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Inventia se refera la biotehnologie, si anume la obtinerea biomasei de larve de Galleria mellonela cu activitate
cheratoliticd, antioxidantd si antiinflamatoare naltd, care poate fi utilizatd in calitate de materie prima 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 faina de grau (110 g), drojdii de panificatie (100 g), lapte praf (70 g), ceara
(50 g), glicerol (80 g), tarate de grau (350 g), miere de albine (50 g) si apa (160 g); iar a larvelor de varsta 3-4 - pe
mediu ce contine tarate de grau (350 g), faina de grau (110 g), drojdii de panificatie (100 g), lapte praf (70 g), ceara
(50 g), glicerol (80 g), apd (210 g) [1]. Larvele obtinute sunt destinate utilizarii in calitate de gazda pentru diferiti
patogeni in cadrul cercetarilor stiintifice.

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

Este cunoscut un procedeu de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella, care include incubarea larvelor
de ultima varsta ori a pupelor in containere la intuneric timp de 1-3 saptdmani pentru obtinerea unui numar maximal
de oud, transferarea oudlor (de doud ori pe sdptimana) in containere cu hrana si mentinerea lor timp de 20 de zile
pentru obtinerea larvelor. Mediul nutritiv utilizat pentru hranirea larvelor are urméatoarea componenta: fdina de
porumb 250g, extract de drojdii 150g, faina de soia 100g, lapte praf 100g, miere de albine 200g, glicerol 200g,
blocuri de ceara de albine. Larvele obtinute sunt caracterizate prin rezistentd inaltd fata de infectiile cu
Staphylococcus aureus, Escherichia coli si Candida albicans si sunt utilizate in calitate de gazde in studiul
entomopatogenilor [2].

Dezavantajul procedeului constd in faptul ca larvele obtinute se deosebesc esential dupa dimensiuni (de la 1 la 2 cm)
si calitatea biomasei din cauza varstei diferite, ceea ce este inacceptabil in cazul utilizarii biomasei in calitate de
materie prima pentru obtinerea substantelor cosmetice ori farmaceutice.

Mai este cunoscut procedeul de obtinere a larvelor de Galleria mellonella care consta in aceea ca oudle de insecte
sunt plasate 1n cutii de plastic cu mediu nutritiv, unde se dezvolta timp de 51 de zile. Mediul nutritiv utilizat are
urmatoarea componenta: 118 g faina de grau, 206 g tarate de grau, 118 g lapte praf, 88 g drojdie de bere, 24 g
pulbere de ceara, 175 ml miere si 175 ml glicerol. Larvele obtinute sunt utilizate in calitate de gazda pentru
obtinerea nematodelor entomofage [3].

