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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. Згідно даних Інституту фтізіатрії і пульмонології НАМН України, на долю захворювань органів дихання припадає третина всіх зареєстрованих в Україні захворювань, в структурі смертності вони займають четверте місце після патологій системи кровообігу, злоякісних новоутворень і нещасних випадків [Зупанець І.А., 2005].
У фармакотерапії цих патологій важливе місце займають лікарські засоби (ЛЗ) рослинного походження, яким характерна різнобічна фармакологічна дія, що зумовлена комплексом біологічно активних речовин (БАР) відповідних рослин. Крім цього, фітозасоби при правильному дозуванні практично нетоксичні, нешкідливі, відносно доступні, ефективні й унікальні. Тому пошук, дослідження БАР рослинної сировини та створення на їх основі вітчизняних лікарських препаратів з муколітичною активністю є актуальним завданням фармації на сьогодні. 

Серед монопрепаратів чебрецю повзучого лідером є давно відомий препарат «Пертусин». Він відзначається оригінальністю складу, високою біодоступністю та конкурентоспроможністю. До недоліків слід віднести неточність та незручність застосування, нестабільність зберігання після першого прийому, недосконалість технології екстракту чебрецю та низький вміст ефірної олії у вихідній сировині – траві чебрецю повзучого. 
Відповідно до основних положень фармацевтичного маркетингу для ЛЗ, який присутній на фармацевтичному ринку понад 20 років, необхідно розробляти заходи, які дозволили б продовжити життєвий цикл препарату. Одним із шляхів вирішення цієї задачі є вдосконалення його технології та розробка нових лікарських форм. Безумовно це також стосується препаратів чебрецю, а саме «Пертусину».
 Ефірна олія (ЕО) чебрецю звичайного вирізняється з-поміж інших ЕО винятково високою антимікробною активністю. Тому для посилення антимікробної і противірусної активності ЛЗ на основі чебрецю повзучого доцільним є додаткове введення ЕО чебрецю, яка має ще й протизапальну і секретолітичну активність. Саме поєднання экстракту чебрецю повзучого та ЕО чебрецю звичайно в одному ЛЗ підвищать ефективність його застосування при захворюваннях верхніх дихальних шляхів. 

Тому розробка та стандартизація твердого лікарського засобу на основі густого екстракту чебрецю повзучого та ефірної олії чебрецю звичайного є актуальною.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана згідно з планами науково-дослідних робіт кафедр фармацевтичного факультету Тернопільського державного медичного університету імені І. Я. Горбачевського: «Пошук, організаційно-технологічні та фармакоекономічні дослідження і стандартизація лікарських препаратів і біологічно активних добавок різних фармако-терапевтичних груп» (номер державної реєстрації 0107U004463) і виконана відповідно до плану проблемної комісії «Фармація» МОЗ та НАМН України (протокол № 64 від 16.06.2010 р.).

Мета і задачі дослідження. Метою дисертаційної роботи є розробка технології та стандартизація густого екстракту чебрецю повзучого та муколітичного засобу в капсулах з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного.

Для досягнення поставленої мети необхідно було вирішити такі задачі:
· провести маркетингове дослідження ринку муколітичних лікарських засобів, що містять рослинні екстракти та ЕО, обґрунтувати доцільність розробки капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого й ЕО чебрецю звичайного;

· провести фітохімічне дослідження БАР трави чебрецю повзучого з метою вибору з-поміж них маркерів для стандартизації;

· розробити методики ідентифікації та кількісного визначення основних БАР у досліджуваній рослинній сировині;
· розробити технологію густого екстракту чебрецю повзучого, методики його ідентифікації та кількісного визначення;
· здійснити вибір допоміжних речовин та дослідити їх вплив на властивості порошкової маси з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного для заповнення твердих желатинових капсул, розробити оптимальний склад і технологію капсул;

· розробити методики ідентифікації та кількісного визначення БАР густого екстракту та ефірної олії у капсулах з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного;
· розробити проект методик контролю якості (МКЯ) і технологічну схему виробництва муколітичного засобу в капсулах;
· дослідити стабільність та встановити термін придатності розробленого муколітичного засобу в капсулах.
Об’єкти дослідження. Розробка і стандартизація фармакологічного засобу муколітичної дії з екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного в капсулах.
Предмет дослідження – розробка технології густого екстракту чебрецю повзучого, розробка складу, технології та стандартизація капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного; вибір показників та критеріїв їх стандартизації, розробка та валідація їх методик контролю якості, дослідження стабільності капсул муколітичного засобу.

Методи дослідження. При вирішенні поставлених у роботі задач використовували: методи оцінки фармако-технологічних властивостей капсульної маси та готових капсул (швидкість течії через насадку, насипна густина, розпадання, однорідність маси для одиниці дозованого ЛЗ, кут природного укосу); математично-статистичні методи планування експерименту і обробки результатів дослідження; методи якісного та кількісного аналізу діючих речовин (тонкошарова хроматографія (ТШХ), газова хроматографія (ГХ), високоефективна рідинна хроматографія (ВЕРХ), спектрофотометрія, гравіметрія); методи дослідження стабільності капсул.

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше науково і експериментально обґрунтовано склад, технологію та методики стандартизації муколітичного засобу з густим екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного у капсулах.

 Вперше науково і експериментально обґрунтована комплексна ресурсозберігаюча технологія рідкого екстракту чебрецю повзучого. Розв’язано наукову задачу, яка стосується технологічного прийому введення густого екстракту чебрецю та ефірної олії чебрецю у порошкову масу для заповнення твердих капсул розробленого муколітичного засобу.
Науково обґрунтовано методики аналізу і критерії якості ЛРС (трави), рідкого й густого екстрактів чебрецю повзучого.
Вперше розроблено методики стандартизації муколітичного засобу в капсулах з густим екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного. Визначені якісні та кількісні показники якості капсул муколітичної дії, науково обґрунтовано критерії їх якості.

