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�ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ



АКТУАЛЬНІСТЬ ТЕМИ. Фармакотерапія гастроентерологічних захворювань є актуальною проблемою сучасної медицини. Поширеність захворювань шлунково-кишкового тракту (ІІІКТ), різноманітність форм патологій, складність їх клінічного прояву і лікування, обмежений набір лікарських засобів, особливо вітчизняного виробництва, обумовлюють актуальність пошуку нових ефективних лікарських препаратів противиразкової дії.

Проблема медикаментозної алергізації населення, поширення лікарської резистентності до ряду противиразкових препаратів синтетичного походження робить актуальним пошук нових засобів лікування гастроентерологічних захворювань. Значну роль в фармакотерапії захворювань ІІІКТ відіграють препарати рослинного походження, які мають особливі переваги при терапії хронічних форм захворювання, проведенні комплексного лікування на стадіях гострих і підгострих патологічних процесів, а також під час ремісії. Номенклатура фітопрепаратів для терапії патологій ІІІКТ, які випускаються фармацевтичною промисловістю України, досить обмежена. Вона представлена таблетками "Калефлон", "Ліквіритон", "Алантон", комплексними препаратами "Вікалін", "Вікаір", гранулами "Плантаглюцид", "Флакарбін", соком подорожника, обліпиховою олією та деякими іншими. Проте повністю забезпечити потреби практичної медицини для терапії вказаної патології вони не можуть, що зумовило доцільність пошуку нової біологічно-активної субстанції рослинного походження.

Досвід застосування в народній медицині, доступність сировинної бази та полівалентний спектр дії вегетативних органів горіху грецького (вираженої антимікробної, протизапальної, ранозагоюючої та ін. фармакологічних активностей) свідчать про перспективність наукового дослідження вилучень з листя горіху грецького з метою подальшого впровадження в медичну практику. 

ЗВ'ЯЗОК РОБОТИ З НАУКОВИМИ ПРОГРАМАМИ, ПЛАНАМИ, ТЕМАМИ. Дисертаційна робота виконана відповідно до плану науково-дослідних робіт Української фармацевтичної академії (№ держреєстрації 01.91.0002385) та проблемної комісії "Фармація" МОЗ України.

МЕТА І ЗАДАЧІ ДОСЛІДЖЕННЯ. Метою роботи є вивчення хімічного складу, розробка науково обгрунтованої технології та методик контролю якості настойки листя горіху грецького (НЛГГ). Для досягнення поставленої мети потрібно було вирішити наступні завдання:

зібрати, проаналізувати і узагальнити літературні дані стосовно фармакотерапії виразкової хвороби шлунку, зокрема використання лікарських препаратів рослинного походження;

вивчити фізико-хімічні та технологічні властивості листя горіху грецького; теоретично та експериментально обгрунтувати технологію настойки листя горіху грецького;

розробити промисловий регламент виробництва настойки листя горіху грецького та апробувати його в умовах заводу;

провести дослідження по встановленню основних показників якості настойки, обгрунтувати термін придатності; провести біологічні дослідження запропонованої лікарської форми;

розробити та представити до Фармакологічного Комітету Міністерства охорони здоров'я України нормативно-технічну документацію на настойку листя горіху грецького з метою одержання дозволу на проведення клінічних досліджень.

НАУКОВА НОВИЗНА ОДЕРЖАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ. Вперше використано листя горіху грецького як перспективну лікарську сировину рослинного походження. На підставі вивчення технологічних та фізико-хімічних властивостей, експериментально обгрунтовано склад та технологію настойки листя горіху грецького.

Вивчені фізико-хімічні властивості препарату, стабільність в процесі зберігання та біологічна активність.

ПРАКТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ ОДЕРЖАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ. Теоретично та експериментально обгрунтований склад та технологія НЛГГ.

Розроблено технологічний та технічний промислові регламенти виробництва настойки листя горіху грецького.

Розроблено та затверджено ТФС 42У-135/162-843-98 "Настойка листя горіху грецького".