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

Cea mai apropiata solutie de obiectul revendicat este procedeul de obtinere a biomasei de larve de Galleria
mellonella [4] in scopul utilizarii acesteia in calitate de materie prima pentru producerea preparatelor cosmetice si
farmaceutice cu efect cheratolitic. Acest procedeu include trei etape succesive: 1. Pregatirea conditiilor pentru
realizarea ciclului vital in crescitorie. Crescitoria de insecte prezintd inciiperi cu suprafata de 20m?. Peretii sunt
vopsiti cu o risina speciald care oferd posibilitatea dezinfectarii cu solutii dezinfectante. In inciperile in care se
efectueazd incubarea oudlor se mentine temperatura de 26+2°C si umiditate de 70%. Incaperile 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 dupa
ecloziunea larvelor din ou, larvele se transfera din incaperile 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 necesarda —
mediu nutritiv cu urmatoarea componenta: extract din porumb galben 174,0- 206,0g, extract din porumb rosu 183,0-
214,0g, glucoza 70,0-85,0g, fructoza 65,0- 81,0g, sucrozi 4,0- 4,8g, maltoza 4,0-5,0g, cazeina 117,0-
148,09, retiol (vitamina A) 2500 -3000 UI, tocoferol acetat (vitamina E) 40-58 Ul, vitamina C 0,05-0,06 g,
riboflavina (vitamina B2) 0, 0014-0,0017g, pantotenat de calciu (vitamina B5) 0,005-0,01g, tiamina (vitamina B1)
0,002-0,003g, piridoxina 0,003-0,004g, biotind 0,00002-0,00003g, niacind (vitamina B3) 0,0002-0,0003g,
pinobanksin 0,015-0,020g, pinocembrin ~ 0,010- 0,015g, glicerol 120,0-139,0g, NaNOs 0,8-1,1g, KH2PO4 1,7-
2,09, NaCl 1,5-2,0g, CaCl, 0,4-0,59, MgSO4*7H,0 0,05-0,1g, ZnSO4+7H,O 0,005-0,01g, MnSO45H20 0,007-
0,015¢g, CuSO4+5H,0 0,007-0,008g, FeCls«6H,0 0,0100- 0,0175g, EDTA 0,0060-0,0075g, ceara galbend 250-350g,
apa purificata - pana la echilibrarea a 1000g. 3. Colectarea larvelor. Larvele se separa la intrarea lor in cea de-a
VIl-a varsta, imediat dupa naparlire. Aceasta biomasa este utilizata pentru obtinerea unui complex activ cu actiune
cheratolitica.

Dezavantajul acestui procedeu constd in aplicarea unui mediu nutritiv foarte complex, alcatuit din peste 30 de
componente, iar biomasa de larve este colectata imediat dupa néaparlire, perioadd, cand 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 consta in faptul cd intreaga perioada de
dezvoltare a etapei de larvd a insectei Galleria mellonella, care include de la 3 la 10 naparliri, are loc in aceleasi
vase (containere) in care au fost introduse ouale, ori larvele de prima si a doua varstd. Aceasta duce la acumularea
produselor activitatii vitale a insectelor si la scaderea productivitatii de biomasa a larvelor.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui procedeu nou, eficient de obtinere a biomasei
de larve de Galleria mellonella, care sa asigure o activitate biologica inalta a acestei biomase.

Esenta inventiei constd in aceea cad se propune un procedeu de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella
cu activitate biologicad inaltd, care constd in plasarea pupelor in recipiente cu mediu nutritiv, mentinerea lor la
temperatura de 27°C si umiditatea de 75% péna la eclozarea larvelor de prima varsta, transferul larvelor dupa 6 ore
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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 proaspit si colectarea larvelor, totodatd mediul
nutritiv are urmatoarea componenta, g/kg:

Faind 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 consta in sporirea cantitatii si activitatii biologice a biomasei de larve obtinute.

Astfel, procedeul de obtinere a biomasei de larve de Galleria mellonella include un mediu mai simplu si mai putin
costisitor, care asigura obtinerea unei cantitati mai mari de biomasa (149,7+2,9 mg biomasa la 1g mediu utilizat fata
de 113,6+ 6,2, in cazul prototipului) cu o activitate biologica mai inalta.

Rezultatul tehnic al inventiei se datoreaza faptului ca pe durata dezvoltdrii larvelor de Galleria mellonella se fac cel
putin doua transferuri de larve pe mediu proaspit, ceea ce previne efectul de inhibitie provocat de acumularea
produselor activitatii 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 pastreaza la temperatura de 3-5°C si se lasa la temperatura camerei timp de 2
ore. Dupd acest interval de timp pupele sunt transferate in recipiente acoperite cu capac gaurit, care contin 0
cantitate mica de mediu nutritiv (1/10 din volumul recipientului) pentru dezvoltarea ulterioara 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. Dupa 48 de ore de la plasarea pupelor in
recipiente apar larvele de prima varsta. Procesul se monitorizeazd pentru a oferi un randament de 80% iesire, dar nu
mai mult de 6 ore.