Новизна досліджень підтверджена деклараційним патентом на корисну модель № 73543 України, МПК51 С 11 В 1/10, А 61 К 9/08, А 61 К 35/00. Спосіб отримання рідкого екстракту чебрецю повзучого; бюлетень № 18 від 25.09.12 р.
Практичне значення одержаних результатів. Розроблено технологію густого екстракту чебрецю повзучого, яка відрізняється від існуючої застосуванням градієнтної екстракції, що дозволяє вичерпну переробку сировини і отримання екстракту, максимально відтворюючого склад БАР відповідної сировини. Запропоновано склад муколітичного засобу на основі густого екстракту чебрецю повзучого й ефірної олії чебрецю звичайного у капсулах. Знайдено спосіб введення густого екстракту й ефірної олії у порошкову масу для заповнення твердих желатинових капсул, який забезпечує її належні фармако-технологічні показники. Вирішено завдання щодо утримування ефірної олії чебрецю звичайного в процесі зберігання. Досліджено показники якості капсул та розроблено методики їх стандартизації, встановлено умови та термін зберігання засобу.
Технологія і методики контролю якості капсул муколітичної дії опрацьовано в умовах промислового виробництва ВАТ «Галичфарм» корпорації «Артеріум» (акт апробації від 04.12.2012 р.).
Фрагменти роботи впроваджені у науково-педагогічний процес кафедри фармацевтичної хімії Національного фармацевтичного університету (акт впровадження від 01.02.2013 р.), кафедри аналітичної хімії Запорізького державного медичного університету (акт впровадження від 04.02.2013 р.), кафедри фармацевтичної хімії Запорізького державного медичного університету (акт впровадження від 11.02.2013 р.), кафедри фармацевтичної хімії Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького університету (акт впровадження від 21.02.2013 р.), кафедри технології ліків та біофармації Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького (акт впровадження від 19.02.2013 р.), кафедри технології ліків Тернопільського державного медичного університету імені І.Я. Горбачевського (акт впровадження від 01.02.2013 р.).
Особистий внесок здобувача. Особисто здобувачем проведено патентно-інформаційний пошук за темою дисертаційної роботи, визначено мету та задачі досліджень; проведено фітохімічне дослідження БАР трави чебрецю повзучого; обґрунтовано і вибрано критерії для стандартизації ЛРС, рідкого та густого екстракту чебрецю повзучого; підібрано допоміжні речовини, розроблено технологію порошкової маси для заповнення твердих желатинових капсул муколітичного засобу; за допомогою математичного планування експерименту встановлено оптимальний склад капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного; обґрунтовано і вибрано показники якості розробленого муколітичного засобу в капсулах для його стандартизації; розроблено методики ідентифікації і кількісного визначення БАР в ланцюзі ЛРС – екстракт – ГЛЗ; розроблено проект МКЯ і технологічну схему виробництва капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного. Персональний внесок у всіх опублікованих зі співавторами працях полягає у плануванні та проведенні експериментальних досліджень, аналізі та узагальненні одержаних результатів і підготовці матеріалів до друку.

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи викладені та обговоренні на: ХІІ, ХІІІ, ХІV, XV Міжнародних медичних конгресах студентів і молодих вчених (Тернопіль, 2009, 2010, 2011, 2012), 3, 4-ій Міжнародній науково-практичній конференції «Науково-технічний прогрес і оптимізація технологічних процесів створення лікарських препаратів» (Тернопіль, 2009, 2011), VІІ Національному з’їзді фармацевтів України «Фармація України. Погляд у майбутнє» (Харків, 2010), ІІ науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасні досягнення фармацевтичної технології» (Харків, 2011), науково-практичній конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання створення нових лікарських засобів» (Харків, 2011), Міжнародній науково-практичній конференції «Актуальні питання сучасної медицини» (Київ, 2011), ІІІ Всеукраїнській науково-практичній конференції «Хімія природних сполук» (Тернопіль, 2012), п’ятнадцятій міжнародній науково-практичній конференції «Фундаментальные и прикладные исследования, разработка и применение высоких технологий в промышленности и экономике» (Санкт-Петербург, 2013), Національній науково-технічній інтернет-конф. з міжнародною участю «Актуальні проблеми синтезу і створення нових біологічно активних сполук та фармацевтичних препаратів» (Львів, 2013).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 17 робіт, у тому числі 6 статей у наукових фахових журналах, 10 тез у матеріалах конференцій, отримано патент України на корисну модель.
Структура та обсяг дисертації. Загальний обсяг роботи становить 234 сторінки, основний зміст роботи викладено на 198 сторінках. Дисертація складається зі вступу, шести розділів, загальних висновків, списку використаних джерел літератури та додатків. Список використаної літератури містить 155 джерел, у тому числі 38 іноземних авторів. Робота ілюстрована 50 таблицями та 35 рисунками.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
У першому розділі «Сучасний стан виробництва та аналізу твердих лікарських засобів на основі рослинних екстрактів та ефірних олій (огляд літератури)» проведено аналіз ринку муколітиків на основі трави чебрецю. Встановлено, що частка українських виробників даних ЛЗ щодо іноземних становить 59,26 % проти 40,74 %. Це зумовлено дублюванням виробництва багатьох вітчизняних лікарських засобів на основі чебрецю (Пертусин та ЛРС).
Розглянуто технологічні аспекти виробництва твердих капсул на основі екстрактів та ефірних олій, застосування нових допоміжних речовин при одержанні порошкової маси для заповнення твердих желатинових капсул.
Охарактеризовано хімічний склад та методи аналізу БАР трави і ефірної олії чебрецю.
Обґрунтовано методологію вибору маркерів та критеріїв стандартизації готового препарату в ланцюзі ЛРС – екстракт – ГЛЗ. 

Розглянуто фармакологічну активність БАР трави й ефірної олії чебрецю, обґрунтовано доцільність створення капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного.
У другому розділі «Об’єкти і методи дослідження» наведена характеристика діючих та допоміжних речовин, описана загальна методологія проведення досліджень. Активними фармацевтичними інгредієнтами (АФІ) є густий екстракт чебрецю повзучого та ефірна олія чебрецю звичайного. З метою вибору маркерів якості досліджувались промислові та дикорослі зразки трави чебрецю повзучого, зібрані у різних регіонах.
Якісний склад флавоноїдів і фенолкарбонових кислот у відповідній сировині та екстрактах вивчали методом ВЕРХ та ТШХ, моносахаридів і амінокислот – методом ТШХ. Кількісне визначення полісахаридів проводили гравіметрично, відновлюючих моносахаридів, амінокислот та суми флавоноїдів – спектрофотометрично. Ідентифікацію і кількісне визначення вмісту тимолу і карвакролу в ефірній олії чебрецю звичайного та в розроблених капсулах проводили методом газової хроматографії (ГХ).
При вивченні властивостей мас для капсулювання та капсул було використано методи їх фармако-технологічних досліджень згідно вимог ДФУ. Математичне планування експерименту використано при розробці складу та технології капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного.
У третьому розділі «Фітохімічне дослідження чебрецю повзучого» наведено результати фітохімічного дослідження трави чебрецю на наявність та вміст окремих компонентів чи груп БАР.
При фітохімічному дослідженні БАР сировини ідентифіковані флавоноїди, фенолкарбонові кислоти, полісахариди та амінокислоти.
Вивчення складу флавоноїдів  у траві чебрецю повзучого проводили з метанольних вилучень методами ТШХ і ВЕРХ до і після гідролізу. Методом ТШХ (до гідролізу) ідентифіковані флавоноїди: рутин, гіперозид, лютеолін-7-О-глюкозид, апігенін, лютеолін та фенолкарбонові кислоти: хлорогенова, кофейна та розмаринова (ідентифікована вперше для досліджуваної ЛРС). Присутність таких самих речовин підтверджена методом ВЕРХ. На основі аналізу різних зразків встановлено, що головним представником флавоноїдів даної сировини є глікозид лютеоліну невідомої будови.
Агліконовий склад флавоноїдів вивчали після попереднього гідролізу. У результаті ТШХ-аналізу ідентифіковані: лютеолін (найбільше), апігенін, мірицитин, кверцетин, кемпферол, ізорамнетин. Результати ВЕРХ-дослідження витягів після гідролізу для 4 зразків сировини чебрецю повзучого, вказують на присутність у всіх зразках лютеоліну і апігеніну, з яких головним представником є лютеолін.

