatoare inaltd, care
poate fi utilizatd in calitate de materie prima
pentru fabricarea preparatelor farmaceutice si
cosmetice.

Procedeul de obtinere a biomasei de larve
de Galleria mellonella cu activitate biologica
inaltd constd in plasarea pupelor in recipiente
cu mediu nutritiv, mentinerea lor pind la
eclozarea larvelor de prima varstd, transferul
larvelor in alte recipiente cu mediu nutritiv,

2

cultivarea lor la temperatura de 27°C si
umiditatea de 75% timp de 19...21 de zile cu
transferul larvelor de cel putin 2 ori pe mediu
nutritiv proaspat si colectarea larvelor, totodata
mediul nutritiv contine fiina de griu, faind de
porumb, tarate de grau, extract de drojdie, lapte
praf, miere de albine, glicerol, pulbere de
ceard, pinobanksin, pinocembrin si apa.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in
sporirea cantitdtii §i activititii biologice a
biomasei de larve obtinute.

Revendicari: 1




(54) Process for producing biomass of Galleria mellonella larvae with high

biological activity

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology, in
particular to the production of biomass of
Galleria  mellonella  larvaec  with  high
keratolytic, antioxidant and anti-inflammatory
activity, which can be used for the production
of pharmaceutical and cosmetic preparations.

The process for producing biomass of
Galleria mellonella larvae with high biological
activity consists in placing the pupae in a tank
with a nutrient medium, keeping them until the
first generation of larvae appears, transferring
the larvae to other tanks with nutrient medium,

2

cultivating them at a temperature of 27°C and a
humidity of 75% for 19...21 days with the
transfer of the larvae at least twice to fresh
nutrient medium and collecting larvae, at the
same time the nutrient medium contains wheat
flour, corn flour, wheat bran, yeast extract,
powdered milk, bee honey, glycerin, wax dust,
pinobanksin, pinocembrin and water.

The technical result of the invention
consists in increasing the amount and
biological activity of the biomass of larvae.

Claims: 1

(54) Cnioco06 monyuenusi ouomaccol JuHauHoOK Galleria mellonella ¢ Bbicokoii

OHOJTIOrHYeCKOH AKTHBHOCTHIO

(57) Pedepar:

H3obpercHue OTHOCHTCS K
OMOTCXHOJOTHH, A WMCHHO K TOIYYCHHIO
omomaccel auuuHOK Galleria  mellonella
obmamaroniefi  BBHICOKOH KEPaTOIHTHIECKOH,
AQHTUOKCHIAHTHOM M MPOTHBOBOCHATUTEIBHON

AKTHBHOCTBEO,  KOTOpas  MOXKCT  OBITh
HCIOJB30BaHA i TPOU3BOJACTBA
(hapMaICBTHUCCKIX H KOCMCTHYCCKUX
MPENapaToB.

Crmoco0 TOMy4CHHS OHOMACCHI JTHIHHOK
Galleria mellonella obOnamarormelt  BBICOKOH
OMOIOTHUCCKOH  AKTHBHOCTBEO COCTOHT B
MOMCIICHHH  KYKOJIOK B EMKOCTH  C
MUTATENBHOM CpPelOd, HUX BBIACPIKKY A0
MOABIICHUA JIMYHHOK TICPBOTO TMOKOJICHHA,
MCPCHOC JIMYHHOK B JIPYTHC CMKOCTH C

2

MUTATENBHOU CpeAOH, HMX KYJIbTHBHPOBAHHE
mpu temrneparype 27°C u BaaxkHoctd 75% B
TedeHue 19...21 nHA C IEPEHOCOM JTHYHHOK HE
MEHEE JBYX pPa3 Ha CBEKYIO IHTATCIbHYIO
cpeay u cOOp JIHMYMHOK, MPUYCM MUTATCIBHASL
cpema  COACPMKHT  IMICHUYHYID  MYKY,
KYKYPY3HYI0 MyKy, DIICHHYHbIC OTpPyOwH,
JPOMOKEBOH — OKCTPAKT, CYXO€  MOJIOKO,
IMYCTUHBIA MEJ, TJIMICPHH, BOCKOBYIO ITBLI,
MUHOOAHKCHH, MTHHOLEMOPHH U BOY.

