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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, si anume la procedee de obtinere
a preparatelor cu efect antiinflamator, destinate
tratamentului hiperplaziei benigne de prostata
asociatd sau nu cu prostatitd cronica.

Procedeul de obtinere a complexului
activ din larve de Lymantria dispar, conform
inventiei, include  cresterea  insectelor
Lymantria dispar pana la varsta a 4-a in
conditii controlate pe un mediu standardizat, ce
contine, g/kg: faina de grau 80-95, faina de
porumb 82-87, masa vegetala uscatd 110-120,
lapte uscat degresat 2,5-3,5, miere de albine

2

17-19, glicerol 10-12, pinobanksin 0,01-0,02,
pinocembrin 0,01-0,02, zinc acetat dihidrat
0,03-0,05, apa purificata restul, congelarea
larvelor la temperatura de -18°C, spalarea
larvelor, maruntirea primara, liofilizarea,
maruntirea la temperatura de -55°C, ambalarea
si pastrarea complexului activ la temperatura
de -18°C.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in
sporirea cantitafii de biomasd cu o activitate
biologica si o cantitate de zinc si de aminoacizi
proteinogeni, inclusiv cei esentiali, mai mare.

Revendicari: 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 processes for
producing drugs with anti-inflammatory
action, intended for the treatment of benign
prostatic  hyperplasia, associated or not
associated with chronic prostatitis.

The process for producing an active
complex of Lymantria dispar larvae, according
to the invention, comprises growing of
Lymantria dispar insects up to the 4th age
under controlled conditions on a standardized
medium containing, g/kg: wheat flour 80-95,
corn flour 82-87, dry vegetable mass 110-120,
powdered skimmed milk 2.5-3.5, bee honey

2

17-19, glycerin 10-12, pinobanksin 0.01-0.02,
pinocembrin 0.01-0.02, zinc acetate dihydrate
0.03-0.05, purified water the rest, freezing of
larvae at a temperature of -18°C, washing of
larvae, primary grinding, lyophilization,
grinding at a temperature of -55°C, packaging
and storage of the active complex at a
temperature of -18°C.

The technical result of the invention
consists in increasing the amount of biomass
with higher biological activity and the content
of zinc and proteinogenic amino acids,
including essential ones.

Claims: 1

(54) Cnnoco mosryueHHsi aKTHBHOTO KOMILJIeKca u3 JuduHok Lymantria dispar

(57) Pedepar:
1
N3o0perenne OTHOCHUTCA K 00JIaCTH
(dapMalieBTHKH, a HMMEHHO K crocobam

MOJTy4YEeHUs [IpenapaToB c
MIPOTUBOBOCTIAJIMTEIIbHBIM JIEICTBHEM,
NpeaHa3HAYECHHbBIX TS JIEYEHUs
JIOOPOKaYECTBCHHOM TUTIEPIUIA3UN

MPE/ICTATEILHOM JKeJIe3bl, CBA3AHHOW WM HE
CBSI3aHHOW C XpPOHMYECKHUM ITPOCTATHTOM.
Cnoco6  momy4yeHumst  aKTHBHOTO
KOMIUIEKCa W3 JIMYUHOK Lymantria dispar,
COTJIaCHO n300peTeHHIo, BKJTIOYaeT
BBIpalllUBaHUE HACEKOMBIX Lymantria dispar
J0 4-ro Bo3pacTa B KOHTPOJHPYEMBIX
YCIOBHAX Ha CTaHIApTH3UPOBAHHOW cpene,
cojiepKaliei, I/Kr: MIIeHHYHyr MyKy 80-95,
KYKYPY3HYIO MYKY 82-87, CYXYIO
pacturensHyro  maccy  110-120,  cyxoe

2

00e3KMPEHHOE MOJIOKO 2,5-3,5, MueTUuHbBIN
men 17-19, raumepun 10-12, nuHoGaHKCHH
0,01-0,02, nmaomem6pun 0,01-0,02, amerar
uuHka aByBomHbId  0,03-0,05, ouHieHHYIO
BOJly OCTaJbHOE, 3aMOPAXHBAHHWE JMIMHOK
npu  temneparype -18°C, npombiBaHME
JIMYMHOK, HEepBUYHOE n3MeIbUeHHE,
THOQUIN3ALHII0, U3MEIbYCHNE IIPU TeMIIepa-
Type -55°C, ynakoBKy U XpaHEHHE aKTUBHOTO
KOMILIeKca npu Temnepatype -18°C.