Узагальнюючи результати ідентифікації флавоноїдів і фенолкарбонових кислот у траві чебрецю повзучого запропоновано їх ідентифікацію, як показник якості даної ЛРС. Проведені дослідження дозволяють запропонувати наступну вимогу до вигляду хроматограми випробовуваного розчину при ідентифікації фенольних сполук цієї ЛРС – на хроматограмі випробовуваного розчину мають виявлятися: дуже інтенсивна жовто-оранжева флуоресціююча зона нижче зони кислоти хлорогенової на хроматограмі розчину порівняння і дві жовто-оранжеві флуоресціюючі зони на рівні зон гіперозиду і лютеолін-7-О-глюкозиду на хроматограмі розчину порівняння; дві блакитні флуоресціюючі зони на рівні зони кислоти хлорогенової і кофейної на хроматограмі розчину порівняння; дуже інтенсивна салатово-блакитна флуоресціююча зона на рівні зони кислоти розмаринової на хроматограмі розчину порівняння. Можуть виявлятися інші зони жовто-оранжевої або блакитної флуоресценції (інші флавоноїди і фенолкарбонові кислоти).
Визначення вмісту флавоноїдів проводили за методиками до і після гідролізу у промислових та дикорослих зразках сировини. При визначенні вмісту флавоноїдів у сировині без гідролізу використовували спирт (60 % об/об), як оптимальний екстрагент для вилучення флавоноїдів. Максимуми поглинання комплексу флавоноїдів із алюміній хлоридом для спиртово-водних вилучень усіх зразків сировини відповідають максимуму поглинання комплексу стандартного зразка апігеніну  – λмакс. = 390 ± 2 нм. Тому, враховуючи положення максимуму поглинання і присутність у сировині апігеніну та його глюкозиду, розрахунок вмісту проводили у перерахунку на апігенін. При розробці методики додатково було досліджено вплив наважки, кратності екстрагування, тривалості пробопідготовки на повноту вилучення флавоноїдів.
Разом з тим, кількісний вміст флавоноїдів у різних зразках сировини визначали і після проведення гідролізу в перерахунку на гіперозид, як стандарт, для якого у ДФУ запропоновано питомий показник поглинання.

Критерієм якості сировини, можна запропонувати вміст флавоноїдів не менше 1 % у перерахунку на апігенін і рекомендувати для кількісного визначення методику без попереднього гідролізу, яка простіша й експресніша у виконанні (табл. 1).
Таблиця 1


Результати кількісного визначення вмісту флавоноїдів у різних зразках сировини чебрецю

	Зразок сировини
	Вміст суми флавоноїдів, %

	
	Без гідролізу у перерахунку на апігенін
	Після попереднього гідролізу у перерахунку на гіперозид

	Сировина Житомирської ФФ С. 61010
	1,13 ± 0,02
	0,68 ±0,02

	Сировина Житомирської ФФ С. 20111
	1,22 ± 0,01
	0,73 ±0,01

	Сировина Житомирської ФФ С. 40810
	1,21 ± 0,01
	0,75 ± 0,01

	Дикоросла сировина Гусятинського р-ну (2009 рік заготівлі)
	0,85 ±0,02
	0,54 ± 0,02

	Дикоросла сировина Гусятинського р-ну (2010 рік заготівлі
	0,74 ± 0,02
	0,49 ±0,02


З витягів трави чебрецю, отриманих за допомогою води і розчинів з низькими концентраціями спирту виділено водорозчинні полісахариди (ВРП). Було встановлено, що ВРП трави чебрецю повзучого є аморфним осадом світло-сірого з коричневим відтінком забарвлення, розчинним у воді та нерозчинним в органічних розчинниках. За результатами якісних реакцій зробили висновок про відсутність крохмалю, фенольних сполук і пептидів у досліджуваному комплексі, натомість присутні відновлюючі і кислі моносахариди. У результаті ТШХ-досліджень моносахаридів, отриманих після гідролізу ВРП, встановлено присутність фруктози, глюкози, арабінози, ксилози і рамнози, а також кислоти галактуронової. За розміром та інтенсивністю зон на хроматограмах встановлено, що переважаючим моносахаридом є фруктоза, з відновлюючих моносахаридів – глюкоза.
Вміст полісахаридів у траві чебрецю різних серій коливається у широких межах 4 – 8 %, відновлюючих моносахаридів  0,8 – 1,4 %, тому, як один із додаткових показників якості можна запропонувати вміст відновлюючих моносахаридів – не менше 1 % у перерахунку на глюкозу.
При фітохімічному дослідженні БАР сировини ідентифіковані також амінокислоти. Методом ТШХ було ідентифіковано гліцин, аланін, тирозин, лейцин, глутамінову та аспарагінову кислоти. При кількісному спектрофотометричному визначенні амінокислот було встановлено, що 30 % спиртовий розчин найбільшою мірою вилучає амінокислоти. Аналіз сировини вказує, що їхній вміст для різних зразків сировини знаходиться у межах 0,6-0,7 %.

У четвертому розділі «Розробка технології та методик стандартизації екстракту чебрецю повзучого» представлено результати досліджень з вибору раціональної технології рідкого та густого екстракту чебрецю повзучого, визначення якісного складу та кількісного вмісту основних груп БАР в досліджуваних екстрактах.

Досліджено закономірності вилучення флавоноїдів, полісахаридів і амінокислот із сировини, результати визначення яких представлені у табл. 2.
Таблиця 2

Порівняльна характеристика виходу екстрактивних речовин, флавоноїдів, полісахаридів, амінокислот у витягах чебрецю повзучого, одержаних при екстрагуванні водно-спиртовими розчинами різної концентрації (Р = 0,95; n = 5)
	Вміст спирту в розчині для отримання екстракту, % (об/об) 
	Екстрактивні речовини в перерахунку на суху речовину, %
	Вміст флавоноїдів у перерахунку на апігенін ×10-2, %
	Вміст відновлюючих моносахаридів у перерахунку на глюкозу ×10-2, %
	Вміст амінокислот у перерахунку на гліцин ×10-2, %