Texaudeckuii  pe3ynbTar  H300pPCTCHHA
COCTOMNT B TIOBBIICHHM KOIMYCCTBA U
OMONOTHYECCKOW  AKTHBHOCTH  IOJYYCHHOH
6MOMacChl IMTIMHOK.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la obtinerca biomasei de larve de
Galleria mellonela cu activitate cheratoliticd, antioxidantd si antiinflamatoare inaltd,
care poate fi utilizatd in calitate de materie primd pentru fabricarea preparatelor
farmaceutice si cosmetice.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella,
care include cresterea larvelor de varsta 1-2 pe mediu nutritiv, ce contine faind de grau
(110 g), drojdii de panificatic (100 g), lapte praf (70 g), ceard (50 g), glicerol (80 g),
tirate de grau (350 g), miere de albine (50 g) si apa (160 g); iar a larvelor de varsta 3-4
- pe mediu ce contine tdrate de grau (350 g), fiina de grau (110 g), drojdii de panificatie
(100 g), lapte praf (70 g), ceard (50 g), glicerol (80 g), apa (210 g) [1]. Larvele obtinute
sunt destinate utilizdrii in calitate de gazda pentru diferiti patogeni in cadrul cercetirilor
stiintifice.

Dezavantajul acestui procedeu constd in utilizarea unui mediu nutritiv sdrac pentru
larvele de varsta a 3-4-a, care nu poate asigura o valoare biologica 1naltd a biomasei.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella,
care include incubarea larvelor de ultima varstd ori a pupelor in containere la intuneric
timp de 1-3 sdptdmani pentru obtinerea unui numar maximal de oud, transferarea oudlor
(de doui ori pe siptimand) in containere cu hrand si mentinerea lor timp de 20 de zile
pentru obtinerea larvelor. Mediul nutritiv utilizat pentru hranirea larvelor are urmétoarca
componentd: fiind de porumb 250g, extract de drojdii 150g, fiind de soia 100g, lapte
praf 100g, miere de albine 200g, glicerol 200g, blocuri de ceard de albine. Larvele
obtinute sunt caracterizate prin rezistentd inaltd fatd de infectiile cu Staphylococcus
aureus, Escherichia coli §i Candida albicans §i sunt utilizate in calitate de gazde in
studiul entomopatogenilor [2].

Dezavantajul procedeului constd in faptul ci larvele obtinute se deosebesc esential
dupi dimensiuni (de la 1 la 2 cm) si calitatea biomasei din cauza varstei diferite, ceea ce
este inacceptabil in cazul utilizirii biomasei in calitate de materiec primi pentru
obtinerea substantelor cosmetice ori farmaceutice.

Mai este cunoscut procedeul de obtinere a larvelor de Galleria mellonella care
constd in aceea cd oudle de insecte sunt plasate in cutii de plastic cu mediu nutritiv,
unde se dezvolta timp de 51 de zile. Mediul nutritiv utilizat are urméatoarea componenta:
118 g faind de grau, 206 g tirate de grau, 118 g lapte praf, 88 g drojdic de bere, 24 g
pulbere de ceard, 175 ml miere si 175 ml glicerol. Larvele obtinute sunt utilizate in
calitate de gazda pentru obtinereca nematodelor entomofage [3].

Dezavantajul acestui procedeu constd in durata de 51 de zile a procesului de
crestere, ceca ce duce la o scumpire semnificativa a tehnologiei de crestere a insectelor.

