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Inventia se refera la domeniile cosmetic si farmaceutic, si anume la preparate cu efect cheratolitic, care pot fi
utilizate in tratamentul cheratozelor de diferita etiologie si in exfolierea blanda in cadrul tratamentelor cosmetice.
Existd doud grupuri de preparate cu efec cheratolitic - de sintezd chimica si de origine naturala. Dintre cele mai
cunoscute preparate cheratolitice obtinute prin sistezd chimica este rezorcina (benzen-1,3-diol; C6H4(OH)2).
Aceastd subsanta in concentratie de 5-10% are efect cheratolitic si de cauterizare a stratului cornos al pielii [1].
Neajunsul acestui preparat consta in faptul ca pielea absoarbe activ substanta, iar aplicarea pe suprafete mari sau in
concentratii mari poate provoca efecte adverse pronuntate: ameteli, tinitus, transpiratie, dificultati de respiratie, ritm
cardiac accelerat, convulsii, cianoza s.a. De asemenea, rezorcina atribuie o nuanta rosietica pronuntata parului blond,
iar in cazul unui nivel insuficient de purificare a rezorcinei pielea pe locul aplicarii obtine o nuanta mov.

Sunt cunoscute mai multe preparate de origine naturald cu efect cheratolitic. De exemplu, este cunoscuta 0
compozitie pentru ingrijirea pielii, care actioneaza in baza a trei enzime proteolitice care asigura eliminarea celulelor
moarte si renovarea epidermei. Aceasta compozitie se obtine prin combinarea a trei enzime proteolitice - o tiol
proteaza, O Serin proteaza primard, derivatd din procesele metabolice ale Aspergillus melleus, si o serin proteaza
secundara. Afard de aceasta preparatul mai include un alfa hidroxiacid de origine vegetala, obtinut prin extragere din
plante, precum si un antioxidant, care, de asemenea, poate fi de origine vegetala, ori sintetica [2].

Dezavantajul acestui preparat consta in pretul inalt al produsului finit, care este determinat de obtinerea a trei tipuri
de enzime proteolitice cu un grad inalt de puritate, precum si in potentialul iritativ inalt al preparatului, determinat
de componenta lui, in special de prezenta alfa hidroxiacizilor. De asemenea, acest preparat nu contine componente,
care faciliteaza procesul de refacere a pielii pe locurile, care au fost afectate de cheratoze.

Mai este cunoscut un preparat biologic pentru lezarea alunitelor, nevilor, polipilor, cheloizilor, carcinoamelor si a
altor formatiuni cutanate [3]. Acest preparat biologic este constituit din 51,7-52,0% de proteind specifica, care
contine 10% de substanta biologic activa, ce are la baza aminoacizii: Gly, Asp, Ley, Pir, Fen, Liz, impreuna cu
lanolina 25%, glicerina 25%, lapte praf 25%, extract de nuca 10%, nipagin 0,12%, nipasol 0,08%, apa bidistilata
4,8%, procentele fiind exprimate in greutate. Pentru obtinerea preparatului se realizeazd colectarea pupelor de
Lymantria dispar din padurile infestate.

Dezavantajul acestui preparat consta in aceea cd materialul biologic este obtinut prin colectare din naturd, in asa
mod, fiind imposibil controlul asupra componentei substantei active. Afara de aceasta, colectarea materialului
biologic din naturd nu permite de a planifica un anumit volum de producere, fiind dependenta de conditiile de mediu
si de fluctuatiile numerice a speciei Lymantria dispar.

Se mai cunoaste un procedeu de obtinere a unui complex de origine entomologicd in propilenglicol cu actiune
cheratolitica, care se obtine din insecte din ordinul Lepidoptera, familia Pyralidae, genurile Galleria, Asopia sau
Aglossa, contine subtilizina, polizaharide de tipul chitosanului, aminoacizi si propilenglicol, si manifesta o activitate
cheratolitica de 46,5-51,0 U/ml. Procedeul de obtinere a acestui complex entomologic consta in aceea ca se cresc
insecte din genurile Galleria, Asopia sau Aglossa pe diferite medii nutritive artificiale, apoi se colecteaza larvele de
ultima varstd, se spala, se dezinfecteaza cu raze UV si se mojareaza. Biomasa obtinuta se liofilizeaza si se extrage cu
apa bidistilata timp de 2-8 ore, apoi extractul se separa prin decantare, se concentreaza, se adauga propilenglicol si
se evapora apa. Complexul activ se aplica pentru fabricarea produselor farmaceutice cu actiune cheratolitica sub
forma de unguent si de gel si a produselor cosmetice cu actiune cheratolitica sub forma de crema, lotiune tonica si
de curatare si sub forma de gel exfoliant [4].