Розроблено і представлено до Фармакологічного комітету МОЗ України нормативно-технічну документацію на препарат (лист № 1379/А від 18.06.98 р.), отримано дозвіл на проведення першої фази клінічних випробувань (пр. М 6 від 25.06.1998 р.).

Фрагменти роботи впроваджені до навчального процесу ряду вузів України.

ОСОБИСТИЙ ВНЕСОК ЗДОБУВАЧА. Проведено аналіз та узагальнення літературних даних по фармакотерапії виразкової хвороби шлунку. Обгрунтовано і розроблено технологію і вивчено хімічний склад нової лікарської форми – настойки листя горіху грецького. Розроблені методики контролю якості НЛГГ, що включені до ТФС, розроблені технологічний та технічний промислові регламенти на виробництво настойки.

АПРОБАЦІЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДИСЕРТАЦІЇ. Основні фрагменти дисертаційної роботи викладені та обговорені на науково-практичних конференціях "Лікарські засоби України, синтез, наукові дослідження, виробництво, реалізація" (Харків, 1992) та "Сучасні проблеми фармації" (Харків, 1994), на Х-му з'їзді Українського ботанічного товариства "Проблеми ботаніки і мікології на порозі третього тисячоліття" (Полтава, 1997), обласній науково-практичній конференції "Актуальные проблемы и основные направления развития профилактической науки и практики” (Харків, 1997), 7-й Міжнародній науково-практичній конференції "Нетрадиционное растениеводство, экология и здоровье" (Алушта, 1998).

ПУБЛІКАЦІЇ. За темою дисертації опубліковано - 9 робіт, в тому числі 5 статей.

ОБСЯГ ТА СТРУКТУРА ДИСЕРТАЦІЇ. Дисертація викладена на 120 сторінках машинопису та складається із вступу, огляду літератури, 3 розділів експериментальних досліджень, висновків, списку літератури, додатку.

Робота ілюстрована 28 таблицями та 17 рисунками. Бібліографія включає 132 джерела літератури, з яких 38 іноземних.



ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ



У процесі експерименту нами було розроблено лікарський препарат на основі нової лікарської рослинної сировини – листя горіху грецького (ТУ У 23766377.004-98) в формі настойки з використанням спирту етилового 96% (ДФС 42У-001-97), спирту етилового 40% (ФС 42У-135/162-232-97) та води очищеної (ФС 42-2619-89).

При дослідженні властивостей настойки застосовані загальноприйняті методи органолептичних, технологічних, фізико-хімічних, мікробіологічних та біологічних досліджень, які дозволили об'єктивно оцінювати якісні характеристики препарату на підставі статистично оброблених результатів експерименту.



Розробка технології настойки листя горіху грецького.



3 метою розробки оптимальної технології настойки листя горіху грецького (НЛГГ), адаптованої до умов хіміко-фармацевтичних підприємств, були вивчені технологічні та фізико-хімічні властивості сировини: вміст флавоноїдів, екстрактивних та дубильних речовин, вологість, питома маса, об'ємна вага, насипна маса, пористість, порізність, коефіцієнт водопоглинання листя горіху грецького, що наведені в табл.1. Визначені показники було враховано в подальших дослідженнях.

Таблиця 1

Основні технологічні і фізико-хімічні параметри листя горіху грецького



№ п/п�Найменування технологічних параметрів і їх позначення�Од. Вим.�Результати визначення��1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11�Екстрактивні речовини

Дубильні речовини

Флавоноїди

Вологість (в)

Питома маса (dу)

Об,ємна вага (dо)

Насипна маса (dн)

Пористість сировини (Пс)

Порізність шару (Пш)

Вільний об,єм шару (V)

Коефіцієнт водопоглинання (Кв)�%�%�%�%

г/см3

г/см3

г/см3

-

-

-

-�32,5±0,2

4,26±0,003

2,30±0,01

6,78+0,005

1,4846+0,0002

0,499+0,0005

0,136+0,001

0,6639+0,0002

0,7275+0,0002

0,9084+0,0001

1,8+0,02��Примітка: п = 3.