TexHuueckuit pe3yabTar
U300peTeHUs]  COCTOMT B  TIOBBIIICHUHU
KolM4yecTBa OuoMacchl ¢ OoJiee BBICOKOU
OMOJIOTHYECKON aKTHBHOCTBIO M COJEPKaHHA
IIMHKa WM TMPOTEHHOTEHHBIX aMUHOKHCIOT, B
TOM YHCJIE HE3AMEHUMBIX.

1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la domeniul farmaceutic, si anume la procedee de obtinere a preparatelor cu
efect antiinflamator, destinate tratamentului hiperplaziei benigne de prostatd asociatd sau nu cu prostatitd
cronica.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a unui complex activ din biomasa larvelor insectei Tenebrio
molitor in ulei de vaselina. Complexul activ entomologic obtinut conform acestui procedeu contine 45-80%
de extract entomologic si 55-20% de ulei de vaselind. Acest complex activ se caracterizeaza prin activitate
antioxidanta specificd 1nalta si este eficient in afectiunile de prostatd. Activitatea complexului activ in
procesul de inhibitie cu 50% a peroxidarii lipoproteinelor (Clsoy) se manifestd la o concentratic de 16
mg/ml, iar in procesul de inhibitie cu 50% a radicalului oxidului nitric - la o concentratie de 20 mg/ml.
Procedeul de obtinere a complexului activ include mai multe etape, prima dintre care este obtinerea larvelor
de Tenebrio molitor. In acest scop insectele sunt crescute in crescatorie pe mediu artificial standardizat cu
respectarea etapelor specifice. Cea de a doua etapa constd in colectarea si prelucrarea larvelor. Larvele
obtinute sunt spilate de 4 ori cu 4 volume de apa distilata la fiecare spalare. Dezinfectarea larvelor se face
cu ajutorul razelor UV. Dupa aceasta larvele sunt congelate la temperatura de -18°C. Urmatoarea etapa
constd in decongelarea treptatd a larvelor in conditiile unei temperaturi de 20-22°C. Dupa aceasta se
produce omogenizarea i maruntirea biomasei in omogenizator cu cutite de inox la viteza de 5000 rotatii pe
minut pana la obtinerea particulelor cu dimensiuni de 9-12 um. Urmaétoarea ctapa constd in extragerea
fractionata (fractia hidrosolubila si fractia liposolubild) a componentelor bioactive din biomasa de larve. La
prima etapa se realizeazd extragerea componentelor hidrosolubile din biomasa entomologica, dupa care
extractul obtinut se separa de restul de biomasa prin filtrare in vid. Extractul hidric se concentreaza prin
evaporare in vid. Extragerea fractiei liposolubile se face cu alcool etilic de 70%. Dupa aceasta extractul
obtinut se separa prin filtrare, dupa care extractul se concentreaza prin evaporare in vid la 40°C. Ambele
extracte se combind, iar extractul total se liofilizeaza. Extractul total se formuleaza ca complex entomologic
activ 1n ulei de vaselind cu urmaitoarea componenta: 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 gliceride semisintetice [1].

Neajunsul acestui procedeu de obtinere a complexului activ entomologic consta in existenta in
componenta etapelor de realizare a procedeului a evaporarii in vid a extractului hidric si etanolic cu
incélzirea extractelor, ceea ce poate duce la deteriorarea componentelor termolabile ale acestora.

Mai este cunoscut un procedeu de obtinere a preparatului entomologic antiinflamator si
antioxidant, destinat tratamentului hiperplaziei benigne de prostatd, din larvele de insecte din ordinul
Lepidoptera, genul Lymantria prin maruntirea lor in solutie fiziologica pand la formarea unei mase
omogene, filtrarea acesteia §i eliminarea apei prin liofilizare. Acest preparat contine urmatoarele
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. Preparatul are efect in inhibarea peroxidarii lipidelor [2].

Brevetul nu include descrierea procedurii de crestere a insectelor in scopul obtinerii biomasei de
larve, substanta activd este extrasd cu solutie fiziologici, ceea ce nu permite extragrea tuturor
componentelor bioactive.

