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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. За оцінкою фахівців загальний стан здоров'я населен​ня України перебуває у вкрай незадовільному стані і знаходиться на критичній межі, за якою існує загроза незворотних втрат генофонду народу. Це зумовлено перш за все, соціально-політичними, економічними та іншими причинами, які призводять до пригнічення імунної системи, що виконує основні захисні функції загальної опірності організму людини від інфекційних захворювань.
Останнім часом все більше уваги приділяється вивченню біологічної дії за​собів на основі медичних грибів, зокрема базидіальних, які у багатьох країнах світу використовуються не тільки як продукти харчування - джерела харчового білка, але і як цінна сировина для отримання речовин лікувальної та лікува- льно-профілактичної дії.
З огляду на важливу роль профілактики в підтриманні здоров'я населення України, проблема отримання цінних біологічних продуктів та адаптогенів стає все більш актуальною і вимагає достатньо швидкого вирішення. Тому вивчення біологічної активності й нешкідливості їстівного гриба Шиїтаке, розробка скла​ду та технології лікарсько-профілактичних засобів на його основі, прогнозуван​ня його використання є актуальними.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисерта​ційна робота виконана згідно з планами науково-дослідних робіт Національного фармацевтичного університету "Фармакогностичне вивчення біологічно актив​них речовин, створення лікарських засобів рослинного походження", № держреєстрації 0103U000476 та проблемної комісії "Фармація" МОЗ та АМН Украї​ни.
Мета і завдання дослідження. Метою дисертаційної роботи є розробка науково обгрунтованого складу і раціональної технології капсульованого лікарського засобу лікувальної та лікувально-профілактичної дії під умовною назвою «Мікодар» для імунокоректорної профілактики та комплексної терапії імунологічних захворювань.
Реалізація поставленої мети вимагала вирішення наступних завдань:
· аналіз і узагальнення літературних джерел щодо сучасних аспектів корекції імунних порушень та обгрунтування вибору лікарської форми для профілактики і лікування імунологічних захворювань;
· проведення комплексу технологічних, фізико-хімічних, мікробіологі​чних та біологічних досліджень з метою вибору та обґрунтування оптимального складу капсульованого лікарського засобу (КЛЗ);
· обгрунтування технології капсульованого лікарського засобу лікува​льної та лікувально-профілактичної дії;
· вивчення біофармацевтичних та фізико-хімічних властивостей розро​бленого препарату;
· дослідження впливу упакування на основні технологічні показники препарату;
· розробка та апробування у промислових умовах проекту техно​логічного регламенту виробництва і нормативно технічної документації (НТД) на запрпонований препарат „Мікодар";
· проведення фармакологічних і мікробіологічних досліджень розроб​леного лікарського препарату.
Об 'єктами дослідження є сухий порошок біомаси гриба Шиїтаке (СПШ), капульований препарат лікувальної та лікувально-профілактичної дії під умов​ною назвою „Мікодар".
Предметом дослідження є розробка науково обґрунтуванного складу та раціональної технології лікарського засобу (JI3) у формі капсул під умовною назвою „Мікодар" для імунокоректорної профілактики та комплексної терапії імунологічних захворювань.
Методи дослідження. При вирішенні поставлених у роботі завдань були використані різні математичні, технологічні, фізичні, фізико-хімічні методи:
· метод планування експерименту (STATGRAFIK);
· методи оцінки технологічних властивостей порошків (вологовміст, плин​ність, кут природного скосу, насипний об'єм та насипна густина);
· фармакопейні методи дослідження показників якості капсул (однорідність маси, розпадання, мікробіологічна чистота);
· методи ідентифікації та кількісного визначення діючих речовин капсул (тонкошарова хроматографія, УФ-спектрофотометрія, рідинно-колонкова хроматографія, атомно-адсорбційна спектрометрія).
Дослідження специфічної активності капсул "Мікодар" проводили за ме​тодиками, що рекомендовані Фармакологічним центром МОЗ України.
Обробку експериментальних даних проводили за допомогою методів ма​тематичної статистики.
Наукова новизна одержаних результатів. На підставі результатів фар- мако-технологічних, фізико-хімічних, мікробіологічних та біологічних дослі​джень вперше науково обгрунтовано склад та розроблено технологію капсульо​ваного JI3, який містиь природну, отриману біотехнологічним способом речо​вину - порошок біомаси грибів Шиїтаке з імуномодулюючими властивостями, для лікування та профілактики імунологічних захворювань. Вивчено вплив фа​рмацевтичних факторів на технологічні властивості препарату.
Запропоновані методики якісного та кількісного визначення біологічно активних речовин (БАР) у препараті, що дозволяють контролювати його якість під час виробництва та при зберіганні. Доклінічними дослідженнями доведено біологічну нешкідливість і високу специфічну активність препарату для ліку​вання та профілактики імунологічних захворювань.
За результатами проведених досліджень отримано три деклараційні па​тенти України на корисну модель (№ 16235 бюлетень №7 від 17.07.2006р., № 7564 бюлетень №6 від 15.06.2005р., №34553 бюлетень № 15 від 11.08.2008 p.).
Практичне значення одержаних результатів. На підставі проведених дослідженнь створено і запропоновано для практичної медицини новий оригінальний вітчизняний лікарський препарат у формі капсул на основі біомаси сухого порошка гриба Шиїтаке під умовною назвою”Мікодар” для профілактики і лікування імунологічних захворювань.
Розроблено проект технологічного регламенту на виробництво препарату „Мікодар" та нормативно-технічну документацію, що містить опис методик  контролю технологічної якості препарату. Технологію отримання біомасі гриба Шиїтаке впроваджено в умовах малосерійного виробництва ТОВ «Біотек» (акт апробації від 15.02.2008 р.); технологію JI3 „Мікодар" впроваджено в умовах промислового виробництва  ТОВ „Астрафарм" (акт апробації від 07.04.2009 р.). 

