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(54) Procedeu de obtinere a complexului activ din larve de Lymantria dispar

(57) Rezumat:
1

Inventia se¢ refera la domeniul
farmaceutic §i anume la preparatele cu efect
antiinflamator, destinate tratamentului
hiperplaziei benigne de prostatd asociatd sau
nu cu prostatita cronica.

Esenta inventiei constd in aceea ci se
propune un procedeu de obtinere a
complexului activ din larve de Lymantria
dispar, care include cresterca insectelor de
Lymantria dispar pand la varsta 3..4-a in
conditii artificiale pe mediu standardizat cu
urmdtoarea componentd (1a 1 kg de mediu):

faina de grau 80..95g
faina de porumb 82.87g

masi vegetald uscatd  110...120 g

2
lapte uscat degresat  2,5..35¢g

miere de albine 17..19¢g
glicerol 10..12 g
pinobanksin 0,01..0,02 g
pinocembrind 0,01..0,02 g
apa purificatd 696,5...663,5 ml,

apoi larvele se congeleaza la temperatura de
-18°C, dupd care larvele se spald, se miruntesc
primar pentru obtinerea complexului activ,
care sc liofilizeaza, complexul activ obtinut se
marunteste la  temperatura de -55°C, se
omogenizeazd complexul activ, se ambaleaza
si se pastreaza la temperatura de -18°C.
Revendiciri: 1




(54) Process for producing an active complex of Lymantria dispar larvae

(57) Abstract:
1

The invention relates to the field of
pharmaceutics, namely to preparations with
anti-inflammatory action, intended for the
treatment of benign prostatic hyperplasia,
associated or not associated with chronic
prostatitis.

Summary of the invention consists in
that a process for producing an active complex
of Lymantria dispar larvae is proposed, which
includes growing of Lymantria dispar insects
up to 3...4 years old in artificial conditions on
a standardized medium, of the following
composition (per 1 kg of medium):

wheat flour 80...95¢
corn flour 82..87¢
dry vegetable mass 110...120 g

powdered skimmed 2.5..3.5g

2
milk
bee honey 17...19¢
glycerin 10...12 ¢
pinobanksin 0.01...0.02 g
pinocembrin 0.01...0.02 g

purified water 696.5....663.5 mL,
then the larvae are frozen at a temperature of -
18°C, after which the larvae are washed,
primarily ground to obtain an active complex
that is lyophilized, the resulting active complex
is ground at a temperature of -55°C, the active
complex is homogenized, packaged and stored
at a temperature of -18°C.
Claims: 1

(54) Crioco0 mosry4eHusi AKTHBHOT0 KOMILTeKca U3 JUIUHOK Lymantria dispar

(57) Pedepar:
1
H300peTcHAC OTHOCHTCA K 00IACTH
(apManeBTHKH, a WMCHHO K IIpemaparaMm c

TPOTHBOBOCIIATTUTCIIBHBIM I[efICTBI/ICM,
NPCOAHAZHAYCHHBIM AT JICUCHUA
J0OpOKAYECTBEHHOM THIICPIUIA3HA

MPEACTATENBHOM JKEIE3bl, ACCOLMUPOBAHHON
WIH HE ACCOUUMUPOBAHHOM C XPOHMUYECKHM
MPOCTATUTOM.

CymHOCT, HW300PCTCHHA COCTOHT B
TOM, YTO TPEIATACTCA CIOCOO IOIyUCHUS
AKTUBHOTO KOMIUICKCA W3 JTWYUHOK Lymantria
dispar, KOTOPBIH BKIFOYACT BBIPAIIUBAHIC
HAceKOMBIX Lymantria dispar 10 3..4-10
BO3pacTa B UCKYCCTBCHHBIX VCIOBHSAX Ha
CTAHJAPTU3HPOBAHHON Cpede, CICAYIOIIEro
coctasa (Ha 1 xr cpeasl):
MYKA NIICHUYHAS

MYKA KyKypY3HAs

80..95r
82.87r

2
CyXas pacTHTEIbHAA MAacca 110...120r
cyxoe 00C3KHPCHHOE MOJIOKO  2,5..3,5T
IMUCTHHBIA ME]T 17..19r
TIULECPUH 10..12r
MHHOOAHKCHH 0,01...002r
TMHHOICMOPHH 0,01...002r
OYHIICHHAA BOJA 696,5 ... 663,5
MIL,
3aTeEM JIUYUHOK 3aMOPAKUBAKOT pu