Un alt procedeu de obtinere a unui preparat entomologic din biomasa larvelor de prima varsta de
Lymantria dispar constd in extractie hidroetanolica a componentelor bioactive ale biomasei. Larvele sunt
crescute in conditii de crescatorie pe un mediu compus din faina de grau, malai, masa vegetald uscata, lapte
praf, drojdii uscate, glicerol si miere. Biomasa colectata de larve de Lymantria dispar de prima vérsta se
spald de 4 ori, de fiecare datd cu un volum de apa care depaseste de 4 ori volumul de larve. Larvele se
congeleaza-decongeleaza. Utilizdnd un mojar cu cutite de inox biomasa se amesteca cu viteza de 5000 de
rotatii pe minut si se faramiteaza pana la obtinerea particulelor cu dimensiuni de 9-12 um. Masa obtinuta
este In continuare supusa extragerii timp de 60 min a principiilor bioactive cu solutie hidroetanolica de
20%. Extragerea se face la temperatura constanta (18-20°C) si agitatie permanenta pe un agitator orbital cu
viteza de rotatie de 280 rotatii/min (alternativ 240-320 rotatii/min). Biomasa se separa prin filtrare in vid,
dupa care urmeaza liofilizarea extractului [3]. In continuare se obtine produsul farmaceutic sub forma de
supozitoare rectale, care contine 60% de extract liofilizat.

Dezavantajul procedeului consta in faptul ca acesta permite obtinerea unui preparat, care consta
doar din componentele biomasei, care pot fi extrase cu solutia hidroetanolica de 20%, ceea ce omite o buna
parte a componentelor liposolubile. Un alt dezavantaj al acestui procedeu consta in aceea ca in calitate de
materie primad pentru extragere se utilizeaza biomasa larvelor de prima varsta, care se caracterizeaza prin
masd §i dimensiuni mici, ceea ce implicd scumpirea tehnologiei finale; se efectueazd o singurd extractie
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hidroetanolica cu o durata de 60 min, din care cauza raméan nevalorificate unele dintre componentele active
ale biomasei.

De asemenea, mai este cunoscut un procedeu de obtinere a unui preparat entomologic din pupe,
larve de ultima varstd (a 5-a sau a 6-a in dependentd de gen) si oud de Lymantria dispar, care este inclus
intr-o compozitie farmaceuticd sub forma de supozitoare sau ovule, pentru tratarea hemoroizilor,
adenomului de prostatd, fibromului uterin [4]. Conform sursei indicate, procedeul include urmatoarele
etape de lucru: colectarea pupelor si larvelor de ultima varstd ale omizii paroase a stejarului Lymantria
dispar, incepand cu luna iunie, si a oudlor in lunile august-septembrie de pe tulpinile stejarilor si plopilor
afectati sau cresterea larvelor si pupelor in conditii speciale de laborator; spalarea materialului biologic si
resuspendarea lui in solutie fiziologica; filtrarea si stoarcerea materialului biologic; optional - congelarea
materialului pana la utilizarea ulterioard; mdacinarea materialului pand la obtinerea particulelor cu
dimensiuni de 9-12 pm; filtrarea prin filtrul Bucker cu placi avand 200 de orificii pe cm?; atomizarea in vid
a extractului obtinut la temperatura de 130-140°C la intrare si 85-90°C la iesire sau liofilizarea Iui timp de
24-30 ore — substanta activa pentru producerea formei farmaceutice; executarea compozitiei farmaceutice
ce constd din 1% substanta biologic activa sub forma de extract de Lymantria dispar, 82% unt de cacao,
10% apa distilata, 2,68% helix, 2% laurat, 1,3% 2-bromo-2-nitropropan, 1% poligliceril-4 izostearat cetil
PEG/PPG dimeticon 10/1 si 0,02% dial; conditionarea acestei formule prin topirea §i omogenizarea
amestecului obtinut, cu temperatura de 60°C si turnarea in forme de supozitoare sau ovule §i ambalarea lor
pentru stocarea ulterioara.

Dezavantajul acestui procedeu consti in aceea ca in calitate de materie primd biologica se
utilizeaza trei dintre fazele de dezvoltare a insectei - oud, larve de ultima varstd si pupe. Componenta
biochimica a larvelor, pupelor si oudlor diferda semnificativ. Activitatea biologicd a acestor tipuri de
biomasa de asemenea difera esential. De exemplu, activitatea antiradicalica a extractului din larve este de 5-
7 ori mai mare comparativ cu activitatea oudlor si a pupelor.