Dezavantajul acestui procedeu consta in aplicarea unor medii nutritive foarte complexe, alcituit din peste 30 de
componente. De exemplu, pentru cresterea insectelor din genul Galleria mediul contine extract din porumb galben,
extract din porumb rosu, glucoza, fructoza, sucrozd, maltoza, cazeina, retiol, tocoferol acetat, vitamina C,
riboflavina, pantotenat de calciu, tiamina, piridoxina, biotind, niacind, pinobanksin, pinocembrin, glicerol, NaNO3,
KH2PO4, NaCl, CaCl2, MgSO4*7H20, ZnSO4*7H20, MnSO4*5H20, CuSO4*5H20, FeCI3*6H20, EDTA,
ceara galbend, apa purificatd. De asemenea, biomasa de larve este colectatd imediat dupa naparlire, perioada, cand
cantitatea de enzime cu efect cheratolitic scade ca rezultat al utilizarii lor in procesul de eliminare a scheletului
extern vechi.

Cea mai apropiata solutie de obiectul inventiei il constituie un procedeu de obtinere a biomasei de larve de Galleria
mellonella cu activitate cheratoliticd inaltd. Procedeul constd in cresterea larvelor de Galleria mellonella la
temperatura de 27°C si umiditatea de 75% timp de 19 zile cu transferul larvelor de cel putin 2 ori pe un mediu
nutritiv proaspat compus din faina de grau, faina de porumb, tarate de grau, extract de drojdie, lapte praf, miere de
albine, glicerol, pulbere de ceard, pinobanksin, pinocembrin, apa purificata [5].

Neajunsul acestui procedeu consta in aceea ca se utilizeaza larve de varsta a 6-a, care este penultima in ciclul vital
normal al insectei, masa larvelor fiind mai mica fata de cea maxim posibila si deci, si activitatea cheratolitica este
sub nivelul maximal posibil.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in obtinerea unui complex entomologic cu o cantitate mai mare
de biomasa si 0 activitate cheratolitica mai inalta.

Problema se rezolva prin procedeul de obtinere a complexului entomologic cu activitate cheratolitica, care consta in
cresterea larvelor de Galleria mellonella pana la varsta a 7-a pe un mediu nutritiv, care contine, g/kg: fdina de grau
185, faind 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, transferarea lor pe un mediu nutritiv,
care contine, g/kg: faina de grau 185-200, faind de porumb 180-190, tirate de grau 110-130, extract de drojdie 15-
20, lapte praf 120-140, miere de albine 40-50, glicerol 80-90, pulbere de ceara 65-85, pinobanksin 0,02-0,03,
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pinocembrin 0,02-0,03, acetat de zinc dihidrat 0,01-0,02, apa purificata restul, cresterea timp de 180 de ore,
colectarea larvelor, congelarea, spalarea, maruntirea, liofilizarea, maruntirea repetata la temperatura de -55°C,
omogenizarea, ambalarea si pastrarea in congelator.

Activitatea cheratolitica a complexului entomologic 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 urmator: 5 mg de pulbere de cheratin-azur se suspenda in 1 mL tampon Tris-HCI
de 50 mM (pH 8,0). Amestecul de reactie contine 1 mL de suspensie de cheratin-azur si 1 mg complex cu activitate
cheratolitica. Reactiile se efectueaza la 50°C intr-0 baie de apa cu agitare constantd de 200 rot/min timp de 30 de
min. Dupd incubare, reactia se intrerupe prin adaugarea a 2 mL de acid tricloroacetic de 0,4 M, urmatd de
centrifugarea la 3000g timp de 20 de min. Absorbanta supernatantul se masoara la 595 nm. Controlul se prepara la
fel, iar extractul se inlocuieste cu cheratinaza. Activitatea cheratolitica exprimata in unitti de activitate per mg de
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 Tabel.

Tabel
Parametrul monitorizat Conform Cilgllurg?' apropiate Conform procedeului propus
Masa unei larve, mg 278,5+22.4 328,2+17,1
Cantitatea de biomasa l_arvala (mg) 149,742.9 185.2422.4
la 1l g de mediu
Activitatea cheravtohtlcav, UN/mg 4,05+0,04 6.8540,13
substanta uscata

Datele din Tabel demonstreaza ca aplicarea procedeului propus asigura cresterea cantitatii de biomasa obtinuta la
utilizarea unui gram de mediu cu 23,7% comparativ cu solutia proxima. De asemenea, creste si activitatea
cheratolitica a complexului activ cu 69,1%.