Окремі фрагменти дисертаційної роботи впроваджені в навчальний процес кафедри фармацевтичних дисциплін Тернопільського державного медичного університету імені І. Я. Горбачевського (акт впровадження від 28.12.2009 p.), кафедри технології ліків і біофармації Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького (акт впровадження від 25.12.2009 p.), ка​федри фармацевтичної технології і біофармації НМАПО імені П. JI. Шупика (акт впровадження від 16.12.2009 p.), кафедри промислової, клінічної фармако​логії НМАПО імені П. JI. Шупика (акт впровадження від 21.12.2009 р.) кафедри аптечної технології ліків Національного фармацевтичного університету (акт впровадження від 30.11.2009 p.), кафедри промислової фармації Національного фармацевтичного університету (акт впровадження від 30.10.2009 p.).
Особистий внесок здобувана. У комплексному дослідженні, над яким працював творчий колектив співавторів публікацій, особисто дисертантом: здійснено інформаційний пошук, проаналізовано та узагальнено дані літератури з поставлених, питань, визначено мету, завдання та методологічні підходи, згід​но з якими відібрані об'єкти та методи дослідження; теоретично обгрунтовано та експериментально розроблено умови вирощування та сушіння біомаси гриба Шиїтаке. Автором проведені фізико-хімічні та біофармацевтичні дослідження нової лікарської форми у вигляді капсул під умовною назвою „Мікодар", ре​зультати яких проаналізовані, систематизовані та статистично оброблені. За участі дисертанта були науково обґрунтовані та розроблені методики ідентифікації, та кількісного визначення біологічно активних речовин (БАР) у препараті, що входять до проектів нормативно-технічної документації (НТД). Автором написані 5 розділів дисертації, сформульовані висновки та запропоно​вані практичні рекомендації.
Наукові праці опубліковано у співавторстві з П.Д. Пашнєвим, M.Л. Сятинею, О.В. Бірюковою, В. Ф. Шиліною, Л. О. Рудою, Е. О. Ятченко, Н.А. Бісько, В. П. Поповичем.
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертаційної роботи викладені та обговорені на: Науково-практичній конференції з міжнаро​дною участю „Охорона здоров'я України" (Київ, 2007р), Науково-практичній конференції з міжнародною участю „Охорона здоров'я України" присвяченій Всесвітньому дню здоров'я (Київ, 2009 р), III Міжнародній науково-практичній конференції "Науково-технічний прогрес і оптиміза:ція технологічних процесів створення лікарських препаратів" (Тернопіль, 2009).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 11 робіт, у тому чис​лі: 5 статей у наукових фахових виданнях, 3 тези доповідей та 3 патенти Украї​ни на корисну модель.
Обсяг та структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 177 сторінках друкованого тексту, складається зі вступу, огляду літератури, експериментальної частини (розділи 2-5), висновків, списку літератури, який включає 143 джерела, з яких 70 іноземних авторів, та додатків. Обсяг основного тексту 177 сторінок. Робота ілюстрована 27 таблицями, 14 рисунками та 1 схемою.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Розділ 1. Номенклатура і сучасний стан виробництва лікувально- профілактичних засобів на основі медичних грибів.
У першому розділі проаналізовано і узагальнено дані сучасних літератур​них джерел щодо виробництва лікувально-профілактичних засобів на основі медичних грибів, зокрема біомаси грибів Шиїтаке.
Аналіз наукової літератури показав, що висушина і подрі​бнена біомаса гриба Шиїтаке (як і плодові тіла) виявляє імуномодулюючу дію. Тому, розробка імуномодулюючого лікарського препарату на основі цього гриба є актуальною.
Розділ 2. Характеристика об'єктів та основні методи досліджень.
Вибір загальної методології досліджень.
У другому розділі викладена загальна, методологія проведення дослі​джень, характеристика діючих речовин, описані їх фізико-хімічні властивості, які визначають технологію приготу​вання лікарського засобу у формі капсул. Як наповнювач капсул нами обраний сухий порошок Шиїтаке (СПШІ).
У розділі також обґрунтовано вибір методик, що використані для про​ведення досліджень. Описано методики фізико-хімічних та біофармацевтичних досліджень. Наведені методики визначення якісного (ТШХ) та кількісно​го вмісту (спектрофотометрія) полісахаридів, дослідження яких проводилися на базі кафедри фармацевтичної хімії Київського медичного інституту української асоціації народної медицини під керів​ництвом проф. Цуркана О.О.