Cea mai apropiatd solutic de obiectul revendicat este procedeul de obtinere a
biomasei de larve de Galleria mellonella [4] in scopul utilizérii acesteia in calitate de
materie primd pentru producerea preparatelor cosmetice si farmaceutice cu efect
cheratolitic. Acest procedeu include trei etape succesive: 1. Pregitirea conditiilor pentru
realizarea ciclului vital in crescitoric. Crescitoria de insecte prezintd incdperi cu
suprafata de 20m>. Peretii sunt vopsiti cu o risina speciald care oferd posibilitatea
dezinfectirii cu solutii dezinfectante. In inciperile in care se efectueazi incubarea
oudlor se mentine temperatura de 26+2°C si umiditate de 70%. fncépen'le in care are loc
cresterea larvelor sunt echipate cu camere obscure cu sisteme automate de mentinere a
temperaturii si umiditatii. In aceste camere se mentine temperatura de 30-31°C si
umiditatea de 80%; 2. Cresterea insectelor. Imediat dupd ecloziunea larvelor din ou,
larvele se transfera din inciperile de incubare in cele destinate cresterii larvelor. Larvele
se introduc in camerele obscure in care se mentin conditiile necesare, iar insectelor li se
asigurd hrana necesard — mediu nutritiv cu urmétoarea componenti: extract din porumb
galben 174,0-206,0g, extract din porumb rosu 183,0-214,0g, glucoza 70,0-85,0g,
fructozd 65,0- 81,0g, sucrozi 4,0- 4,8g, maltoza 4,0-5,0g, cazeini 117,0-148,0g,
retiol (vitamina A) 2500 -3000 UlI, tocoferol acetat (vitamina E) 40-58 UI, vitamina C
0,05-0,06 g, riboflavina (vitamina B2) 0, 0014-0,0017g, pantotenat de calciu (vitamina
B5) 0,005-0,01g, tiamind (vitamina B1) 0,002-0,003g, piridoxind 0,003-0,004g,
biotind 0,00002-0,00003g, niacini (vitamina B3) 0,0002-0,0003g, pinobanksin 0,015-
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0,020g, pinocembrin 0,010-0,015g, glicerol 120,0-139,0g, NaNOs; 0,8-1,1g,
KH,PO, 1,7-2,0g, NaCl 1,5-2,0g, CaCl; 0,4-0,5g, MgSO,*7TH,O 0,05-0,1g,
ZnSO04+7H>0 0,005-0,01g. MnSO45H20 0,007-0,015g, CuS04+5H.O 0,007-0,008g,
FeClz«6H,O 0,0100- 0,0175g, EDTA 0,0060-0,0075g, ceard galbend 250-350g, apd
purificatd - pani la echilibrarea a 1000g. 3. Colectarea larvelor. Larvele se separd la
intrarea lor in cea de-a VII-ca varstd, imediat dupd ndparlire. Aceastd biomasa este
utilizatd pentru obtinerea unui complex activ cu actiune cheratolitica.

Dezavantajul acestui procedeu constd in aplicarea unui mediu nutritiv foarte
complex, alcdtuit din peste 30 de componente, iar biomasa de larve este colectatd
imediat dupa niparlire, perioadd, cind cantitatea de enzime cu efect cheratolitic scade
ca rezultat al utilizarii lor in procesul de eliminare a scheletului extern vechi.

De asemenea, un dezavantaj al tuturor procedeelor descrise mai sus constd in faptul
ca intreaga perioadd de dezvoltare a etapei de larva a insectei Galleria mellonella, care
include de la 3 la 10 ndparliri, are loc in aceleasi vase (containere) in care au fost
introduse oudle, ori larvele de prima si a doua varstd. Aceasta duce la acumularea
produselor activititii vitale a insectelor si la scdderea productivititii de biomasd a
larvelor.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu
nou, eficient de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella, care si asigure o
activitate biologicd inaltd a acestei biomase.