Temmeparype -18°C, mocnme UEero JIHYHHOK
MPOMBIBAIOT, TCPBHYHO  HW3MCIBYAKOT A
TMOMYYCHHA AKTHBHOTO KOMIUICKCA, KOTOPBIH
THODUITH3HPYIOT,  TMOIYYCHHBIA  AKTHBHBIH
KOMILICKC H3MEIBYAOT TPH TeMIeparype -55°C,
AKTHBHBIN KOMIIIICKC TOMOTCHH3HPYIOT,
VOAKOBBIBAIOT M XPAHAT MPH TCMICPATYPES -
18°C.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

Inventia se referd la domeniul farmaceutic si anume la preparatele cu efect
antiinflamator, destinate tratamentului hiperplaziei benigne de prostati asociati sau nu cu
prostatita cronica.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a unui complex activ in ulei de vaselind, de
origine entomologica - biomasa larvelor de Tenebrio molitor, care contine 45...80% extract
total entomologic si 55..20% ulei de vaselind, eficient in afectiunile de prostati,
caracterizat prin activitate antioxidantd specifica inaltd: la raportul de inhibitic a peroxidarii
lipoproteinelor (Clsos, - 16 mg/ml) si inhibitie a radicalului oxidului nitric (Clsoe - 20
mg/ml). Obtinerea complexului activ prezintd un proces tehnologic complex, care include:
cresterea insectelor de Tenebrio molitor in crescitorie pe mediu artificial standardizat;
spilarea larvelor cu 4 volume de apa distilatd, repetind procedura de 4 ori; dezinfectarca
larvelor cu raze UV; congelarea larvelor la temperatura de -18°C; decongelarea larvelor
prin cresterea treptatd a temperaturii pand la nivelul temperaturii camerei; omogenizarea
biomasei in omogenizator cu cutite de inox la viteza de 5000 rot./min pani la obtinerca
particulelor cu dimensiuni de 9...12 um; extragereca cu apd distilati a componentelor
hidrosolubile din biomasa entomologicd; separarea extractului de biomasa prin filtrare in
vid; concentrarea extractului prin evaporare in vid pand la volumul rezultant de 250 ml;
extragerea cu alcool etilic de 70% a componentelor solubile in alcool; separarea extractului
prin filtrare in vid, concentrarea extractului prin evaporare in vid la temperatura de 40°C
pand la volumul restant de 100 ml; combinarea ambelor extracte; liofilizarea extractului
total; conditionarea extractului total in formd de complex entomologic activ in ulei de
vaselind cu urmdtoarea componentd: extract entomologic total liofilizat - 45...80%; ulei de
vaselind - 55...20%.

Complexul entomologic activ este formulat intr-un produs farmaceutic in forma de
supozitoare, care contin 250 mg de complex entomologic activ si 1750 mg de excipienti
[1].

Dezavantajul acestui complex si a tehnologiei de obtinere a lui constd in faptul, ci
pe durata fluxului tehnologic sunt mai multe puncte critice, care pot compromite calitatea
complexului.

Acestea sunt: concentrarea prin evaporare in vid a extractului hidric si concentrarea
prin evaporare in vid a extractului etanolic. in ambele cazuri are loc o incilzire esential,
ceea ce duce la deteriorarea componentelor termolabile ale extractelor entomologice.

Mai este cunoscut un preparat entomologic antiinflamator §i antioxidant, destinat
tratamentului hiperplaziei benigne de prostatd si procedeul de obtinere a lui. Conform celor
indicate in descriere, preparatul entomologic antiinflamator si antioxidant, obtinut din
larvele de insecte din ordinul Lepidoptera, genul Lymantria prin maruntirea lor in solutie
fiziologica pand la formarea unei mase omogene, filtrarea acesteia si eliminarea apei prin
liofilizare, care contine urmitoarele componente: proteine - 265,0...292,0 mg/g; lipide -
140,0 mg/g, colesterol - 0,1 mg/g; trigliceride - 90,0 mg/g, amilaza - 5,1 Ul/g, lipaza - 100,0
mUl/g, antioxidanti - 16,86 mg/g, aminoacizi esentiali si semiesentiali - 379,7 mg/g.
Actiunea antioxidantd a preparatului este determinati de compusii antioxidanti hidrosolubili
ce se manifestd prin inhibarea peroxiddrii lipidelor [2].

Dezavantajul acestui procedeu constd in faptul, cd nu este indicat procedura de
cultivare a insectelor in scopul obtinerii biomasei de larve, substanta activa este extrasd cu
apa, din care cauzd preparatul contine doar componente antioxidante hidrosolubile.