	Вода
	1,17 ± 0,02
	2,37 ± 0,05
	6,60 ± 0,03
	6,02 ± 0,04

	10
	1,46 ± 0,01
	2,45 ± 0,04
	5,40 ± 0,02
	6,12 ± 0,03

	20
	1,54 ± 0,01
	3,05 ± 0,03
	5,31 ± 0,03
	6,18 ±0,02 

	30
	1,55 ± 0,01
	4,30 ± 0,03
	5,22 ± 0,01
	7,24 ± 0,02

	40
	1,56 ± 0,02
	6,00 ± 0,02
	5,03 ± 0,02
	6,21 ± 0,02

	50
	1,63 ± 0,01
	6,70 ± 0,03
	4,70 ± 0,02
	5,45 ± 0,01

	60
	1,68 ± 0,01
	7,50 ± 0,03
	4,51 ± 0,02
	4,81 ± 0,02

	70
	1,72 ± 0,01
	7,40 ± 0,03
	2,10 ± 0,03
	4,73 ± 0,03

	80
	1,44 ± 0,02
	5,50 ± 0,02
	-
	3,84 ± 0,02

	90
	0,95 ± 0,02
	2,40 ± 0,03
	-
	1,86 ± 0,02

	96
	0,51 ± 0,02
	1,06 ± 0,03
	-
	1,32 ± 0,03


За здатністю екстрагувати комплекс флавоноїдів трави чебрецю повзучого значну перевагу має 60 % (об/об) спиртовий розчин, тоді як 30 % (об/об) вилучає максимальну кількість амінокислот, а вода – полісахариди. Ці екстрагенти було вибрано у процесі розробки технології густого екстракту трави чебрецю повзучого. Досліджено вплив послідовності застосування екстрагентів, часу екстрагування і кількості застосовуваних перколяторів на вміст флавоноїдів, амінокислот і відновлюючих моносахаридів в отримуваному рідкому екстракті, а також визначено залишковий їх вміст у шроті.
У результаті дослідження запропоновано технологію рідкого екстракту чебрецю повзучого, яка здійснюється градієнтним екстрагуванням із послідовним застосуванням спиртових розчинів (60 % і 30 % (об/об)) та гарячої води, чотирьох перколяторів та методу реперколяції з періодичним перемішуванням сировини у перколяторах (рис. 1).


[image: image1.emf]Трава чебрецю 

повзучого,  спирт 

етиловий,  96,5%,  

слабкий екстракт 

відсмоктаний зі шроту , 

спирт етиловий 

відігнаний зі шроту , 

вода питна.

ТП1

.  Підготовчі етапи 

Вихідна сировина

Вхідний контроль сировини .

Контроль в процесі виробництва

Маса: трави чебрецю пвзучого, 

спирт етиловий .

Наявність аналітичного листка з 

позитивним висновком на 

вихідну сировину .

ТП2

.  Формування серії   

густого екстракту 

чебрецю повзучого

Кількість подрібненої сировини 

чебрецю повзучого,  кг,  розмір 

подрібнених частинок ,  мм

. 

ТП1.2. 

Подрібнення трави 

чебрецю повзучого 

Температура, 

°

С.

ТП1.3.

Приготування  60%,  30% 

водно-спиртових розчинів 

ТП2.1.

Екстракція

ТП2.3. 

Упарювання екстракту

Температура випарювання , 

°

С

, 

Об’єм конденсату ,  л

У комору СВЗ

Кількість готового екстракту . 

Контроль на відповідність 

показникам МКЯ.

Підготовка до 

роботи

Підготовка повітря, підготовка 

виробничих приміщень ,  підготовка 

виробничого обладнання ,  підготовка 

одягу для працюючих,  підготовка 

персоналу ,  приготування дезінфікуючих 

розчинів 

Контроль параметрів мікроклімату . 

Контроль ефективності підготовки 

приміщень.  Контроль ефективності 

очищення обладнання .  Контроль 

залишків  мийних засобів , 

активних речовин на робочих 

поверхнях обладнання .

Концентрація екстрагенту , 

кількість завантаженої 

сировини,  проміжної продукції , 

тривалість перемішування , 

об’єм та концентрація 

одержаного екстрагенту

Кількість завантаженої 

сировини ,  екстрагент на 

заповнення ,  тривалість 

настоювання ,  об’єм злитого 

екстракту

ТП2.2.

Відстоювання 

екстракту

ТП1.1. 

Отримання і 

переконтроль маси сировини

 

Рис. 1. Технологічна схема отримання густого екстракту чебрецю повзучого
Розроблена технологія рідкого екстракту трави чебрецю повзучого захищена патентом України на корисну модель № 73543 від 25.09.2012.
У результаті досліджень густого екстракту запропоновано ідентифікаційні маркери з фенольних сполук – лютеолін-7-О-глюкозид, лютеолін і його глікозид невідомої будови, рутин, гіперозид, хлорогенова, розмаринова і кофейна кислоти.

З метою стандартизації екстрактів чебрецю було досліджено якісний склад і кількісний вміст флавоноїдів, моносахаридів, амінокислот та вміст полісахаридів для різних 4 серій екстракту, отриманих з різних серій ЛРС (табл. 3).
Таблиця 3

Результати визначення вмісту БАР в рідкому та густому екстрактах трави чебрецю повзучого (P = 0,95; n =5)
	Серія екстракту
	1
	2
	3
	4

	Вміст флавоноїдів в перерахунку на апігенін, %

	Рідкий екстракт чебрецю  х10-1
	0,52 ± 0,01
	0,49 ± 0,01
	0,51 ± 0,01
	0,48 ± 0,01

	Сухий залишок, %
	1,85 ± 0,02
	1,75 ± 0,02
	1,80 ± 0,02
	1,72 ± 0,02

	Густий екстракт чебрецю
	2,81 ± 0,01
	2,80 ± 0,02
	2,81 ± 0,03
	2,77 ± 0,02

	Вміст полісахаридів, %

	Рідкий екстракт чебрецю
	0,28 ± 0,02
	0,30 ± 0,01
	0,29 ± 0,02
	0,26 ± 0,01

	Вміст відновлюючих моносахаридів у перерахунку на глюкозу, %

	Рідкий екстракт чебрецю х10-1
	1,13 ± 0,02
	1,21 ± 0,02
	1,01 ± 0,003
	1,21 ± 0,002

	Густий екстракт чебрецю
	6,02 ± 0,10
	6,87 ± 0,09
	5,60 ± 0,10
	6,97 ± 0,11

	Вміст суми амінокислот, у перерахунку на гліцин, %

	Рідкий екстракт чебрецю х10-2
	4,40 ± 0,04
	5,48 ± 0,03
	3,25 ± 0,05
	5,10 ± 0,03

	Густий екстракт чебрецю
	1,86 ± 0,02
	2,18 ± 0,01
	1,50 ± 0,01
	2,08 ± 0,02


Кількісним показником якості запропоновано вміст флавоноїдів з наступними критеріями: для рідкого екстракту – не менше 0,03 %, для густого – не менше 2,5 % у перерахунку на апігенін. Також показниками якості можна обрати фруктозу і глюкозу (при ТШХ-ідентифікації) та запропонувати критерієм якості рідкого екстракту вміст відновлюючих моносахаридів не менше 0,09 %, густого екстракту – не менше 5,0 % у перерахунку на глюкозу. Додатковим кількісним критерієм якості може бути вміст амінокислот: у рідкому екстракті не менше 0,03 %, у густому – не менше 1,0 %.
У п’ятому розділі «Розробка оптимального складу і технології твердих капсул на основі густого екстракту чебрецю повзучого та ефірної олії чебрецю звичайного» представлено результати досліджень з вибору допоміжних речовин та розробки технології капсульної маси на основі густого екстракту та ефірної олії чебрецю.
Розробка технології капсул передбачала дві стадії: отримання порошкової маси ДР з ефірною олією (ЕО) чебрецю звичайного і порошкової маси ДР з густим екстрактом чебрецю повзучого.