Серед різноманітності факторів, які впливають на процес екстрагування лікарської рослинної сировини і визначають повноту та швидкість вилучення біологічно активних речовин (БАР), які обумовлюють фармакологічний спектр дії, є природа екстрагенту та оптимальне співвідношення сировина: готовий продукт. в зв’язку з цим обгрунтування умов екстракції та складу настойки проводили за виходом флавоноїдів, екстрактивних та дубильних речовин.

Результати визначення динаміки вилучення БАР наведені на рис.1,2 та 3 і свідчать про те, що максимальна кількість флавоноїдів, дубильних та екстрактивних речовин екстрагуються 40% спиртом етиловим (0,24; 0,29 та 3,23 % відповідно). По мірі підвищення концентрації екстрагенту зменшується вміст суміші біологічно активних речовин. З підвищенням виходу екстрактивних речовин у всіх випадках спостерігається також і ріст концентрації флавоноїдів і дубильних речовин. Для всіх настойок більш високий вміст БАР характерний для співвідношення 1:5. Слід відмітити, що залежність концентрація БАР:співвідношення настойки більш виражена для екстрактивних речовин, тоді як на повноту вилучення флавоноїдів і дубильних речовин в першу чергу впливає концентрація спирту етилового. Враховуючи характер динаміки вилучення діючих речовин з листя горіху грецького було встановлено оптимальний екстрагент - 40% спирт етиловий та оптимальне співвідношення сировина:готова настойка - 1:5.
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Рис.1. Вплив концентрації спирту і співвідношення сировина:готовий продукт на вихід екстрактивних речовин з листя горіху грецького (С, %) в залежності від часу настоювання (?, год),

де: 1 – настойка на 95% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

2 - настойка на 95% спирті етиловому у співвідношенні 1:5;

3 – настойка на 70% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

4 - настойка на 70% спирті етиловому у співвідношенні 1:5;

5 - настойка на 40% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

6 - настойка на 40% спирті етиловому у співвідношенні 1:5.
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Рис.2. Вплив концентрації спирту і співвідношення  сировина:готовий продукт на вихід дубильних речовин, (С, %) - %) в залежності від часу настоювання (?, год),

де: 1 – настойка на 95% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

2 - настойка на 95% спирті етиловому у співвідношенні 1:5;

3 – настойка на 70% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

4 - настойка на 70% спирті етиловому у співвідношенні 1:5;

5 - настойка на 40% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

6 - настойка на 40% спирті етиловому у співвідношенні 1:5.
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�Рис.3. Вплив концентрації спирту і співвідношення сировина:готовий продукт на вихід флавоноїдів, де: С, % - концентрація флавоноїдів; ?, год – час настоювання;

1 – настойка на 95% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

2 - настойка на 95% спирті етиловому у співвідношенні 1:5;

3 – настойка на 70% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

4 - настойка на 70% спирті етиловому у співвідношенні 1:5;

5 - настойка на 40% спирті етиловому у співвідношенні 1:10;

6 - настойка на 40% спирті етиловому у співвідношенні 1:5.



На підставі вивчення фізико-хімічних показників експериментальних зразків настойки, а саме питомої електричної провідності, поверхневого натягу, в'язкості, показника заломлення, рН (табл.2) підтверджено попередній склад витягу.

Таблиця 2

Фізико-хімічні властивості дослідних зразків настойки листя горіху грецького*



Варійовані показ�ники настойки�Найменування фізико-хімічних показників��Спів�відношення�Концен�трація спирту етило�вого,%�Питома електрична провідність, См . м-1�

рН�Поверхневий натяг, ?·103 Н.м-1�В,язкість відносна, ?�Показник заломлення, nD��

1:10�40�0,1597+0,0002�5,54+0,05�32,23+0,02�1,141+0,002�0,2063+0,0002���70�0,0846+0,0003�5,65+0,04�21,29+0,04�1,075+0,003�0,1493+0,0003���95�0,0252+0,0004�6,54+0,03�21,29+0,03�1,052+0,004�0,1397+0,0004��

1:7�40�0,1749+0,0002�5,55+0,05�31,64+0,02�1,137+0,001�0,2784+0,0001���70�0,0898+0,0003�5,67+0,04�20,99+0,06�1,095+0,004�0,1857+0,0002���95�0,0258+0,0004�6,49+0,03�20,54+0,09�1,057+0,003�0,1622+0,0002��

1:5�40�0,1902+0,0002�5,40+0,03�30,75+0,02�1,157+0,002�0,3000+0,0001���70�0,0999+0,0004�5,44+0,04�20,40+0,06�1,154+0,002�0,2064+0,0002���95�0,0262+0,0005�5,37+0,04�19,81+0,04�1,099+0,003�0,1734+0,0003��Примітка*. Фізико-хімічні показники визначаються при температурі 20+2'( .

3 метою вибору оптимального методу екстрагування, який повинен забезпечити вилучення максимальної кількості біологічно активних речовин, враховуючи сучасний стан виробництва фітопрепаратів, нами була апробована технологія настойок листя горіху грецького методом мацерації, дробної мацерації та перколяції. В настойках, отриманих за зазначеними технологіями, визначали вміст флавоноїдів, дубильних і екстрактивних речовин.

Таблиця 3

Вплив способу приготування настойки на вихід флавоноїдів,

дубильних і екстрактивних речовин

Метод

екстрагування�Співвідно-шення�Вміст екстрактивних речовин, %�Вміст дубильних речовин, %�Вміст флавоноїдів, %��Мацерація�1:5

1:10�3,23+0,02

2,02+0,01�0,29+0,01

0,24+0,01�0,23+0,01

0,19+0,01��Дробна мацерація�1:5

1:10�4,13+0,03

3,01+0,01�0,36+0,01

0,26+0,01�0,32+0,02

0,20+0,01��Перколяція�1:5

1:10�4,75+0,04

3,12+0,01�0,38+0,01

0,29+0,01�0,36+0,01

0,21+0,01��Примітка. п=5.

Як свідчать результати, наведені в табл. 3, найменша кількість флавоноїдів, дубильних та екстрактивних речовин вилучається методом мацерації (0,23; 0,29 та 3,23% відповідно) при співвідношенні 1:5. Найбільш ефективним способом екстрагування даної рослинної сировини є перколяція, яка дозволяє вилучити екстрактивні, дубильні речовини та флавоноїди в кількості 4,75; 0,38 та 0,36% відповідно. Однак враховуючи трудомісткість методу перколяції та значний часовий режим даного процесу, цю технологію з експерименту було виключено. Приймаючи до уваги способи екстракції, які застосовуються в наш час на хіміко-фармацевтичних підприємствах та враховуючи режим роботи фітоцехів, більш доцільним було визнано метод дробної мацерації. Як показали результати визначення вмісту екстрактивних, дубильних речовин та флавоноїдів (4,13%, 0,36% та 0,32% відповідно) в настойці, отриманій методом дробної мацерації, кількість вилучених БАР незначно відрізняється від аналогічної, приготованої методом перколяції (див. табл. 3).

3 метою скорочення кількості дослідів, вибір умов екстракції проводили з використанням методу математичного планування експерименту, який дозволяє провести моделювання та оптимізацію технологічного процесу. Для математичного планування експерименту була застосована статистична графічна система STATGRAPHICS Plus for Windows.

Враховуючи досвід попередніх досліджень, при проведенні моделювання процесу екстракції нами були вибрані слідуючі фактори: співвідношення сировина:готовий продукт (інтервал варіювання від 1:5 до 1:10) (фактор х1), час настоювання (від 24 до 72 годин) (фактор х2, кількість зливів(від 1 до 4) (фактор х3). Як екстрагент використовували 40% спирт етиловий. Функцією відгуку був вихід екстрактивних речовин (у %). Матриця планування і результати експерименту наведені в табл.4.