Rezultatul tehnic al inventiei, in comparatie cu cea mai apropiata solutie, consta in faptul ca utilizarea larvelor de
varsta a 7-a asigura obginerea unei biomase mai mari de larve, iar mediul cu continut redus de miere si cu continut
sporit de ceara, precum si cu continut de acetat de zinc stimuleaza eliminarea proteazelor cu activitate cheratolitica.
Complexul activ cu actiune cheratolitica obtinut conform acestui procedeu poate fi utilizat in calitate de substanta
activa in produse cosmetice si farmaceutice.

Pentru prepararea produselor cosmetice complexul activ va fi utilizat in cantitate de 0,3-2,0%, preferabil 1,0-1,5%
din masa totala a compozitiei.

De asemenea, compozitiile cosmetice vor include solventi, preferabild este apa purificata, care in dependenta de
forma fizica selectata poate varia de la 3% la 87% din greutatea compozitiei; sau alternativ - glicerolul, benzil
alcoolul s.a.

De asemenea, produsele cosmetice (in forma de lotiune, crema, gel ori ser) vor include unul sau mai multi
emulgatori, ca de exemplu: alcooli organici cu catena de 14-22 atomi de carbon (alcooli C14-22), alchil glicozide
C14-20, alchil sulfat, alchil fosfati, acil izotionat, cetil alcool, stearil alcool, gliceril stearat s.a., substante cu
asemenea proprietati, ori combinatii ale acestor substante. Masa componentelor cu proprietati de emulgator va fi
cuprinsi intre 1% si 12% din masa totald a compozitiei.

in calitate de stabilizatori ai emulsiilor produsele cosmetice vor contine alcooli organici C14-22, esteri ai
glicerolului, asa ca stearat glicerolul, polimeri sintetici, ori alte componente cu proprietati de stabilizatori ai
emulsiilor, inclusiv in diferite combinatii.

in mod obligatoriu compozitiile cosmetice vor contine substante emoliente, ca de exemplu: unul sau mai multe
grasimi ori uleiuri, hidrogenate ori nehidrogenate, esterii lor ori diferite combinatii ale emolientilor acceptati pentru
acest tip de produse. Continutul acestui tip de componente in formule va constitui de la 0,5% pana la 10% din masa
totala a compozitiei.

Formulele cosmetice vor contine si umectanti, capabili de a retine apa in tesuturile pielii. in calitate de astfel de
substante pot fi utilizate urea, acidul piroglutamic, aminoacizi, ori alte substante cu proprietati higroscopice,
acceptate pentru asemenea tip de produse, precum si combinatiile acestor substante. Cantitatea substantelor cu
proprietati higroscopice in formulele produselor va constitui de la 0,1% péna la 10,0% din masa compozitiei.
Produsele cosmetice vor contine conservanti, ca de exemplu: fenoxietanolul, EDTA, acizi grasi conjugati cu EDTA,
izotioazolina, parabenele, ca metil parabena si propil parabena, propilen glicolul, sorbatii, derivatii ureei, asa ca
diazolidinil urea ori imidazolidinil urea si alte substante cu proprietati de conservanti, acceptati pentru asemenea
produse, ori combinatii ale lor. Cantitatea conservantilor in componenta produselor va constitui 0,3-2,0% din masa
compozitiei finale.

In componenta produselor cosmetice va fi inclus si un agent de chelatare, asa ca derivatele EDTA, ori combinatiile
lor. Cantitatea acestor componente in produsele cosmetice va constitui 0,01-0,2% din masa compozitiei finale.
Produsele cosmetice vor include de asemenea si compusi tampon, care asigura mentinerea pH-ului necesar. in
calitate de astfel de substante pot fi utilizate acidul adipic, glicina, acidul citric, hidroxidul de calciu, trietanolamina
ori alte substante cu asemenea proprietiti, acceptate pentru asemenea produse si combinatiile lor.
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Produsele cosmetice vor contine de asemenea si substante antioxidante, ca de exemplu acidul ascorbic, tocoferolul,
extracte din plante, cum ar fi extractul din seminte de Moringa, struguri, ori oricare alte substante cu asemenea
proprietati ori combinatii ale lor.

De asemenea, toate produsele cosmetice in baza de complex activ de origine entomologica pot contine substante
odorizante, coloranti, factori de protectie contra razelor UV-A si UV-B, extracte naturale din plante ori alta materie
prima organica.

Astfel, este posibil de a selecta o mare varietate de formule, care vor asigura activitatea maximala a complexului
activ, fara a modifica actiunea lui cheratolitica.