Esenta inventiei constd in aceea ¢i se propune un procedeu de obtinere a biomasei
de larve de Galleria mellonella cu activitate biologicd Inaltd, care constd in plasarca
pupelor in recipiente cu mediu nutritiv, mentinerea lor la temperatura de 27°C si
umiditatea de 75% pani la eclozarea larvelor de prima varstd, transferul larvelor dupa 6
ore de la eclozare in alte recipiente cu mediu nutritiv, cultivarea lor la temperatura de
27°C si umiditatea de 75% timp de 19...21 zile cu transferul larvelor de cel putin 2 ori
pe mediu nutritiv proaspdt si colectarea larvelor, totodati mediul nutritiv are urmitoarea
componentd, g/kg:

Faina de grau 185 - 200
Fina de porumb 180 — 190
Tarate de grau 110 - 130
Extract de drojdie 15-20
Lapte praf 120 - 140
Miere de albine 75-95
Glicerol 80 -90
Pulbere de ceara 40 - 55
Pinobanksin 0,02 -0,03
Pinocembrin 0,02 - 0,03
Apa purificata restul.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in sporirea cantititii si activitdtii biologice a
biomasei de larve obtinute.

Astfel, procedeul de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella include un
mediu mai simplu i mai putin costisitor, care asigurd obtinerea unei cantititi mai mari
de biomasd (149,7+£2,9 mg biomasi la 1g mediu utilizat fatd de 113,6+ 6,2, in cazul
prototipului) cu o activitate biologicd mai inalta.

Rezultatul tehnic al inventiei se datoreaza faptului ci pe durata dezvoltdrii larvelor
de Galleria mellonella se fac cel putin doud transferuri de larve pe mediu proaspat, ceea
ce previne efectul de inhibitie provocat de acumularea produselor activititii vitale in
recipientele de crestere a insectelor.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1
Obtinerea biomasei de larve de Galleria mellonella cu activitate cheratolitica

Pupele se scot din frigider, unde se pastreazi la temperatura de 3-5°C si se lasi la
temperatura camerei timp de 2 ore. Dupa acest interval de timp pupele sunt transferate
in recipiente acoperite cu capac gaurit, care contin o cantitate mici de mediu nutritiv
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(1/10 din volumul recipientului) pentru dezvoltarea ulterioard a pupelor, trecerea lor in
faza de imago si depunerea oudlor. Pentru a initia eclozarea larvelor din ou recipientele
sunt mentinute la temperatura de 27°C si umiditatea relativa de 75%, in conditii de
intuneric. Dupd 48 de ore de la plasarea pupelor in recipiente apar larvele de prima
varstd. Procesul se monitorizeaza pentru a oferi un randament de 80% iesire, dar nu mai
mult de 6 ore.

Mediul nutritiv utilizat are urmitoarea componentd, g/kg:

Féind de griu 185
Find de porumb 180
Tarate de grau 110
Extract de drojdie 15
Lapte praf 120
Miere de albine 75
Glicerol 80
Pulbere de ceara 40
Pinobanksin 0,02
Pinocembrin 0,02
Apa purificata restul.

Se prepard containere noi cu mediu nutritiv. Dupd 6 ore de la inceputul eclozirii
larvele de prima generatie sunt scoase cu ajutorul pensetei din recipientele in care au
aparut si se plaseaza in recipientele pregitite.

Cresterea larvelor durcazd 20 de zile de la data primului transfer. Temperatura in
containere se mentine 27°C si umiditatea relativd de 75% in conditii de Intuneric.

Pe durata acestor zile se efectueazd doud transferuri de larve in recipient cu mediu
nutritiv proaspat la cea de a 7-a zi si la cea de-a 14-a zi.

Pentru obtinerea biomasei de larve cu activitate cheratoliticd inaltd colectarca
larvelor se face la cea de-a 19 zi de cultivare, pana a incepe procesul de niparlire a
larvelor de varsta a VI-a. Larvele sunt spilate de 2 ori cu patru volume de solutie
fiziologica si clitite de doua ori cu 4 volume de apa purificati.

Biomasa obtinutd este supusa testelor calitative si cantitative.