У результаті попередніх випробувань, для отримання порошкової маси з ЕО чебрецю звичайного були відібрані для вивчення дев’ять ДР: А – структуроутворюючі речовини на основі МКЦ (а1 – МКЦ 500, а2 – Prosolv 90, а3 – МКЦ 12); В – структуроутворюючі речовини з групи неорганічних солей (b1 – неусілін US2, b2 – неусілін UFL2, b3 – неосорб); С – розпушувачі на основі ефірів целюлози (с1 – MЦ 65SH50, с2 – Plasdon K-90, с3 – Pharmacoat 603). Порошкову масу оцінювали за швидкістю течії порошкових мас через насадку, насипною густиною до і після усадки.
При розробці гранул з густим екстрактом чебрецю повзучого, були вивчені групи ДР: А – структуроутворювачі з групи неорганічних солей (а1 – магнію карбонат легкий, а2 – магнію карбонат важкий, а3 – неусілін UFL2); В – розпушувачі (b1 – крохмаль картопляний, b2 – натрію кроскармелоза, b3 – поліплаздон K-90); С – структуроутворювачі на основі мікрокристалічної целюлози (с1 – МКЦ 101, с2 – МКЦ 102, с3 – Prosolv 90). Гранули отримували методом вологої грануляції з використанням 2 % крохмального клейстеру в якості зволожувача. Порошкову масу з густим екстрактом чебрецю повзучого оцінювали за такими показниками: швидкістю течії порошкових мас через насадку, насипною густиною до і після усадки, кутом природного укосу.
Для кожного відгуку (вибраного фармако-технологічного показника якості порошкової маси) і кожної порошкової маси, окремо, будували ранжований ряд переваг. Пошук кращих поєднань ДР здійснювали за допомогою узагальненого показника – функції бажаності (D), в результаті аналізу якої було обрано для подальших досліджень з складу розробки порошкової маси з ефірною олією чебрецю звичайного: неусілін UFL2, Plasdon K-90 і Prosolv 90, а для порошкової маси з густим екстрактом чебрецю повзучого - неусілін UFL2 і натрію кроскармелозу. Додатково суміші з ефірною олією чебрецю звичайного аналізували на вміст тимолу і карвакролу методом ГХ. Через розчинність Plasdon K-90 у спирті було утрудненим фільтрування проб для ГХ-аналізу. Тому він був замінений на кальцій дигідрофосфат.
Наступним етапом експерименту було дослідження кількостей ДР, які необхідно взяти для отримання порошкової маси з ЕО чебрецю звичайного і порошкової маси з густим екстрактом чебрецю повзучого (табл. 4), використовуючи симетричний композиційний ротатабельний уніформ-план другого порядку.
Інтерпретацію результатів дослідження проводили на підставі аналізу рівнянь регресії. Було встановлено, що збільшення кількості неусіліну UFL2 в порошковій масі з ефірною олією чебрецю звичайного позитивно впливає на швидкість течії порошкової маси та вміст тимолу і карвакролу у ній, разом з тим дещо зменшує насипну густину суміші до і після усадки. На останній показник позитивно впливає збільшення у складі суміші вмісту просолву 90.

Збільшення кількості неусіліну UFL2, у складі порошкової суміші з густим екстрактом,  позитивно впливає на швидкість течії через насадку, тоді як збільшення вмісту натрію кроскармелози підвищує насипну густину суміші до і після усадки та зменшує кут природного укосу. Коли неусіліну UFL2 і натрію кроскармелози беруть у кількостях на основному рівні (табл. 4), кут природного укосу становить 26,52º, що вказує на дуже хорошу плинність, тобто маса не зависає, допоміжне устаткування при наповненні капсул непотрібне.
Таблиця 4
Досліджувані фактори та їх рівні при розробці оптимального складу капсул муколітичної дії
	Фактор
	Рівень фактора

	
	Нижня зіркова точка

-α
	Нижній

-1
	Основний

0
	Верхній

+1
	Верхня зіркова точка

+α

	Порошкова маса ДР з ефірною олією чебрецю звичайного

	х1 - кількість неусіліну UFL2, г
	0,632
	0,7
	0,8
	0,9
	0,968

	х2 - кількість просолу 90, г
	0,532
	0,6
	0,7
	0,8
	0,868

	х3 - кількість кальцію дигідрофосфату, г
	0,432
	0,5
	0,6
	0,7
	0,768

	Порошкова маса ДР з густим екстрактом чебрецю повзучого

	х1 – кількість неусіліну UFL2, г
	0,293
	0,5
	1,0
	1,5
	1,707

	х2 – кількість натрію кроскармелози, г
	1,086
	1,5
	2,5
	3,5
	3,914


Надаючи рівнянням регресії канонічного вигляду, будували лінії рівного виходу, згідно аналізу яких отримано оптимальний склад порошкової маси з ефірною олією чебрецю звичайного: 0,968 г неусіліну UFL2, 0,7 г просолу 90 та 0,432 г кальцію дигідрофосфату; та порошкової маси з густим екстрактом чебрецю повзучого: 1 г неусіліну UFL2 та 1,086 г натрію кроскармелози (з розрахунку на 50 капсул). Таким чином, склад на 1 капсулу (в грамах):
	Густий екстракт чебрецю повзучого в перерахунку на вологу 20 %
	0,075 г
(0,060 г сухого)

	Ефірна олія чебрецю звичайного
	0,0035 г

	Магнію алюмометасилікат (Неусілін UFL 2)
	0,0394 г

	Просолв SMHD 90
	0,0140 г

	Кальцію дигідрофосфат
	0,0086 г

	Натрію кроскармелоза
	0,0217 г

	МКЦ 101
	0,0843 г

	Крохмаль картопляний
	0,0035 г

	Середня маса
	0,235 г


Враховуючи двостадійну технологію капсул, була розроблена технологічна схема виробництва капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного (рис. 2).

У шостому розділі «Розробка методик аналізу і стандартизація капсул з екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного» наведені результати ідентифікації та кількісного визначення БАР у препараті, а також дослідження його стабільності при зберіганні. Продовжуючи ланцюг відповідності ЛРС – рідкий екстракт – густий екстракт – капсули, у ГЛЗ ідентифікували ці ж БАР, що й у густому екстракті: флавоноїди, фенолкарбонові кислоти, тимол і карвакрол; а кількісно визначали – сумарний вміст флавоноїдів, сумарний вміст тимолу і карвакролу.

Ідентифікацію флавоноїдів та фенолкарбонових кислот проводили методом ТШХ у системі розчинників кислота мурашина безводна Р – вода Р – еталацетат Р (6:9:90) (об/об), після проявки хроматограми розчином 10 г/л аміноетилового ефіру дифенілборної кислоти Р у метанолі Р, висушування і наступної обробки розчином 50 г/л макроголу 400 Р у метанолі Р. За результатами випробувань ідентифікаційними маркерами густого екстракту чебрецю у розроблених капсулах обрано лютеолін-7-О-глюкозид, глікозид лютеоліну невідомого складу, кислоти розмаринову і кофейну. Для ідентифікації активних маркерів ефірної олії чебрецю звичайного – тимолу і карвакролу в капсулах запропонована ГХ-методика в умовах їх кількісного визначення.