Compozitiile cosmetice pot include, de asemenea, extracte vegetale de calitate farmaceutica: de Carica papaya,
Ficus carica, Ananas sp., Actinidia deliciosa, etc. sau/si alte substante, cum ar fi enzime proteolitice purificate cu
actiuni similare si/ori complementare si care nu modifica actiunea componentelor active ale complexului
entomologic.

Forma fizica a produsului cosmetic nu poate fi limitatd doar la amestecuri omogene, ci poate fi reprezentata si de
faze compartimentalizate.

Produsele farmaceutice ce contin complex entomologic pot fi fabricate in forma de unguent, gel, ser, spray ori alte
forme fizice acceptate pentru produsele farmaceutice de acest tip. Compozitiile farmaceutice pot include orice
materiale active si componente adecvate, acceptate pentru asemenea formule.

Toate produsele farmaceutice vor contine complex entomologic in cantitate de 1,0-4,0%, preferabil 1,5-2,0% din
masa totald a compozitiei.

Compozitiile farmaceutice in baza de complex activ de origine entomologica in propilenglicol vor include solventi
(in cazul dat preferabila este apa purificata, care in dependenta de forma fizica selectata poate varia de la 3% la 87%
din greutatea compozitiei; sau alternativ - glicerolul, benzil alcoolul s.a.).

De asemenea, produsele farmaceutice (in forma de spray, unguent, gel ori ser) vor include unul sau mai multi
emulgatori, ca de exemplu: alcoolii organici cu catena de 14-22 atomi de carbon (alcooli C14-22), alchil glicozide
C14-20, alchil sulfat, alchil fosfati, acil izotionat, cetil alcool, stearil alcool, gliceril stearat s.a. substante cu
asemenea proprietati, ori combinatii ale acestor substante. Masa componentelor cu proprietati de emulgator va fi
cuprinsi intre 1% si 12% din masa totald a compozitiei.

in mod obligatoriu compozitiile farmaceutice contin substante emoliente ca de exemplu: unul sau mai multe grasimi
ori uleiuri, hidrogenate ori nehidrogenate, esteri ai lor, parafine, vaselina ori diferite combinatii ale emolientilor
acceptati pentru acest tip de produse. Continutul acestui tip de componente in formulele farmaceutice va constitui de
la 0,5% pana la 10% din masa totala a compozitiei.

Formulele farmaceutice vor contine si umectanti, capabili de a retine apa in tesuturile pielii. In calitate de astfel de
substante pot fi utilizate glicerolul, ureea, acidul piroglutamic, aminoacizi, ori alte substante cu proprietati
higroscopice, acceptate pentru asemenea tip de produse, precum si combinatiile acestor substante. Cantitatea
substantelor cu proprietati higroscopice in formulele produselor farmaceutice va constitui de la 0,1% péna la 10,0%
din masa compozitiei.

Produsele farmaceutice vor contine conservanti, ca de exemplu sorbati, fenoxietanolul, EDTA, acizi grasi conjugati
cu EDTA, izotioazolina, parabenele, ca metil parabena si propil parabena, propilen glicolul, derivatii ureei, asa ca
diazolidinil urea ori imidazolidinil urea si alte substante cu proprietati de conservanti, acceptati pentru asemenea
produse, ori combinatii ale lor. Cantitatea conservantilor in componenta produselor farmaceutice va constitui 0,3-
2,0% din masa compozitiei finale.

Produsele farmaceutice vor contine de asemenea si substante antioxidante, ca de exemplu butilhidroxianisolul,
acidul ascorbic, tocoferolul, extracte din plante, cum ar fi extractul din seminte de Moringa, struguri, ori oricare alte
substante cu asemenea proprietati ori combinatii ale lor.

Astfel, este posibil de a selecta o mare varietate de formule, care vor asigura activitatea maximala a complexului
activ, fara a modifica actiunea lui cheratolitica.

Compozitiile farmaceutice pot include, de asemenea, extracte vegetale de calitate farmaceutica: de Calendula
officinalis, Aloe vera, Salvia officinalis etc sau/si alte substante: alantoina, vitamina E, substante antibiotice etc.,
avand actiuni terapeutice complementare: antiinflamatoare, cicatrizanta, antibiotica.

Forma fizica a produsului farmaceutic nu poate fi limitata doar la amestecuri omogene, ci poate fi reprezentata si de
faze compartimentalizate.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Obtinerea complexului entomologic din larve de Galleria mellonella cu activitate cheratolitica

Pupele de Galleria mellonella se scot din frigider, unde se pastreaza la temperatura de 3-5°C, si se lasd 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 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% de iesire, dar nu mai mult de 6 ore.
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Mediul nutritiv utilizat are urmatoarea componenta, g/kg: faina de grau 185, faina 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 prepara 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 plaseazi in recipientele pregatite.