Таблиця 4

Матриця планування і результати експерименту процесу екстракції

№ досліду�Фактори�Функція відгуку���співвідно-шення х1�час настоювання х2�кількість зливів х3�Вміст екстрактивних речовин������експеримен-тальний у?,%�розрахун-ковий ур,%��1�-1�-1�-1�3,652�3,638��2�+1�-1�-1�2,968�2,995��3�-1�+1�-1�3,996�4,003��4�+1�+1�-1�2,960�2,946��5�-1�-1�+1�3,744�3,758��6�+1�-1�+1�2,592�2,586��7�-1�+1�+1�4,138�4,132��8�+1�+1�+1�3,152�3,166��

На підставі системи розрахунків одержали наступне рівняння регресії:



у = 3,59699 + 0,00852х1 + 0,00312х2 + 0,16243х3 – 0,00164х1х2 – 0,0509х1х3

+ 0,00634х2х3

Рівняння дає уявлення про кількісний вплив кожного фактору на вихід екстрактивних речовин в процесі екстракції і показує можливість управління цим процесом.

З метою економії екстрагенту і часу виробництва препарату в ході подальших технологічних досліджень конкретизовані умови вилучення і встановлений оптимальний режим екстрагування сировини за методом крутого сходу по поверхні відгуку з використанням отриманого лінійного рівняння (табл.5).

Значення Урозр., отримане за рівнянням регресії, практично відповідає експериментальним даним (табл.4). На першому ж кроці отримано значення виходу Уексп.=4,2328, яке на 2,3% вище максимального виходу цільового продукту, досягнутого при постановці експерименту за планом. Подальше збільшення кількості зливів і часу настоювання практична не приводить (0,2-0,3%) до збільшення виходу екстрактивних речовин.

Виходячи з отриманих даних, встановлені наступні оптимальні умови вилучення екстрактивних речовин з листя горіху грецького: співвідношення сировина:готовий продукт – 1:5, час настоювання – 48 годин, кількість зливів – 3.

Таблиця 5

Кроки крутого сходу оптимізації процесу екстракції

Фактори і вихідна змінна�Коефіцієнт, ві�Крок, h�Кроки крутого сходу�����1�2�3��х2�0,00312�6�48�54�60��х3�0,16243�0,5�3�3,5�4��У експ.��4,2328�4,2404�4,2502��У розр.��4,2325�4,2413�4,2566��На підставі цих параметрів розроблена технологія приготування НЛГГ, що включена до промислового регламенту виробництва настойки. Технологічна схема виробництва НЛГГ наведена на рис.4.



Вивчення властивостей і розробка методик аналізу НЛГГ.



З метою оцінки та контролю якості розробленої настойки нами вивчені її органолептичні та фізико-хімічні показники.

Враховуючи хімічний склад рослинної сировини та біологічну активність настойки, запропоновані методики якісних реакцій, що підтверджують наявність поліфенольних сполук (реакція з спиртовим розчином заліза окисного хлориду – сірувато-зелене забарвлення) та кислоти аскорбінової (реакція з розчином натрію 2,6-дихлорфеноліндофеноляту – зникнення синього забарвлення). Ідентифікацію флавоноїдів проводили методом ТІІІХ з використанням стандартних зразків речовин-свідків (СЗРС) кверцетину та гіперозиду. На хроматограмі досліджуваної настойки при денному світлі виявили плями жовтувато-коричневого кольору на рівні плям на хроматограмі розчину СЗРС гіперозиду і розчину СЗРС кверцетину.

ДР1�Підготовка виробництва���������������������ТП2�Одержання настойки��ТП2.1

К2.1.1

К2.1.2

К2.1.3

К2.1.4

К2.1.5�Приготування екстрагенту��Ваги��������������Втрати������Реактор��������������Шрот на

ПВ4���ТП2.2

К2.2.1

К2.2.2

К2.2.3

К2.2.4�Екстракція сировини��Екстрактор��������������Осад у відвал���ТП2.3�Пресування сировини��Прес�����������������ТП2.4

К2.4.1

К2.4.2�Відстоювання��Збірник�������������������ТП2.5

К2.5�Фільтрація��Фільтр��������������ПВ3�Розлив, пакування, маркірування настойки��ПМВ3.1

К3.1�Миття та сушка флаконів��Миючо-сполоску-юча машина���������������Втрати���ПМВ3.2

К3.1�Фасування,

упакування і маркірування готової продукції��Автома-

тична лінія фасовки і упаковки�����������������Відходи���������������������ПВ4�Регенерація спирту зі шроту�����Реактор������������Шрот у відвал�����������������Склад готової продукції������



Рис. 4. Блок-схема технологічного процесу одержання 

настойки листя горіху грецького

�При огляді в ультрафіолетовому світлі при довжині хвилі 366 нм плями гіперозиду виявляються у вигляді темних плям зеленувато-жовтого кольору, плями кверцетину – жовтувато-коричневого (рис.5).