Mediul nutritiv utilizat are urmatoarea componenta, g/kg:

Faina de grau 185

Fina 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. Dupa 6 ore de la inceputul eclozarii larvele de prima generatie sunt
scoase cu ajutorul pensetei din recipientele in care au aparut si se plaseaza in recipientele pregatite.

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 doua 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 cheratolitica inalta colectarea larvelor se face la cea de-a 19 zi de
cultivare, pand a incepe procesul de naparlire a larvelor de varsta a VI-a. Larvele sunt spalate de 2 ori cu patru
volume de solutie fiziologica si clatite de doua ori cu 4 volume de apé purificata.

Biomasa obtinuta este supusa testelor calitative si cantitative.

Activitatea cheratolitica a fost determinata 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 realizeaza in modul
urmitor: 5 mg pulbere de cheratin-azur se suspendeaza in 1 ml tampon Tris-HCI de 50 mM (pH 8,0). Amestecul de
reactie congine 1 ml de suspensie de cheratin-azure si 1 ml extract cu activitate cheratoliticd. Reactiile se efectueaza
la 50°C intr-0 baie de apa cu agitare constanta de 200 r/min timp de 30 min. Dupa incubare, reactia se intrerupe prin
adaugarea 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 keratinaza.
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Activitatea cheratolitica exprimata in unitati de activitate per mg substanta (UN/mg) prezinta cantitatea de enzima
care determina cresterea absorbtiei cu 0,01 intre proba si martor la 595 nm in conditiile date.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1
Parametrul monitorizat Conform celei mai apropiate solutii ConformAprpcedeL.Jlm propus
1n mventie
Costul unui kg de mediu nutritiv 100% 25%
Cantitatea de biomasa l.arvala (mg) 13,6462 149.742.9
la 1g de mediu
Activitatea Cheravtohtlcaw, UN/mg 1,96 0,05 4,05+0,04
substanta uscata

Datele din Tabelul 1 demonstreaza ca utilizarea unui mediu simplificat duce la ieftinirea considerabila a costului de
producere a larvelor (cheltuielile pentru mediul nutritiv in solutia propusa constituie 25% din costul mediului in
prototip), iar cantitatea de biomasa 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 atioxidanta inalta

Pupele se scot din frigider, unde se pastreaza la temperatura de 3-5°C, si se lasa la temperatura camerei timp de 2
ore. Dupd acest interval de timp pupele sunt transferate in recipiente acoperite cu capac gaurit, care confin 0
cantitate mica de mediu nutritiv (1/10 din volumul recipientului) pentru dezvoltarea ulterioara 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. Dupa 48 de ore de la plasarea pupelor in
recipiente apar larvele de prima varsta. Procesul se monitorizeaza pentru a oferi un randament de 80% iesire, dar nu
mai mult de 6 ore.

Mediul nutritiv utilizat are urmatoarea componenta, g/kg:

Faina de grau 200

Fina 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
Apd purificata restul.

Se prepard containere noi cu mediu nutritiv. Dupa 6 ore de la inceputul eclozarii larvele de prima generatie sunt
scoase cu ajutorul pensetei din recipientele 1n care au aparut si se plaseaza in recipientele pregatite.

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 doua 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 colectarea larvelor se face la cea de-a 20 zi de
cultivare. Larvele sunt spalate de 2 ori cu patru volume de solutie fiziologica si de doua ori cu 4 volume de apa
purificata.

Biomasa obtinuta este supusa testelor calitative i cantitative.

Activitatea antioxidanta se determina prin metoda de determinare a capacitatii antioxidante cu aplicarea radicalului
cation ABTS * (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolind-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 metoda se utilizeaza troloxul. Rezultatele testului
se exprima 1n unitati TEAC (trolox equivalent antioxidant activity).