Кількісними показниками якості капсул обрано вміст флавоноїдів, тимолу та карвакролу. Вміст флавоноїдів визначали методом спектрофотометрії у перерахунку на апігенін. Вимірювали оптичну густину випробовуваного розчину і розчину порівняння при довжині хвилі максимуму поглинання комплексу флавоноїдів з алюміній хлоридом – 393 ± 2 нм. Враховуючи вміст екстракту у капсулі, вміст вологи і флавоноїдів у ньому, розраховано теоретичне значення вмісту флавоноїдів 1,35 мг, яке було підтверджене експериментально. Запропоновано критерій якості капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного – вміст флавоноїдів 1,28-1,73 мг у капсулі.

Визначення тимолу і карвакролу проводили методом ГХ в умовах: колонка капілярна кварцова довжиною 30 м з внутрішнім діаметром 0,25 мм, внутрішня поверхня якої покрита шаром макроголу 20 000 Р завтовшки 0,25 мкм або аналогічна, для якої виконуються умови придатності хроматографічної системи; температуру колонки програмують: 15 хв - 60 ºС, з 15 по 55 хв зростає від 60 до 180 ºС, з 55 до 60 хв зростає від 180 до 200 ºС, з 60 по 62 хв - 200 ºС; газ носій – гелій для хроматографії, швидкість – 1,5 мл/хв; поділ потоку – 1:2; температура інжектора – 200 °С; температура детектора – 220 °С; об’єм проби, що вводиться – 1 мкл.

Рис. 2. Технологічна схема виробництва капсул муколітичної дії
Для кількісного розрахунку вмісту запропоновано застосовувати метод стандарту. Критеріями якості готових капсул є сумарний вміст тимолу та карвакролу – 0,98-1,33 мг на одну капсулу.

Проведено валідацію методик кількісного визначення за основними характеристиками: специфічність, лінійність, правильність, прецизійність, діапазон застосування (табл. 5).
Таблиця 5
Результати валідаційних досліджень кількісних методик аналізу капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного
	Критерії 
	Тимол
	Карвакрол
	Флавоноїди

	Критерій лінійності

	Коефіцієнт кореляції (r)
	0,99998
(> 0,9955)
	0,99996
(> 0,9955)
	0,99988 

(> 0,9978)

	Залишкове стандартне відхилення (
[image: image2.wmf]0

S

)
	0,1702
(( 2,58)
	0,2726
(( 2,58)
	0,4598
(( 2,58)

	Вільний член (a)
	0,0892
(( 0,4214)
0,0892
(( 3,84)
	0,3356
(( 0,6759)
0,3356
(( 3,84)
	0,1837
(( 1,14)
0,1837
(( 3,84)

	Критерії збіжності

	Відносний довірчий інтервал ((z)
	0,3661 (( 4,8)
	0,6408 (( 4,8)
	0,8003 (( 4,8)

	Критерії правильності

	Критерій статистичної незначущості систематичної похибки
	0,02 (( 0,1220)
	0,01 (( 0,2136)
	0,01 (( 0,267)


	Критерій практичної незначущості систематичної похибки
	0,02 (( 1,536)
	0,01 (( 1,536)
	0,01 (( 1,54)



Як випливає з наведених у табл. 5 результатів, для розроблених методик кількісного визначення флавоноїдів, тимолу і карвакролу виконуються валідаційні вимоги в інтервалі від 60 до 140 % від декларованого вмісту, що вказує на придатність даних методик для контролю якості розроблених капсул муколітичної дії. 
Вивчено стабільність капсул у процесі зберігання. Проведені випробування з визначення терміну зберігання дають можливість зробити висновок про стабільність препарату впродовж 2 років зберігання при температурі 25 ± 2 ºС в контурних чарункових упаковках.
Розроблено проект МКЯ на ФЗ з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного у вигляді капсул.

ВИСНОВКИ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення та вирішення наукової задачі, що виявляється в розробці складу, технології і методик стандартизації капсул муколітичної дії з екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного.

1. Враховуючи результати проведеного аналізу ринку ЛЗ на основі чебрецю, складу і біологічної активності його фенольних сполук та  компонентів ефірної олії, теоретично обґрунтовано доцільність розробки фармакологічного засобу у капсулах, які містять екстракту чебрецю повзучого 75 мг (у перерахунку на 20 % вологи і вміст флавоноїдів 2,5 %) й ефірну олію чебрецю звичайного 3,5 мг (з вмістом тимолу і карвакролу 33 %).

2. Проведено фітохімічне дослідження трави чебрецю повзучого. Вперше методами ТШХ і ВЕРХ ідентифіковано кислоту розмаринову у складі фенольних сполук досліджуваної ЛРС. Ідентифіковано компонентний склад моносахаридів у ВПС-комплексі й амінокислот та визначено вміст амінокислот (0,6-0,7 %), полісахаридів (4-8 %), відновлюючих моносахаридів (0,8-1,4 %). Визначено речовини, які обрано за ідентифікаційні маркери для ЛРС чебрецю повзучого – лютеолін-7-О-глюкозид, лютеолін і невідомої будови його глікозид, хлорогенова, розмаринова і кофейна кислоти. Кількісним маркером для оцінки якості сировини запропоновано вміст флавоноїдів – не менше 1 %. Розроблено методики ідентифікації і кількісного визначення обраних маркерів.

3. Розроблено технологію рідкого екстракту чебрецю повзучого, яка здійснюється градієнтним екстрагуванням із застосуванням спирту різної міцності (60 % і 30 % (об/об)) та гарячої води, чотирьох перколяторів та методу реперколяції з періодичним перемішуванням сировини у перколяторах. Застосування такої технології дозволяє отримувати екстракт, який містить флавоноїди, амінокислоти, полісахариди. 

4. Досліджено оптимальні умови отримання густого екстракту чебрецю повзучого, які полягають у випаровуванні під вакуумом при температурі 60-70 ºС і залишковому вакуумі 0,8 кгс/см2, при яких тривалість упарювання буде оптимальною. Кореляція вмісту основних груп БАР для рідкого і густого екстракту свідчать про коректність вибраних умов згущення рідкого екстракту.

5. Досліджено склад рідкого і густого екстрактів трави чебрецю повзучого за групами БАР – флавоноїди, амінокислоти, полісахариди. З метою стандартизації екстрактів запропоновано ідентифікаційні маркери з фенольних сполук – лютеолін-7-О-глюкозид, лютеолін і його глікозид невідомої будови, рутин, хлорогенова, розмаринова і кофейна кислоти; кількісним показником якості запропоновано вміст флавоноїдів з наступними критеріями: для рідкого екстракту – не менше 0,03 %, для густого – не менше 2,5 % у перерахунку на апігенін.

6. Із застосуванням методу дисперсійного аналізу вивчено вплив 9 допоміжних речовин на фармако-технологічні характеристики порошкової маси з ефірною олією чебрецю звичайного і обрано МКЦ 101, неусілін UFL 2, просолв SMHD 90 та кальцій дигідрофосфат для подальших досліджень. При регресійному аналізі встановлено оптимальний склад порошкової маси з ефірною олією: 0,006 г МКЦ 101, 0,0194 г неусіліну UFL2, 0,0140 г просолву SMHD 90, та 0,0086 г кальцію дигідрофосфату На підставі результатів дисперсійного і регресійного аналізів досліджено вплив натрію кроскармелози, неусіліну UFL2, МКЦ 101 і крохмалю картопляного на фармако-технологічні показники порошкової маси з густим екстрактом чебрецю звичайного. Визначено оптимальний склад допоміжних речовин у цій масі: 0,02 г неусіліну UFL2, 0,0217 г натрій кроскармелози, 0,0783 г МКЦ 101 і 0,0035 г крохмалю картопляного.