Activitatea cheratoliticd a fost determinati in baza unui test spectrofotometric cu
utilizarea cheratin-azurului (keratin azure) (Cai C., Chen J., Qi J., Yin Y., Zheng
X. Purification and characterization of keratinase from a new Bacillus subtilis strain.
Journal of Zhejiang University SCIENCE B, 2008, 9(9), p. 713-720), care se realizeazi
in modul urmitor: 5 mg pulbere de cheratin-azur se suspendeazd in 1 ml tampon Tris-
HCT de 50 mM (pH 8.,0). Amestecul de reactie contine 1 ml de suspensie de cheratin-
azure si 1 ml extract cu activitate cheratolitici. Reactiile se efectueaza la 50°C intr-o
baie de api cu agitare constanti de 200 r/min timp de 30 min. Dup3 incubare, reactia se
intrerupe prin addugarea a 2 ml de acid trichloroacetic de 0,4 M urmata de centrifugare
la 3000g timp de 20 min. Absorbanta supernatantul se masoard la 595 nm. Controlul se
prepard la fel, iar extractul se inlocuieste cu keratinazd. Activitatea cheratolitica
exprimatd in unititi de activitate per mg substanti (UN/mg) prezintd cantitatea de
enzimd care determind cresterca absorbtiei cu 0,01 intre probd si martor la 595 nm in
conditiile date.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1

N . . | Conform procedeului

Parametrul monitorizat Conform celei mai
. " propus
apropiate solutii . .
1n mvengie

Costul unui kg de mediu 100% 25%
nutritiv
Cantitatea de  biomasi 113,646,2 149,7+2.9
larvald (mg) la 1g de mediu
Activitatea cheratolitica, 1, 96 +0,05 4,05+0,04
UN/mg substanti uscati
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Datele din Tabelul 1 demonstreaza cd utilizarea unui mediu simplificat duce la
ieftinirea considerabild a costului de producere a larvelor (cheltuiclile pentru mediul
nutritiv in solutia propusa constituie 25% din costul mediului in prototip), iar cantitatca
de biomasi obtinutd la utilizarea unui gram de mediu creste cu 31,8%, comparativ cu
prototipul. De asemenea creste si activitatea cheratoliticd a biomasei de doud ori.

Exemplul 2
Obtinerea biomasei de larve de Galleria mellonella cu activitate atioxidant inalta

Pupele se scot din frigider, unde se pdstreazi la temperatura de 3-5°C, si se lasi la
temperatura camerei timp de 2 ore. Dupa acest interval de timp pupele sunt transferate
in recipiente acoperite cu capac gaurit, care contin o cantitate mici de mediu nutritiv
(1/10 din volumul recipientului) pentru dezvoltarea ulterioard a pupelor, trecerea lor in
faza de imago si depunerea oudlor. Pentru a initia eclozarea larvelor din ou recipientele
sunt mentinute la temperatura de 27°C si umiditatea relativd de 75%, in conditii de
intuneric. Dupa 48 de ore de la plasarca pupelor in recipiente apar larvele de prima
varstd. Procesul se monitorizeaza pentru a oferi un randament de 80% iesire, dar nu mai
mult de 6 ore.

Mediul nutritiv utilizat are urmatoarea componentd, g/kg:

Féind de griu 200
Find de porumb 190
Tarate de grau 130
Extract de drojdie 20
Lapte praf 140
Miere de albine 95
Glicerol 90
Pulbere de ceara 55
Pinobanksin 0,03
Pinocembrin 0,03
Apa purificata restul.

Se prepard containere noi cu mediu nutritiv. Dupd 6 ore de la inceputul eclozirii
larvele de prima generatic sunt scoase cu ajutorul pensetei din recipientele in care au
aparut si se plaseaza in recipientele pregitite.

Cresterea larvelor dureaza 20 de zile de la data primului transfer. Temperatura in
containere se mentine 27°C si umiditatea relativa de 75% in conditii de intuneric.

Pe durata acestor zile se efectueaza doud transferuri de larve in recipient cu mediu
nutritiv proaspat la cea de a 7-a zi si la cea de-a 14-a zi.

Pentru obtinerea biomasei de larve cu activitate antioxidantd inaltd colectarca
larvelor se face la cea de-a 20 zi de cultivare. Larvele sunt spilate de 2 ori cu patru
volume de solutie fiziologica si de doua ori cu 4 volume de apa purificata.