De asemenea, a fost demonstrat, ca cu inaintarea in varsta activitatea biologica a larvelor scade, de
exemplu activitatea antiradicalica a larvelor de ultima varsta este cu cel putin 30% mai joasa comparativ cu
activitatea larvelor de véarsta 1. Astfel, un alt dezavantaj este utilizarea larvelor de ultima varsta,
caracterizate prin cea mai joasa activitate antioxidanta.

in acelasi timp sursa selectatd nu indica niste proportii pentru obtinerea amestecului de larve si
pupe. Pornind de la activitatea lor diferitd, in cazul aplicarii 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 proprietatilor biologice ale materialului biologic obtinut. Cele expuse fac imposibil controlul
asupra componentei substantei active.

Cea mai apropiata solutie de obiectul revendicat constituie un procedeu de obtinere a complexului
activ din larvele de Lymantria dispar de varsta 3-4, care include cresterea insectelor Lymantria dispar in
crescatorie pe un mediu standardizat, congelarea larvelor la -18°C, spalarea larvelor, maruntirea primara a
larvelor cu obtinerea complexului activ, liofilizarea complexului activ, maruntirea la temperatura extrem de
joasa (-55°C), omogenizarea complexului activ, ambalarea si pastrarea complexului activ in conditii de
congelator (-18°C). Aplicarea acestui procedeu asigura obtinerea unui preparat cu actiune antiinflamatoare,
care asigura scdderea eliberarii interleucinei 8 cu 42% de la valoarea acestui indiciu in lipsa preparatului
[5].

Dezavantajul acestui procedeu constd in activitatea antiinflamatoare i antioxidantd scdzutd a
preparatului obtinut.

Problema pe care o rezolva inventia constd in sporirea actiunii antiinflamatoare si antioxidante a
complexului activ de origine entomologica, eficient in afectiunile de prostata.

Problema se rezolva prin procedeul de obtinere a complexului activ din larve de Lymantria dispar
care include cresterea insectelor Lymantria dispar pana la varsta a 4-a in conditii controlate pe mediu
standardizat cu urmatoarea componenta, g/kg:

fainad de grau 80-95
faina de porumb 82-87
masa vegetala uscata 110-120
lapte uscat degresat 2,5-3,5
miere de albine 17-19
glicerol 10-12
pinobanksin 0,01-0,02
pinocembrin 0,01-0,02
acetat de zinc dihidrat 0,03-0,05

apa purificata restul,
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congelarea larvelor la temperatura de -18°C, spalarea larvelor; maruntirea primara, liofilizarea, maruntirea
la temperatura extrem de joasa (-55°C), ambalarea si pastrarea complexului activ in conditii de congelator
(-18°C).

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea cantitatii de biomasa cu o activitate biologica si o
cantitate de zinc §i de aminoacizi proteinogeni, inclusiv cei esentiali, mai mare.

Rezultatul tehnic al inventiei se datoreaza efectelor benefice ale dietei cu continut de zinc, care
este un stimulator recunoscut a multor procese metabolice in celulele vii.

Exemplu de realizare a inventiei

Cresterea insectelor din specia Lymantria dispar include urmatoarele etape:

1. Pregdtirea conditiilor pentru realizarea ciclului vital in crescdtorie. Crescatoria de insecte
prezintd camere cu suprafata de 15-20 m?. Peretii sunt vopsiti cu o risina speciali care oferd posibilitatea
dezinfectarii cu solutii dezinfectante. Pe perimetrul camerei sunt amplasate rafturi cu cutii Rubbermaid
obscure. Temperatura in crescatorie se mentine la 27°C, iar umiditatea - 75%. Se asigura conditii de
fotoperiodism.

2. Cresterea insectelor. Insectele mature in numar de 300-500 de indivizi sunt plasate in cutia
Rubbermaid. Odatd cu inceputul ecloziunii, larvele de prima varstd sunt colectate si plasate in cutii
Rubbermaid cu mediu nutritiv, care are urmatoarea componenta:

faina de grau 91,45¢
faina de porumb 85,55 ¢
masa vegetala uscata 117,99 ¢
lapte uscat degresat 2,95¢
miere de albine 17,709
glicerol 11,809
pinobanksin 0,015¢g
pinocembrin 0,015¢
acetat de zinc (Zn(CH3CO)2:2H,0) 0,030 ¢
apa purificata 627,54 ml.