7. Розроблено двостадійну технологію капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого (75 мг в перерахунку на 20 % вологи) і ефірною олією чебрецю звичайного (3,5 мг). Вона передбачає окреме введення густого екстракту і отримання гранул з допоміжними речовинами та наступне їхнє змішування з попередньо приготовленою порошковою масою допоміжних речовин з ефірною олією чебрецю. Введення ефірної олії здійснено методом диспергування олії чебрецю з адсорбентом із розвиненою поверхнею – неусіліном UFL2. Встановлено, що густий екстракт необхідно вводити шляхом диспергування його суміші з 2 % крохмальним клейстером з порошковими ексципієнтами, застосувавши вологе гранулювання.

8. Розроблено методики стандартизації розроблених капсул з врахуванням вмісту БАР і маркерів у ланцюзі ЛРС – рідкий екстракт чебрецю – густий екстракт чебрецю – ГЛЗ. Обрано показники якості капсул з екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного, розроблено відповідні методики ідентифікації і кількісного визначення. Ідентифікаційним критерієм обрано наявність лютеолін-7-О-глюкозиду і глікозиду лютеоліну невідомого складу, розмаринової і кофейної кислот, тимолу і карвакролу; кількісними критеріями – вміст флавоноїдів – 1,28-1,73 мг, тимолу і карвакролу разом – 0,98-1,33 мг.

9. Досліджено стабільність капсул з екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного в процесі зберігання і встановлено термін придатності – 2 роки. Розроблено проект МКЯ і технологічну схему виробництва твердих капсул з густим екстрактом чебрецю повзучого й ефірною олією чебрецю звичайного, які опрацьовані у промислових умовах.
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АНОТАЦІЯ
Зарівна Н. О. “Розробка та стандартизація муколітичного засобу з густим екстрактом чебрецю повзучого та ефірною олією чебрецю звичайного в капсулах”. – На правах рукопису.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата фармацевтичних наук за спеціальністю 15.00.03 – стандартизація та організація виробництва лікарських засобів. – Національний фармацевтичний університет, Харків, 2013.
Вперше проведено комплексне дослідження по розробці та стандартизації капсул муколітичної дії, які містять густий екстракт чебрецю повзучого й ефірну олію чебрецю звичайного.
Проведено фітохімічне дослідження трави чебрецю повзучого з метою вибору маркерів стандартизації; запропоновані методики ідентифікації і кількісного визначення флавоноїдів, амінокислот, моносахаридів. Запропоновано раціональний спосіб отримання густого екстракту чебрецю повзучого, який містить не менше 2,5 % флавоноїдів, 5,0 % відновлюючих моносахаридів і 1,0 % амінокислот.
Досліджено оптимальний склад допоміжних речовин: 0,0394 г неусіліну UFL2, 0,0140 г просолву SMHD 90, 0,0086 г кальцію дигідрофосфату, 0,0217 г натрію кроскармелози, 0,0843 г МКЦ 101 та 0,0035 г крохмалю картопляного і розроблено двохстадійну технологію порошкової маси для заповнення твердих желатинових капсул, вирішено наукову задачу утримування ефірної олії чебрецю звичайного.
Запропоновані методики ідентифікації і кількісного визначення флавоноїдів методом ТШХ і спектрофотометрії відповідно, тимолу і карвакролу − методом ГХ у розроблених капсулах; досліджена придатність вказаних методик для контролю якості капсул. Розроблено методики стандартизації капсул муколітичної дії, визначено умови та термін зберігання.


Ключові слова: трава чебрецю повзучого, екстракт, ефірна олія чебрецю звичайного, допоміжні речовини, капсули, технологія, стандартизація.
АННОТАЦИЯ

Заривна Н. О. “Разработка и стандартизация муколитического средства с густым экстрактом тимьяна ползучего та эфирным маслом чабреца обыкновенного в капсулах.” − На правах рукописи.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата фармацевтических наук по специальности 15.00.03 – стандартизация и организация производства лекарственных средств. – Национальный фармацевтический университет, Харьков, 2013.
Впервые проведено комплексное исследование по разработке и стандартизации капсул, которые содержат густого экстракта тимьяна ползучего 75 мг (в пересчете на 20 % влаги и содержание флавоноидов 2,5 %) и эфирного масла чабреца обыкновенного 3,5 мг (с содержанием тимола и карвакрола 33 %).
С помощью дисперсионного анализа установлена математическая взаимосвязь между фармако-технологическими свойствами капсульной массы и природой различных вспомогательных веществ. Использован обобщенный показатель качества капсул − функция желательности, с помощью которой отобраны лучшие вспомогательные вещества в состав капсульной массы для заполнения твердых желатиновых капсул. С помощью планов регрессионного анализа осуществлен выбор количества вспомогательных веществ и установлен оптимальный состав твердых капсул: 0,0394 г магния алюмометасиликата (Неусилин UFL 2), 0,0140 г просолва SMHD 90, 0,0086 г кальция дигидрофосфата, 0,0217 г натрия кроскармеллозы, 0,0843 г МКЦ 101 и 0,0035 г крахмала картофельного.
Разработана двухстадийная технология капсульной массы. Предложены технологические приемы введения густого экстракта тимьяна ползучего и эфирного масла чабреца обыкновенного в состав капсульной массы. Показано, что для удерживания эфирного масла эффективно использовать неусилин UFL 2 в качестве адсорбента.

Проведено фитохимическое исследование состава и содержания биологически активных веществ лекарственного растительного сырья – травы чабреца ползучего. На основании этого определены идентификационные и количественные маркеры: флавоноиды, полисахариды и аминокислоты. Разработаны методики их идентификации. Для количественного определения суммы флавоноидов использован метод дифференциальной спектрофотометрии, полисахаридов – гравиметрии, восстанавливающих моносахаридов – спектрофотометрии, аминокислот – спектрофотометрии, установлены количественные показатели сырья, которые положены в основу при выборе критериев его качества.
Предложена технология жидкого экстракта тимьяна ползучего, которая осуществляется градиентным экстрагированием с последовательным применением спирта различной крепости (60 % и 30 % (об/об)) и горячей воды, четырех перколяторов и метода реперколяции с периодическим перемешиванием сырья в перколяторах. Технология жидкого экстракта травы тимьяна ползучего защищена патентом Украины на полезную модель № 73543 от 25.09.2012. Исследованы оптимальные условия получения густого экстракта тимьяна ползучего, которые заключаются в упаривании под вакуумом при температуре 65-70 ºС и остаточном вакууме 0,8 кгс/см2, при которых продолжительность упаривания будет удовлетворительной без уменьшения содержания БАВ в упариваемом экстракте. Получаемый по разработанной технологии густой экстракт содержит полисахариды, аминокислоты, флавоноиды, для которых предложены методики идентификации и количественного определения. Содержание суммы флавоноидов – не менее 2,5 % (в пересчете на апигенин) выбрано  количественным критерием качества густого экстракта.
Разработаны методики идентификации определенных маркеров в жидком и густом экстрактах чабреца ползучего. На основании проведенных исследований выбраны количественные критерии качества по содержанию флавоноидов, полисахаридов и аминокислот.
Разработаны методики идентификации и количественного определения тимола и карвакрола, как маркеров эфирного масла чабреца обыкновенного в капсулах методом газовой хроматографии.