Рис. 5.Схема хроматограми НЛГГ, де

1 – дослідний розчин НЛГГ;

2 – модельна суміш СЗРС гіперозиду і кверцетину;

3 – СЗРС гіперозиду;

4 – СЗРС кверцетину.



Враховуючи те, що діючими речовинами, які забезпечують біологічну активність НЛГГ, є флавоноїди та дубильні речовини, з метою контролю якості настойки розроблені методики кількісного визначення флавоноїдів та дубильних речовин в готовому продукті.

Для кількісного визначення дубильних речовин за основу взятий метод окисно-відновного титрування розчином калію перманганату. 3 метою уникнення впливу ефірних олій, жирних органічних кислот, парафінів, смол та інших речовин на результати визначення була проведена попередня підготовка НЛГГ – трикратне екстрагування хлороформом. Різні серії настойки містять 0,32-0,36% дубильних речовин в перерахунку на танін. Пряме титрування розчину настойки дає завищені результати на 5%.

Для кількісного визначення флавоноїдів використовували спектрофотометричний метод. Для отримання оптимальних результатів проводили екстракцію флавоноїдних сполук в н-бутанолі з наступним упарюванням об'єднаних бутанольних вилучень до сухого залишку і розчиненням в 40% спирті. Гіперозид використовували як стандартний зразок.

Враховуючи те, що спектри поглинання розчинів настойки та гіперозиду ідентичні, максимум поглинання спостерігається при довжині хвилі 410 нм, форма кривих спектрів співпадає, вимір оптичної густини комплексу флавоноїдів з алюмінію хлоридом проводили при довжині хвилі 410 нм. Встановлено, що різні серії настойки містять 0,28-0,34% флавоноїдів в перерахунку на гіперозид.�Таблиця 6



Фізико-хімічні властивості настойки листя горіху грецького

Номер серії�Органолептичні показники�Фізико-хімічні показники���Зов�нішній вигляд�Колір�Запах�Сухий зали�шок�Вміст спирту�Р-ції тотожності�ТШХ�Кількісне визначення��������Р-я з 

р-ном заліза окисно-го хло-риду�Р-я з р-ном натрію 2,6-дихлор-фенолін-дофено-ляту ��Дубильні речовини (у пере�рахунку на танін)�Флаво�ноїди (у перера�хунку на гіперо-зид)���1.06.97�Прозо-ра рідина�Темно-корич-невий�Специ-фічний�4,05+0,01�39,5+

0,2�Сірува-то-зеле-не за-барвлен-ня�Зникає синє забарв-лення�Виявляють-ся плями на рівні СЗРС гіперозиду і кверцетину�0,324+0,004�0,30+0,02��2.06.97�Те ж�Те ж�Те ж�3,56+0,05�37,2+

0,8�Те ж�Те ж�Те ж�0,362+

0,005�0,28+

0,01��3.06.97�Те ж�Те ж�Те ж�4,16+0,04�39,5+

0,3�Те ж�Те ж�Те ж�0,364+0,005�0,29+

0,02��4.06.97�Те ж�Те ж�Те ж�4,09+0,03�38,7+

0,2�Те ж�Те ж�Те ж�0,345+

0,002�0,34+

0,03��5.06.97�Те ж �Те ж�Те ж�3,46+0,05�40,3+

0,4�Те ж�Те ж�Те ж�0,351+

0,003�0,28+

0,01��Примітка. n = 5.