Mai este cunoscut un procedeu de obtinere a unui preparat entomologic obtinut din
biomasa larvelor de prima varstd de Lymantria dispar prin extractie hidro-ctanolica.
Larvele de Lymantria dispar sunt crescute in conditii de laborator pe un mediu compus din
faind de grau, malai, masd vegetald uscatd, lapte praf, drojdii uscate, glicerol si miere.
Biomasa colectatd de larve de Lymantria dispar de prima varstid se spald cu 4 volume de
apa distilatd, repetand procedura de 4 ori. Dupd aceasta biomasa se disperseaza timp de 15
min intr-o solutie de NaCl de 0,9%. Larvele se congeleazi. Biomasa congelatd se supune
decongelirii prin aducerea treptatd la temperatura camerei. UtilizAnd un mojar cu cutite de
inox, biomasa se amestecd la viteza de 5000 rot./min si se fArdmiteazd pand la particule cu
dimensiuni de 9...12 pym. Masa obtinutd este in continuare supusi extragerii substantelor
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bioactive cu solutic hidro-ctanolicd de 20%. Extragerea dureazd 60 min in conditii de
temperaturd constantd (18...20°C) la agitatiec permanentd pe un agitator orbital cu viteza de
280 rot./min (alternativ 240...320 rot./min), se separd de biomasa prin filtrare in vid, dupa
care urmeaz4 liofilizarea extractului [3].

In continuare se obtine produsul farmaceutic sub formi de supozitoare rectale, care
contin 60% extract liofilizat.

Dezavantajul procedeului consta in faptul, ci acesta permite obtinerea unui preparat,
care constd doar din componente ale biomasei, care pot fi extrase cu solutie hidro-etanolica
de 20%, ceea ce omite majoritatea componentelor liposolubile.

Un alt dezavantaj al acestui procedeu constd in aceea, cd in calitate de materie primi
pentru extragere se utilizeazd biomasa larvelor de prima varstd, care se caracterizeaza prin
masi si dimensiuni mici, ceea ce duce la scumpirea tchnologiei finale; se efectueazi o
singurd extractie hidro-etanolica cu o duratad de 60 min, din care cauzd rdman nevalorificate
unele dintre componentele active ale biomasei.

Cea mai apropiatd solutic constituic un procedeu de obtinere a unui preparat
entomologic din pupe, larve de ultima varstd (a 5-a sau a 6-a in dependenta de gen) oud de
Lymantria dispar, care este inclus intr-o compozitie farmaceutici sub forma de supozitoare
sau ovule, pentru tratarea hemoroizilor, adenomului de prostatd, fibromului uterin.

Conform sursei indicate, procedeul include urmitoarele etape de lucru: colectarea
pupelor, larvelor de ultima varstd ale omizii pdroase a stejarului (Lymantria dispar)
incepand cu luna iunie si a oudlor in lunile august si septembrie de pe tulpinile stejarilor si
plopilor afectati, sau cresterea larvelor si pupelor in conditii speciale de laborator; spalarca
materialului biologic si resuspendarea lui in solutie fiziologicd; filtrarea si esorarea
materialului biologic, optional - congelarca materialului panad la utilizarea ulterioara;
micinarea materialului pand la obtinerea particulelor cu dimensiuni de 9...12 um; filtrarea
prin filtrul Bucker cu placd avand 200 orificii pe cm?; atomizarea in vid a extractului
obtinut la temperatura de 130...140°C la intrare si 85...90°C la iesire cu liofilizarea lui timp
de 24..30 ore — substanta activd pentru producereca formei farmaceutice; executarca
compozitiei farmaceutice ce include 1% de substanti biologic activi sub formd de extract
de Lymantria dispar, 82% unt de cacao, 10% apa distilatd, 2,68% helix, 2% laurat, 1,3% 2-
bromo-2-nitropropan, 1% poligliceril-4 izostearat cetil PEG/PPG dimetican 10/1 si 0,02%
dial; conditionarea acestei formule prin topirea §i omogenizarea amestecului obtinut la
temperatura de 60°C si turnarea in forme de supozitoare sau ovule si ambalarea lor pentru
stocarea ulterioara [4].

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea, ¢i in calitate de materie prima
biologica se utilizeaza trei dintre fazele de dezvoltare a insectei - oud, larve de ultima varstd
si pupe. Componenta biochimicid a larvelor, pupelor si oudlor diferd semnificativ.
Activitatea biologica a acestor tipuri de biomasd de asemenea diferd esential. De exemplu,
activitatea antiradicalicd a extractului din larve este de 5...7 ori mai mare comparativ cu
activitatea oualor si a pupelor.