Biomasa obtinutd este supusa testelor calitative si cantitative.

Activitatea antioxidantid se determini prin metoda de determinare a capacitatii
antioxidante cu aplicarea radicalului cation ABT 7 (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolin-
6-acidului sulfonic) (Re R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS
radical cation decolorization assay. In: Free Radical Biology & Medicine. 1999, vol.10,
p. 1231-1237). In calitate de echivalent pentru calculul cantitativ in aceasti metodi se
utilizeaza troloxul. Rezultatele testului se exprimi in unititi TEAC (trolox equivalent
antioxidant activity).

Oxidarea ABTS 1in scopul formdrii radicalului cation ABTS se realizeazi cu
utilizarea persulfatului de potasiu. Pentru aceasta se prepard solutia stoc a reagentului
ABTS de 7 mM in apa deionizatd, la carec se adaugd persulfatul de potasiu in
concentratia de 2,45 mM in raport de 1:1. Reactia de formare a radicalului ABTS
decurge la intuneric, la temperatura camerei timp de cel putin 12-16 ore. Solutia de
lucru se prepard din solutia stoc de ABTS, care se dizolvd in etanol sau apd distilati
pana la stabilizarea valorii absorbantei la 0,700 £ 0,020 unititi la lungimea de unda de
734 nm.
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Amestecul reactant constd din 0,3 ml extract antioxidant si 2,7 ml solutiec ABTS.
Reactia de reducere decurge la temperatura camerei timp de 6 min, dupd care se
masoard absorbanta la lunginea de unda de 734 nm.

Valoarea indicelui TEAC este exprimatd in mg trolox la g de substantd (biomasd), si
se calculeaza in baza curbei de calibrare executatd in aceleasi conditii experimentale.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2
Parametrul monitorizat Conform celei mai Conform procedeului
apropiate solutii propus in inventie
Costul unui kg de mediu 100% 25%
nutritiv
Cantitatea de  biomasa 118,4 156,1
larvald (mg) la 1g de mediu
Activitatea antioxidanta 28,4+0,2 36,8+0,6
Echivalent mg trolox /g
biomasa

Datele din Tabelul 2 demonstreazi cd cantitatea de biomasd obtinutd la utilizarea
unui gram de mediu creste cu 31,7%, comparativ cu prototipul. De asemenea creste si
activitatea antioxidanti a biomasei de 1,3 ori.

Exemplul 3
Obtinerea biomasei de larve de Galleria mellonella cu activitate antiinflamatoare

Pupele se scot din frigider, unde se pdstreazd la temperatura de 3-5°C, si se lasi la
temperatura camerei timp de 2 ore. Dupa acest interval de timp pupele sunt transferate
in recipiente acoperite cu capac gdurit, care contin o cantitate mici de mediu (1/10 din
volumul recipientului) nutritiv pentru dezvoltarea ulterioard a pupelor, trecerea lor in
faza de imago si depunerea oudlor. Pentru a initia eclozarea larvelor din ou recipientele
sunt mentinute la temperatura de 27°C si umiditatea relativd de 75%, in conditii de
intuneric. Dupd 48 de ore de la plasarea pupelor in recipiente apar larvele de prima
varstd. Procesul se monitorizeaza pentru a oferi un randament de 80% iesire, dar nu mai
mult de 6 ore.

Mediul nutritiv utilizat are urmitoarea componentd, g/kg:

Féind de griu 190
Find de porumb 180
Tarate de grau 125
Extract de drojdie 18
Lapte praf 130
Miere de albine 90
Glicerol 90
Pulbere de ceara 55
Pinobanksin 0,03
Pinocembrin 0,03
Apa purificata restul.

Se prepard containere noi cu mediu nutritiv. Dupd 6 ore de la inceputul eclozirii
larvele de prima generatic sunt scoase cu ajutorul pensetei din recipientele in care au
aparut si se plaseaza in recipientele pregitite.