Таблиця 7



Результати вивчення стабільності настойки листя горіху грецького в процесі зберігання 

при температурі 12-15 оС



Найменування показників по ТФС�Вимоги по ТФС�Строки зберігання�����Початковий�3�6�9�12�15��Зовнішній вигляд�Рідина темно-коричневого кольору з специфічним запахом.�Рідина темно-коричневого кольору з специфічним запахом.��Реакції тотожності:

-з р-ном заліза окисного хлориду

-з р-ном натрію 2,6-дихлорфеноліндо�феноляту



ТШХ�

Сірувато-зелене забарвлення



Зникає синє забарвлення





Повинні проявлятись плями на рівні з р-ном СЗРС гіперозиду і кверцетину�

Сірувато-зелене забарвлення





Зникнення синього забарвнення





З,являються плями на рівні розчинів СЗРС гіперозиду і кверцетину��Сухий залишок�Не менше 3%�4,16+0,03�4,12+0,02�3,56+0,07�3,98+0,05�4,06+0,02�3,59+0,06��Вміст спирту�Не менше 35%�39,5+0,1�40,1+0,2�39,8+0,1�39,4+0,2�36,6+0,4�37,7+0,3��Важкі метали�Не більше 0,001%�<0,001%�<0,001%�<0,001%�<0,001%�<0,001%�<0,001%��Мікробіологічна чистота�В 1 г препарату не більше 1000 бактерій, 100 грибів (плісн. та дріждж.)�відпов.�відпов.�відпов.�відпов.�відпов.�відпов.��Кількісне визначення

-дубильних речовин



-флавоноїдів�

Не менше 0,3% в перерахунку на танін

Не менше 0,2 % в перерахунку на гіперозид�

0,364+0,002



0,29+0,02�

0,343+0,001



0,32+0,01�

0,337+0,002



0,31+0,02�

0,328+0,003



0,31+0,02�

0,326+0,002



0,28+0,03�

0,330+0,003



0,33+0,02��

�Результати визначення фізико-хімічних властивостей різних серій настойок листя горіху грецького наведені в табл. 6.

Для дослідження стабільності препарату в процесі зберігання, різні серії настойок у флаконах з оранжевого скла закладені на зберігання згідно вимог ДФ СРСР ХІ вид. (табл. 7).

У результаті проведених досліджень експериментально доведена стабільність НЛГГ на протязі 15 місяців з урахуванням основних показників якості настойки. Це дозволило рекомендувати як первинну упаковку для настойки - флакони із оранжевого скла, а також умови зберігання – в прохолодному, захищеному від світла місці, які забезпечують стабільність препарату на протязі 1 року.

На підставі проведених досліджень розроблено ТФС на настойку листя горіху грецького, яка регламентує її якість за вказаними органолептичними та фізико-хімічними показниками.



Вивчення біологічних властивостей НЛГГ.



Результати вивчення специфічної активності НЛГГ на моделях гістамінового, каолінового та карагенінового запалення свідчать про виражений протизапальний ефект, який на фазі альтеративного запалення наближається до активності препарату порівняння ортофену (табл.8).



Таблиця 8



Протизапальна активність настойки листя горіху грецького

Умови досліду�Активність відносно контролю, %��

Препарат�

Доза, мл/кг�Модель гістамінового набряку�Модель карагенінового набряку�Модель каолінового набряку��Контроль

НЛГТ







Ортофен, мг/кг�-

1

5

10

20

8�-

39,0

46,6

42,6

24,8

48,0�-

15,0

21,0

4,5

0

30,0�-

79,9

80,5

77,0

75,0

80,8��

Встановлена ранозагоююча дія настойки вища за активність обліпихової олії. Протизапальні, ранозагоюючі та антимікробні властивості НЛГГ дають можливість припустити наявність противиразкової дії. 3 метою попереднього дослідження противиразкову активність визначали на моделі адреналінового ураження шлунку лабораторних тварин. Результати досліджень свідчать про виражену противиразкову дію, що перевищує активність плантаглюциду, який використовували як препарат порівняння (табл.9).