De asemenca, a fost demonstrat, cd cu inaintarea in varstd activitatea biologici a
larvelor scade, de exemplu activitatea antiradicalici a larvelor de ultima varstd este cu cel
putin 30% mai joasd comparativ cu activitatea larvelor de varsta 1. Astfel, un alt dezavantaj
al celei mai apropiate solutii este utilizarea larvelor de ultima varsta, caracterizatd prin cea
mai joasa activitate antioxidanta.

In acelasi timp, sursa selectatd in calitate de cea mai apropiati solutie nu indici niste
proportii pentru obtinerea amestecului de larve si pupe. Pornind de la activitatea lor diferitd,
in cazul aplicirii diferitor proportii de larve si pupe, se vor obtine produse cu activitate
biologica diferitd. De asemenea, sursa selectatd nu include descrierea procesului de crestere
a larvelor si pupelor in conditii de laborator, ceea ce poate fi un factor de variere a cantitatii
si proprictatilor biologice ale materialului biologic obtinut. Cele expuse fac imposibil
controlul asupra componentei substantei active.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu de
obtinere a unui complex activ nou de origine entomologicd, care asigurd calitatea si
eficienta produsului, realizind succesiv toate ctapele tehnologice: cresterea insectelor,
obtinerea complexului activ, in baza utilizdrii unei cantititi rezonabile ale complexului
activ, cu actiune antiinflamatoare, eficientd in afectiunile de prostata.

Esenta inventici constd in aceea cd se propune un procedeu de obtinere a
complexului activ din larve de Lymantria dispar, care include cresterea insectelor de
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Lymantria dispar pand la varsta 3...4-a in conditii artificiale pe mediu standardizat cu
urmdtoarea componentd (1a 1 kg de mediu):

faina de grau 80..95g
faina de porumb 82.87g

masi vegetald uscatd  110...120 g
lapte uscat degresat  2,5..35¢g

miere de albine 17..19¢g
glicerol 10..12 g
pinobanksin 0,01..0,02 g
pinocembrind 0,01...0,02 g
apa purificatd 696,5...663,5 ml,

apoi larvele se congeleazi la temperatura de -18°C, dupi care larvele se spald, se miruntesc
primar pentru obtinerea complexului activ, care se liofilizeazd, complexul activ obtinut se
marunteste la temperatura de -55°C, se omogenizeazd complexul activ, se¢ ambaleazai si se
pastreazd la temperatura de -18°C.

Rezultatul tehnic al inventiei in comparatic cu cea mai apropiati solutie constd in
faptul ca procedeul de obtinere a complexului activ permite valorificarea componentei
biochimice totale a larvelor de Lymantria dispar de varsta 3...4-a, iar efectuarea procesului
de mdruntire a biomasei de larve dupa liofilizare se realizeazi in conditii de temperaturi
extrem de joase (-55°C), care asigurd pastrarea componentei biochimice integrale a materiei
prime cu obtinerea unui produs cu un grad foarte inalt de omogenitate.

Rezultatul tehnic al inventici se datoreazi valorificarii integrale a complexului de
substante bioactive din componenta biomasei larvelor de varsta 3..4-a si evitdrii
procedurilor, care pot provoca degradarea componentelor termolabile ale complexului
activ.

Exemplu de realizare a inventiei

Cresterea insectelor din specia Lymantria dispar include urmitoarele etape:

1. Pregitirea conditiilor pentru realizarea ciclului vital in crescitorie. Crescitoria de
insecte prezinti camere cu suprafata de 15...20 m2 Peretii sunt vopsiti cu o risind speciali
care oferd posibilitatea dezinfectdrii cu solutii dezinfectante. Pe perimetrul camerei sunt
amplasate rafturi cu cutii Rubbermaid obscure. Temperatura in crescitorie s¢ mentine la
27°C, iar umiditatea - 75%. Se asigurd conditii de fotoperiodism.

2. Cresterea insectelor. Insectele mature in numir de 300...500 de indivizi sunt
plasate in cutia Rubbermaid si sunt hranite exclusiv cu tarate de grau de calitate superioard.
Odatd cu inceputul ecloziunii, larvele de prima varstd sunt colectate si plasate in cutii
Rubbermaid cu mediu nutritiv, care are urmatoarea componenta:

faini de grau 9145 ¢
faind de porumb 8555¢

masi vegetald uscatd 117,99 g
lapte uscat degresat 2,95 g

miere de albine 17,70 g
glicerol 11,80 g
pinobanksin 0,015 ¢
pinocembrind 0,015g
apa purificatd 627,57 ml.

Larvele sunt crescute timp de 21 zile din momentul ecloziunii, cu transferuri
succesive pe mediu nutritiv proaspat.