Larvele sunt crescute pand cand majoritatea larvelor ating varsta a 4-a (ziua a 21-23-a din
momentul ecloziunii), cu transferuri succesive pe mediu nutritiv proaspat.

3. Obtinerea complexului entomologic activ din larve de varsta a 4 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 aceastid formd materia prima poate fi pastrati timp de 24 luni si
utilizata in dependenta de necesitate.

Inainte de utilizare larvele sunt spilate de 2 ori cu céte patru volume de solutie fiziologica si inca
de doua ori cu cate 4 volume de apa purificatd. Aceastd procedurd permite inldturarea perisorilor de pe
invelisurile exterioare ale larvelor.

in continuare biomasa este supusd maruntirii intr-un tocitor cu cutite de inox, astfel ca particulele
obtinute s nu depaseasca dimensiunea de 2 mm. Complexul activ obtinut, numit Adenoprosin Plus, este
supus in continuare procesului de liofilizare.

Ultima etapa constd In maruntirea complexului activ lioflizat in moara criogena la o temperatura
extrem de joasd, ceea ce asigurd obtinerea particulelor disperse cu dimensiunea de pana la 200 pm.

Complexul activ obtinut in modul descris mai sus este ambalat ermetic in pungi de aluminiu si
pastrat pana la utilizare (pana 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 apropiatd) larvele au fost crescute in conditii de
laborator, au fost colectate larve de varsta a 4-a.

Tabel

Cantitatea de biomasa, continutul de zinc, continutul de aminoacizi si activitatea antiinflamatoare a

complexului activ conform procedeului revendicat si conform celei mai apropiate solutii*

Parametrul monitorizat Conform celei mai Conform procedeului
apropiate solutii propus
Cantitatea de biomasa de larve, mg, la 1g de | 53,96+1,87 68,40+2,07
mediu utilizat
Cantitatea de zinc in biomasa, pg la 1 g de | 35,22+0,54 122,85+2,12
biomasa
Cantitatea aminoacizilor proteinogeni, mg/g | 332,36+13,11 507,08+9,43
biomasa
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Cantitatea aminoacizilor esentiali, mg/g | 149,45+6,18 238,26+21,08
biomasa
Scaderea cantitatii de ILg eliberatda (% de | 42,02+2,63 53,62+0,94
reducere de la valoarea martor)
Activitatea antioxidanta
Echivalent mg TROLOX /g biomasa 35,64+1,06 41,831,338

*Diferentele dintre valorile parametrilor conform celei mai apropiate solutii si conform
procedeului propus sunt statistic semnificative, p<0,005.

Din tabel se vede cd procedeul propus este mai eficient din punct de vedere al acumularii de
biomasa la un gram de hrana utilizata. Astfel, conform procedeului propus cantitatea de biomasa obtinuta la
o unitate de mediu utilizata este cu 26,8% mai mare ca in cazul celei mai apropiate solutii. De asemenea,
calitatea biomasei obtinute conform procedeului propus este superioara celei obtinute conform celei mai
apropiate solutii: continutul de zinc creste de 3,5 ori, cantitatea aminoacizilor proteinogeni creste cu 52,6%,
inclusiv a celor esentiali cu 59,4%. Activitatea biologicd a biomasei obtinute conform procedeului propus
este mai mare. Astfel, reducerea cantitatii de ILg eliberata a fost redusa fatd de martor cu 27,6% mai eficient
de complexul activ obtinut conform procedeului revendicat comparativ cu cel obtinut conform celei mai
apropiate solutii. Activitatea antioxidantd a complexului activ obtinut conform procedeului propus este cu
17,4% mai mare comparativ cu activitatea complexului obfinut conform celei mai apropiate solutii.
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(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a complexului activ din larve de Lymantria dispar, care include cresterea
insectelor Lymantria dispar pana la vérsta a 4-a in conditii controlate pe un mediu standardizat, ce contine,

a/kg:

faind de grau 80-95
faina de porumb 82-87
masa vegetala uscata 110-120
lapte uscat degresat 2,5-3,5
miere de albine 17-19
glicerol 10-12
pinobanksin 0,01-0,02
pinocembrin 0,01-0,02
acetat de zinc dihidrat 0,03-0,05
apa purificata restul,

congelarea larvelor la temperatura de -18°C, spilarea larvelor, maruntirea primara, liofilizarea, maruntirea
la temperatura de -55°C, ambalarea si pastrarea complexului activ la temperatura de -18°C.
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