Oxidarea ABTS 1in scopul formarii radicalului cation ABTS se realizeaza cu utilizarea persulfatului de potasiu.
Pentru aceasta se prepard solutia stoc a reagentului ABTS de 7 mM in apa deionizata, la care se adauga 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 prepara din solutia stoc de ABTS, care se
dizolva in etanol sau apa distilata pana la stabilizarea valorii absorbantei la 0,700 + 0,020 unitati la lungimea de
unda de 734 nm.

Amestecul reactant constd din 0,3 ml extract antioxidant i 2,7 ml solutie ABTS. Reactia de reducere decurge la
temperatura camerei timp de 6 min, dupa care se masoara absorbanta la lunginea de unda de 734 nm.
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Valoarea indicelui TEAC este exprimatad in mg trolox la g de substantd (biomasa), si se calculeaza in baza curbei de
calibrare executata in aceleasi conditii experimentale.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2
Parametrul monitorizat Conform celei mai apropiate solutii Conform pr?:\fg:;éul propus in
Costul unui kg de mediu nutritiv 100% 25%
Cantitatea de biomasa l.arvala (mg) 118.4 156.1
la 1g de mediu
.Act1V1tatea ant10x1da1.1ta 28,402 36,8+0,6
Echivalent mg trolox /g biomasa

Datele din Tabelul 2 demonstreaza ca cantitatea de biomasd obtinuta la utilizarea unui gram de mediu creste cu
31,7%, comparativ cu prototipul. De asemenea creste si activitatea antioxidantd 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 pastreaza la temperatura de 3-5°C, si se lasd la temperatura camerei timp de 2
ore. Dupd acest interval de timp pupele sunt transferate in recipiente acoperite cu capac gaurit, care contin 0
cantitate mica de mediu (1/10 din volumul recipientului) nutritiv pentru dezvoltarea ulterioara 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. Dupa 48 de ore de la plasarea pupelor in
recipiente apar larvele de prima varsta. Procesul se monitorizeaza pentru a oferi un randament de 80% iesire, dar nu
mai mult de 6 ore.

Mediul nutritiv utilizat are urmatoarea componenta, g/kg:

Faina de grau 190

Fina 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 eclozarii larvele de prima generatie sunt
scoase cu ajutorul pensetei din recipientele in care au aparut si se plaseaza in recipientele pregétite.

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 doua 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 antiinflamatoare inaltd colectarea larvelor se face la cea de-a 21 zi
de cultivare. Larvele sunt spéilate de 2 ori cu patru volume de solutie fiziologica si de doua ori cu 4 volume de apa
purificata.

Biomasa obtinuta este supusa testelor calitative i cantitative.

Scaderea nivelului de eliberare a interleucinei 8 (ILg) se testeaza in vitro pe cultura de fibroblasti normali umani.
Inducerea eliberarii factorilor proinflamatori se realizeaza cu aplicarea acidului benzoic in prezenta produsului
testat. in calitate de control a fost utilizata cultura tratati cu acid benzoic in prezenta solutiei fiziologice. Nivelul de
ILs a fost determinat cu aplicarea metodei imunofermentative ELISA (Kitul pentru determinarea ILgs, Thermo
Fisher).

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3
Parametrul monitorizat Conform celei mai apropiate solutii Conform pr;:\c/:;i:gﬁl}m propus in
Costul unui kg de mediu nutritiv 100% 25%
Cantitatea de blomaga larvala la 1g 121,342.7 160,040.8
de mediu
Scaderea cantitatii de ILg eliberata 28,5+0,7 37,1+£0,2
(% la martor)
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Datele din Tabelul 3 demonstreaza ca cantitatea de biomasa obtinutd la utilizarea unui gram de mediu creste cu
31,9% comparativ cu prototipul. De asemenea a fost inregistrat un nivel mai inalt al activitatii antiinflamatoare,
exprimat prin scaderea nivelului factorului proinflamator — interleucinei 8 (o scadere cu 37,1% in solutia propusa
fatd de o scadere de 28,5% in cazul celei mai apropiate solutii).