Cresterea larvelor dureaza pana la obtinerea larvelor de varsta a 7-a, dar nu mai mult de 23 de zile. Temperatura in
containere se mentine de 27°C si umiditatea relativd de 75% 1in conditii de intuneric. Pe durata acestor zile se
efectueaza doua-trei transferuri de larve in recipiente cu mediu nutritiv proaspat.

Larvele de varsta a 7-a se transfera pe mediul nutritiv cu urmatoarea componenta, g/kg: faina de grau 185, faina de
porumb 180, tarate de grau 110, extract de drojdie 15, lapte praf 120, miere de albine 40, glicerol 80, pulbere de
ceara 80, pinobanksin 0,02 pinocembrin 0,02, acetat de zinc dihidrat 0,015, apé purificata restul.

Dupa 180 de ore dupa transfer larvele sunt colectate cu ajutorul pensei si sunt transferate in recipiente speciale
pentru congelare. Larvele sunt congelate la temperatura de -18°C. in aceasta forma materia prima poate fi pastrata
timp de 24 de luni si utilizata in dependenta de necesitate.

Inainte de utilizare larvele sunt spalate de 2 ori cu a cate patru volume de solutie fiziologica de 0,9% si inca de doua
ori cu a cate 4 volume de apa purificata.

in continuare biomasa este supusa maruntirii intr-un tocitor cu cutite de inox, astfel, ca particulele obtinute sa nu
depaseasca dimensiunea de 2 mm (complexul activ Keratoliz Plus). Complexul activ obtinut este supus in
continuare procesului de liofilizare.

Ultima etapa constd in maruntirea complexului activ lioflizat in moara criogena la 0 temperaturd extrem de joasa,
ceea ce asigura 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 de luni) in conditii de congelator (-18+3°C).

Activitatea cheratolitica a complexului entomologic obtinut conform acestui exemplu constituie 6,48 UN/mg de
substanta uscata.

Exemplul 2

Retete de fabricare a produselor farmaceutice pe baza de complex entomologic cu activitate cheratolitica

Produs farmaceutic sub forma de crema cosmetica pe baza de complex entomologic cu activitate cheratolitica
Produsul contine, %: complex entomologic cu activitate cheratolitica 1,0, poligliceril-3 metilglucoza distearat 5,0,
glicerol 3,0, izopropil palmitat 2,0, ulei din seminte de struguri 3,0, trigliceride caprilice/caprice 1,0, unt de
Butyrospermum parkii 2,0, ciclopentasiloxan 0,5, polisorbat 80 2,0, gliceril stearat 2,5, glicina din proteina de soia
1,0, diazolidinil urea 0,6, metilparaben 0,3, propilparaben 0,1, disodium EDTA 0,05, parfum 0,2, apa pana la 100.
Produs farmaceutic sub forma de lotiune tonica si de curatire pe bazd de complex entomologic cu activitate
cheratolitica

Produsul contine, %: complex entomologic cu actiune cheratolitica 1,2, glicerol 5,0, pentilen glicol 3,0, d-pantenol
0,5, alantoina 0,1, sodium lauret sulfat 0,1, diazolidinil urea 0,4, metilparaben 0,3, propilparaben 0,1, apa pana la
100.

Produs farmaceutic sub forma de gel exfoliant pe baza de complex activ de origine entomologica in propilenglicol
Produsul contine, %: complex activ de origine entomologica in propilenglicol 1,5, carbomer 0,8, trietanolamina 0,8,
sodiu hialuronat 0,2, bisabolol 0,1, diazolidinil urea 0,4, metilparaben 0,3, propilparaben 0,1, apa pana la 100.
Produs farmaceutic sub forma de unguent pe baza de complex entomologic cu activitate cheratolitica

Produsul contine, %: complex entomologic cu actiune cheratolitica 2,0, butilhidroxianisol 0,1, alcool cetilic 4,0,
polisorbat 80 3,0, sorbat de potasiu 0,5, glicerol 4,0, parafina lichidd 3,0, vaselind alba 3,0, apd purificatd pana la
100.

Produs farmaceutic sub forma de gel pe baza de complex entomologic cu activitate cheratolitica

Produsul contine, %: complex entomologic cu actiune cheratolitica 2,0, carbopol 940 2,0, glicerol 6,0, hidroxid de
sodiu, solutie de 15% 1,0, propilenglicol 6,0, p-hidroxibenzoat de metil 0,1, p-hidroxibenzoat de propil 0,2, apa
purificata pana la 100.