Cresterea larvelor dureaza 20 de zile de la data primului transfer. Temperatura in
containere se mentine 27°C si umiditatea relativd de 75% in conditii de Intuneric.

Pe durata acestor zile se efectueazd doud transferuri de larve in recipient cu mediu
nutritiv proaspdt 1a cea de a 7-a zi si la cea de-a 14-a zi.
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Pentru obtinerea biomasei de larve cu activitate antiinflamatoare inaltd colectarca
larvelor se face la cea de-a 21 zi de cultivare. Larvele sunt spilate de 2 ori cu patru
volume de solutie fiziologica si de doua ori cu 4 volume de apd purificata.

Biomasa obtinutd este supusa testelor calitative si cantitative.

Sciderea nivelului de eliberare a interleucinei 8 (ILg) se testeazd in vitro pe culturd
de fibroblasti normali umani. Inducerea eliberdrii factorilor proinflamatori se realizeazi
cu aplicarea acidului benzoic in prezenta produsului testat. In calitate de control a fost
utilizatd cultura tratati cu acid benzoic in prezenta solutiei fiziologice. Nivelul de ILs a
fost determinat cu aplicarea metodei imunofermentative ELISA (kitul pentru
determinarea ILs, Thermo Fisher).

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3
Parametrul monitorizat Conform celei mai Conform procedeului
apropiate solutii propus in inventie
Costul unui kg de mediu 100% 25%
nutritiv
Cantitatea de  biomasa 121,3+2,7 160,0+0,8
larvald la 1g de mediu
Sciaderea cantititii de ILs 28,5+0,7 37,1+0,2
eliberati (% la martor)

Datele din Tabelul 3 demonstreazi ci cantitatea de biomasd obtinutd la utilizarea
unui gram de mediu creste cu 31,9% comparativ cu prototipul. De asemenea a fost
inregistrat un nivel mai inalt al activititii antiinflamatoare, exprimat prin sciderca
nivelului factorului proinflamator — interleucinei 8 (o scidere cu 37,1% in solutia
propusd fatd de o sciadere de 28,5% in cazul celei mai apropiate solutii).
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(57) Revendicari;

Procedeu de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella cu activitate
biologicd 1nalti, care consti in plasarea pupelor in recipiente cu mediu nutritiv,
mentinerea lor la temperatura de 27°C si umiditatea de 75% pand la eclozarea larvelor
de prima varsta, transferul larvelor dupa 6 ore de la eclozare in alte recipiente cu mediu
nutritiv, cultivarea lor la temperatura de 27°C si umiditatea de 75% timp de 19...21 de
zile cu transferul larvelor de cel putin 2 ori pe mediu nutritiv proaspit si colectarca
larvelor, totodatd mediul nutritiv are urmitoarea componentd, g/kg:

Faina de grau 185 -200
Féind de porumb 180 - 190
Tarate de grau 110 - 130
Extract de drojdie 15-20
Lapte praf 120 - 140
Miere de albine 75-95
Glicerol 80 -90
Pulbere de ceara 40 - 55
Pinobanksin 0,02 -0,03
Pinocembrin 0,02 -0,03
Apa purificata restul.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova



AGENTIA DE STAT PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA A REPUBLICII MOLDOVA

RAPORT DE DOCUMENTARE

1. Datele de identificare a cererii

(21) Nr. depozit: a 2018 0081
(71) Solicitant: CIUHRII Ceslav, MD

(54) Titlul: Procedeu de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella cu activitate
biologica inalta

II. Clasificarea obiectului inventiei:

(51) Int.Cl: AOIK 67/033 (2006.01) A61P 17/18 (2006.01)
A23K 50/90 (2016.01) A61P 29/00 (2006.01)
A61P 17/12 (2006.01) A6IK 35/64 (2015.01)

III. Colectii si Baze de date de brevete cercetate (denumirea, termeni caracteristici, ecuatii de
cautare reprezentative)

MD - Intern « Documentare Inventii » (inclusiv cereri nepublicate; trunchiere automata
stanga/dreapta):