3. Obtinerea complexului entomologic activ din larve de varsta 3...4-a de Lymantria
dispar.

Larvele sunt colectate cu ajutorul pensei si sunt transferate in recipiente speciale
pentru congelare. Larvele sunt congelate la temperatura de -18°C. In aceasti forma materia
primi poate fi pastratd timp de 24 luni si utilizatd in dependentd de necesitate.

Inainte de utilizare larvele sunt spdlate de 2 ori cu cate patru volume de solutie
fiziologicd de 0,9% si apoi de doud ori cu a cite 4 volume de apa purificatd. Aceastd
procedurd permite inliturarea perisorilor de pe invelisurile exterioare ale larvelor.

In continuare biomasa este supusd maruntirii intr-un tocator cu cutite de inox, astfel,
ca particulele obtinute sd nu depdseascd dimensiunca de 2 mm. Complexul activ obtinut
este supus in continuare procesului de liofilizare.
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Ultima etapd constd in maruntirca complexului activ lioflizat in moara criogend la o
temperaturd extrem de joasd, ceca ce asigurd obtinerea particulelor disperse cu dimensiunca
de pand la 200 pm.

Complexul activ obtinut in modul descris mai sus este ambalat ermetic in pungi de
aluminiu si pastrat pana la utilizare (pani la 24 luni) in conditii de congelator (t = -18+3°C).

Rezultatele obtinute in cadrul procedeului revendicat au fost comparate cu
rezultatele obtinute conform celei mai apropiate solutii. In ultimul caz (solutia apropiati)
larvele au fost crescute in conditii de laborator pe mediul revendicat (p.2 din exemplu), au
fost colectate larve de varsta 5...6-a (ultima), in cea de-a 35 zi dupi ecloziunea larvelor din
oud.

Cantitatea de biomasa si activitatea antiinflamatoare a complexului activ conform
procedeului revendicat si conform celei mai apropiate solutii

Tabel
Parametrul monitorizat Conform celei mai Conform procedeului
apropiate propus
solutii in inventie
Cantitatea de biomasa de | 51,07+0,74 53,96+1,87*
larve, mg, la 1 g de mediu
utilizat
Sciderea cantitatii de ILs 27,7543,15 42,0242,63%*
eliberatd (% de reducere de
la valoarea martor)

*P=0,047 (<0,05)

*¥pP=(,004 (<0,005)

Din tabel se vede, cd procedeul propus este mai eficient din punct de vedere a
acumulirii de biomasa la un gram de hrand utilizati. Astfel, la 1 g de hrana in procedeul
revendicat s-au obtinut 53,96+1,87 mg larve, iar in solutia cea mai apropiatd - 51,07+0,74.

Cantitatea de ILg cliberatd a fost redusa de citre complexul activ obtinut conform
procedeului revendicat cu 42,02+2,63%, iar in cazul complexului activ obtinut conform
celei mai apropiate solutii - cu doar 27,75+3,15% fatd de nivelul martor.
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(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a complexului activ din larve de Lymantria dispar, care include cresterea
insectelor de Lymantria dispar pand la varsta 3...4-a in conditii artificiale pe mediu standardizat cu

urmdtoarea componentd (1a 1 kg de mediu):

faina de grau 80..95g
faina de porumb 82.87g

masi vegetald uscatd  110...120 g
lapte uscat degresat  2,5..35¢g

miere de albine 17..19¢g
glicerol 10..12 g
pinobanksin 0,01..0,02 g
pinocembrind 0,01..0,02 g
apa purificatd 696,5...663,5 ml,

apoi se congeleaza larvele la temperatura de -18°C, dupa care larvele se spald, se mdruntesc primar
pentru obtinerea complexului activ, care se liofilizeaza, complexul activ obtinut s¢ marunteste la
temperatura de -55°C, se¢ omogenizeaza complexul activ, sc ambaleaza si se pistreazi la temperatura
de -18°C.
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doctor in biologie. Chisindu, 2010, 129 p.

Y RO 122332 B1 2009.04.30 1,37

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior | T — document publicat dupa data depozitului sau
general a prioritatii invocate, care nu aparfine stadiului
pertinent al tehnicii, dar care este citat pentru a
pune in evidenta principiul sau teoria pe care se
bazeaza inventia

X — document de relevanta deosebitd: inventia | E — document anterior dar publicat la data depozit




revendicatd nu poate fi consideratd noud sau
implicand activitate inventiva cand
documentul este luat in consideratie de unul
singur

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

C — document considerat ca cea mai apropiata
solutie

alte mijloace de divulgare

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

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

L — document citat cu alte scopuri

Data finalizirii documentarii 2020.06.30

Examinator GROSU Petru
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