Проведена валидация методик количественного определения суммы флавоноидов, тимола и карвакрола в разработанных капсулах, установлена пригодность разработанных методик для контроля качества и стандартизации капсул. Идентификационными критериями качества капсул выбраны: лютеолин-7-О-глюкозид, глюкозид лютеолина неопределенного состава, кофейная и розмариновая кислоты; количественными критериями установлены: содержание суммы флавоноидов 1,28-1,73 мг, тимола и карвакрола (суммарно) – 0,98-1,33 мг.
Проведенные исследования по определению срока годности позволяют сделать вывод о стабильности препарата на протяжении 2 лет при хранении в контурно-ячейковых упаковках при комнатной температуре.

Разработаны проект методик контроля качества и технологическая схема производства густого экстракта чабреца ползучего и капсул муколитического действия, содержащих густой экстракт тимьяна ползучего и эфирное масло чабреца обыкновенного.
Ключевые слова: трава чабреца ползучего, экстракты, эфирное масло чабреца обыкновенного, вспомогательные вещества, капсулы, технология, стандартизация.
SUMMARY

Zarivna N. O. «Development and standardization of mucolytic drug with dense wild thyme extracts and thyme essential oil in capsules» − Manuscript.

Thesis for the candidate scientific degree in Pharmacy on specialty 15.00.03 – standardization and organization of medicines production. – National University of pharmacy, Kharkiv, 2013.
Complex investigation on the development and standardization of capsules containing extract of Wild Thyme and essential oil of Thyme have been conducted for the first time.
Phytochemical investigation of Wild Thyme herbal was carried out to select the markers for standardization of capsules; methods of identification and quantification of flavonoids, aminoacids and monosaccharides have been proposed. A rational method of obtaining of dense wild thyme extracts, that contain not less than 2.5 % flavonoids, 5.0 % reducing monosaccharides and 1.0% aminoacids.
The optimal composition of excipients: 0.0394 g of neusilin UFL2, 0,0140 g of prosolv SMHD 90, 0.0086 g of calcium dihydrogenphosphate, 0.0217 g of sodium croscarmellose, 0.0843 g of MCC 101 and 0.0035 g of potato starch, have been investigated and two-stage technology of powder mass to fill hard gelatin capsules has been developed, scientific problem holding of thyme essential oil was decided.
The methods of identification and quantification of flavonoids by TLC and spectrophotometry, respectively, and of thymol and carvacrol by GC method have been developed in capsules; the suitability of these methods for quality control of capsules was investigated. The standardization methods of mucolytic action capsules developed, the conditions and shelf life of these capsules defined.
Key words: wild thyme herbal, extract, thyme essential oil, excipients, capsules, technology, standardization.















Контроль: параметри сушіння, волога в грануляті, кількість грануляту.





Cушіння гранул екстракту 
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Продукція на склад готової продукції








Сировина зі складу








Втрати, в ідходи
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Контроль: правильність встановлення штампу маркування, комплектність пакування, правильність та чіткість маркування етикеток групової тари, кількість отриманих ящиків з ГЛЗ.





Групове пакування та маркування
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Контроль: якість первинної упаковки, правильність та чіткість маркування первинної упаковки, правильність та чіткість маркування вторинної упаковки.





пакування блістерів у пачки
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Фасування, маркування та пакування
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Контроль: опис капсул у блістерах, зовнішній вигляд блістерів, правильність встановлення штампу та маркування, температура формування і склеювання, формування і заповнення чарунок.





Фасування капсул у блістери











ПМВ-4.1





Контроль: номер, зовнішній вигляд та кількість капсул, однорідність маси вмісту капсули, розпадання, тиск стисненого повітря.











Інкапсулювання





ТП-3





Контроль: параметри опудрювання, кількість капсульної маси, контроль маси інгредієнтів для опудрювання, однорідність розподілення опудр. комп., опис,





Опудрювання





ТП-2.7





Контроль: діаметр отворів сит, параметри гранулювання





Сухе гранулювання





ТП-2.6





Контроль: параметри змішування, кількість суміші.





Приготування суміші ДР з ЕО та гранул екстракту





ТП-2.5





Контроль: маса кожного інгредієнта, параметри змішування та зволоження; однорідність розподілення олії, кількість отриманої суміші.





Приготування суміші ефірної олії з ДР








ТП-2.4








Контроль: діаметр отворів сита, параметри гранулювання, кількість отриманого грануляту.





Вологе гранулювання





ТП-2.2





Контроль: маса кожного інгредієнта, параметри змішування та зволоження, однорідність розподілення зволожувача





Приготування гранул екстракту








ТП-2.1








Приготування капсульної маси





ТП-2





Контроль: маса води очищеної, параметри приготування та маса крохмального клейстеру,


маса розчину трилону Б,


однорідність зволожувача 








Приготування зволожувача








ДР-1.3





Контроль:діаметр отворів сит, якість просіювання, маса кожного інгредієнта.





Відважування та просіювання сировини





ДР-1.2





Контроль: цілісність упаковки, відповідність маркування.








Розтарювання сировини





ДР-1.1





ДР-1





Підготовка сировини





Санітарна підготовка обладнання





ДР
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ТП1. Підготовчі етапи 





Вихідна сировина




Вхідний контроль сировини.
Контроль в процесі виробництва



Маса:трави чебрецю пвзучого, спирт етиловий.



Наявність аналітичного листка з позитивним висновком на вихідну сировину.



ТП2. Формування серії   густого екстракту чебрецю повзучого



Кількість подрібненої сировини чебрецю повзучого, кг, розмір подрібнених частинок, мм. 



ТП1.2. Подрібнення трави чебрецю повзучого 



Температура, °С.



ТП2.2. Відстоювання екстракту



ТП1.3. Приготування 60%, 30% водно-спиртових розчинів 



Кількість завантаженої сировини, екстрагент на заповнення, тривалість настоювання, об’єм злитого екстракту



ТП2.1. Екстракція



ТП2.3. Упарювання екстракту



Температура випарювання, °С, Об’єм конденсату, л



У комору СВЗ



Кількість готового екстракту. Контроль на відповідність показникам МКЯ.



Підготовка до роботи



Підготовка повітря, підготовка виробничих приміщень, підготовка виробничого обладнання, підготовка одягу для працюючих, підготовка персоналу, приготування дезінфікуючих розчинів 



Контроль параметрів мікроклімату. Контроль ефективності підготовки приміщень. Контроль ефективності очищення обладнання. Контроль залишків  мийних засобів, активних речовин на робочих поверхнях обладнання.



Концентрація екстрагенту, кількість завантаженої сировини, проміжної продукції, тривалість перемішування, об’єм та концентрація одержаного екстрагенту



ТП1.1. Отримання і переконтроль маси сировини
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