AOIK 67/03, A23K 50/90, A6IP 17/12, AG6IP 17/18, AGIP 29/00

Galleria mellonella, obtinerea biomasei, crestere, mediu

"Worldwide" (Espacenet); PatSearch :

AO0IK 67/03, A23K 50/90, A6IP 17/12, A6IP 17/18, A61IP 29/00
Galleria mellonella, biomass, growing, breeding

EA, CIS (Eapatis); PatSearch:
AO0IK 67/03, A23K 50/90, AG6IP 17/12, A6IP 17/18, A61P 29/00
Galleria mellonella, GuomMacca, BrIpalUBaHue, pa3BeNeHUE, Cpeaa

IV. Baze de date si colectii de literaturd nonbrevet cercetate

www.google.com
Google Scholar

V. Documente considerate a fi relevante

Categoria* | Date de identificare ale documentelor citate si, unde este Numarul revendicérii
cazul, indicarea pasajelor pertinente vizate

A SU 1192182 A 1986.05.23 1

A RU 2038086 C1 1995.06.27 1

A,D RU2210210 C1 2003.08.20 1

A RU2214103 C2 2003.10.20 1




RU 2215428 C2 2003.11.10

RU 2214090 C2 2003.10.20

UA 80766 C2 2007.10.25

WO02016/166471 Al 2016.10.20

WO02016/166465 Al 2016.10.20

rardididlidls

o

A.L. Jorjao, L.D. Oliveira, L. Scorzoni, L.M.A.
Figueiredo-Godoi, M.C.A. Prata, A.O.C. Jorge, J. C.
Junqueira. From moths to caterpillars: Ideal conditions for

Galleria mellonella rearing for in vivo microbiological
studies. Virulence, 2018, 9(1), p. 383-389.

it [ | = | = | — | —

AD

C.van Zyl, A.P.Malan. Cost-Effective Culturing of Galleria

mellonella and Tenebrio Molitor and Entomopathogenic
Nematode Production in Various Hosts. African
Entomology, 2015, 23(2), p. 361-375.

A Ocoxuna A.C.PecypcHblil noTeHIal MPUMEHEHUs 1
6ompioii BockoBoit Mo (Galleria mellonella 1.) mpu
BBIPAIIMBAHUH B JJAOOPATOPHBIX YCIOBUsX. Jucceprarms
Ha COMCKaHME YYEHOH CTeNeH! KaHAuaTa OMOJOTHIEeCKUX
Hayk. Wkesck, 2016 [gasit la 05.04.2019]. Gasit in
<htip:old timacad. ru/fcatalop/disser/kd/Osokina AS/disser

A,C,D MD 4198 B1 2013.02.28

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior
general

T — document publicat dupa data depozitului sau
a prioritatii invocate, care nu aparfine stadiului
pertinent al tehnicii, dar care este citat pentru a
pune 1n evidenta principiul sau teoria pe care se
bazeazd inventia

X — document de relevanta deosebita: inventia
revendicatd nu poate fi consideratd noua sau
implicand activitate inventiva cand
documentul este luat in consideratie de unul
singur

E — document anterior dar publicat la data depozit
national reglementar sau dupa aceasta data

Y — document de relevanta deosebita: inventia
revendicatd nu poate fi considerata ca
implicand activitate inventiva cand
documentul este asociat cu unul sau mai
multe documente de aceiagi categorie

D — document mentionat 1n descrierea cererii de
brevet

O - document referitor la o divulgare orala,
un act de folosire, la o expozitie sau la orice
alte mijloace de divulgare

C — document considerat ca cea mai apropiata
solutie

& — document, care face parte din aceeasi familie de
brevete

P - document publicat inainte de data de
depozit, dar dupa data prioritatii invocate

L — document citat cu alte scopuri

Data finalizirii documentarii 09.04.2019

Examinator GUSAN Ala




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - CLAIMS
	Page 10 - SEARCH_REPORT
	Page 11 - SEARCH_REPORT