Таблиця 9

Противиразкова дія настойки листя горіху грецького на моделі

адреналінового ураження шлунку

Умови досліду�Доза, мл/кг�Стан слизової шлунку����С,

кількість виразок�% тварин з виразками�Ві,

виразковий індекс��Контроль��25,0 + 1,6�100,0�25,0��НЛГГ�3�5,0 + 0,5�50,0�2,5���10�10,0 + 1,5�60,0�6,0���������Плантаглюцид, мг/кг�0,5�7,5 + 0,8�56,1�4,2��

Примітка. Ві – виразковий іидекс, розраховаиий за формулою:                       , де



С – кількість виразок або ерозій;

Т – число тварии з виразками-ерозіями.



Експериментальною оцінкою гострої та хронічної токсичності на лабораторних тваринах доведена нешкідливість препарату.



ВИСНОВКИ



Теоретично доведена доцільність створення лікарської форми на основі нової рослинної сировини – листя горіху грецького.

Фізико-хімічними, технологічними і біологічними дослідженнями науково обгрунтовані технологія та методики контролю якості НЛГГ, призначеної для лікування хронічного гастриту, виразкової хвороби шлунку та 12-типалої кишки. Доведено, що оптимальним екстрагентом являється 40% спирт етиловий, оптимальне співвідношення сировина: готовий продукт – 1:5.

За допомогою методу математичного планування експерименту з застосуванням статистичної графічної системи STATGRAPHICS Plus for Windows науково обгрунтована та оптимізована технологія НЛГГ, яка передбачає використання методу дробної мацерації з часом настоювання 48 годин, кількістю зливів – 3, через кожні 12 годин. Дана технологія була покладена в основу технологічного та технічного промислових регламентів виробництва НЛГГ, які впроваджені на АТ "Ефект".

Вивчені органолептичні та фізико-хімічні показники настойки: зовнішній вигляд, колір, запах, сухий залишок, вміст спирту, мікробна чистота, важкі метали. Доведено, що НЛГГ відповідає вимогам ДФ ХІ.

Розроблені методики якісного та кількісного визначення діючих речовин в настойці. Доведена стабільність препарату в процесі зберігання при температурі 12-15?С у флаконах з оранжевого скла протягом 1 року, на підставі 

чого розроблено та затверджено ТФС 42У-135/162-843-98 "Настойка листя горіху грецького".

Біологічними дослідженнями виявлений виражений протизапальний, ранозагоюючий та противиразковий ефект настойки, нешкідливість препарату підтверджена результатами вивчення гострої та хронічної токсичності на лабораторних тваринах.

Нормативно-технічна документація на настойку листя горіху грецького та інші матеріали представлені до Фармакологічного комітету МОЗ України. Отримано дозвіл на проведення першої фази клінічних випробувань запропонованої лікарської форми (протокол №6 від 25.06.98 р.).

Фрагменти роботи впроваджені в учбовий процес ряду вузів України.
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Вперше проведено комплексне дослідження по створенню настойки на основі лікарської рослинної сировини – листя горіху грецького, призначеної для лікування хронічних гастритів та виразкової хвороби шлунку.

Розроблений склад та раціональна технологія настойки, вивчені фізико-хімічні властивості препарату, стабільність у процесі зберігання, біологічна активність.
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Впервые проведено комплексное исследование по созданию настойки на основе нового лекарственного растительного сырья – листа ореха грецкого, предназначенной для лечения хронических гастритов и язвенной болезни желудка.

Разработан состав и рациональная технология настойки, изучены физико-химические свойства препарата, стабильность в процессе хранения, биологическая активность.
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Kiselova N.P. Development of composition and technology of the tincture of leaf walnut. – Manuscript.

The thesis for Master's Degree in Pharmacy in Speciality 15.00.01

Technology of Drugs and industrial Pharmacy; Ukrainian Academy of Pharmacy, Kharkov, 1998.

The cultivation of compound and technology of the tincture of leaf walnut. First it has been carried out complex investigation on creation of the tincture on the basis of new medical – leaf walnut, recommended for the treatment of chronic gastritis. It has been worked out an compound and the rational technology of the tincture, studied the physico-chemical process of keeping, the biological activity.
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