Розділ 3. Розробка умов культивування біомаси грибів Шиїтаке.
Вибір методу культивування грибів Шиїтаке базувався на неохідності
одержання великої кількості доброякісного посівного матеріалу з високим вмістом біологічно активних речовин. Нами вибраний глибинний спосіб культивування. Він має ряд переваг перед іншими способами: процес вирощування ведеться цілий рік; урожайність більш висока й стабільна, завдяки створенню оптима​льних умов що необхідні для отримання біомаси; використовується широке коло рослинних субстратів із числа целлюлозо- й лігнінвміщуючих відходів сільського господарства й промисловості; більш короткий виробничий цикл —8-10 тижнів; можливість застосування механізації й автоматизації технологічних процесів.
Аналіз літератури щодо впливу абіотичних факторів на ріст культури грибів Lentinus edodes показав, що фізіологічні процеси росту біомаси зале​жать від температури, рН середовища, освітленості та кількості посівного матеріалу. Доведено, що вплив абіотичних факторів на ріст біомаси гриба не​однозначний і тому для виявлення найбільш оптимальних умов росту біомаси нами проведено математичне планування експерименту.
При цьому, нами обрані чотири фактори. В табл. 1 наведені умови експерименту.
Таблиця 1
Математичне планування експерименту з вирощування біомаси грибівШиїтаке
	Позначення факторів
	Фактор
	Інтервал варіювання фактора

	А
	рН
	5,1
	6,5

	В
	температура, ºС
	26
	30

	C
	освітлювальність, люкс
	250
	500

	D
	кількість посівного матеріалу
	4
	10


З метою визначення статистично значимих ефектів (р<0,05) і адек​ватності моделі проведено дисперсійний аналіз, який наведено в таблиці 2.
Таблиця 2
Дисперсійний аналіз впливу факторів на ріст біомаси гриба
	Взаємодія факторів
	Сума квадратів
	DF
	Середні квадрати
	F-статис-тики
	P-імовір-ність

	A
	1204,61
	1
	1204,61
	19710,15
	0,0000

	B
	373,552
	1
	373,552
	6112,16
	0,0000

	С
	0,0742562
	1
	0,0742562
	1,22
	0,3206

	D
	0,0637563
	1
	0,0637563
	1,04
	0,3539

	AB
	154,816
	1
	154,816
	2533,14
	0,0000

	АC
	0,00105625
	1
	0,00105625
	0,02
	0,9005

	AD
	0,0203062
	1
	0,0203062
	0,33
	0,5893

	BC
	0,0115563
	1
	0,0115563
	0,19
	0,6818

	BD
	0,0885063
	1
	0,0885063
	1,45
	0,2827

	CD
	0,0370562
	1
	0,0370562
	0,61
	0,4714

	Total error
	0,0370562
	5
	0,0611162
	
	

	Total corr.
	1733,58
	115
	
	
	


Аналіз результатів досліджень, що представлені в табл. 2 показав, що найсуттєвіше на ріст біомаси гриба впливає фактор А. Відповідна йому ко​лонка перетинає вертикальну лінію, яка представляє 95 %  довірчу імовір​ність.

Вплив факторів В, С, D, а також їх взаємодія BD, CD, AD, ВС, АС є незначними. Тому, ними при постановці даного експерименту можна зне​хтувати.
Результати математичного планування у вигляді карти Парето представлені на рис. 1.
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Рис. 1. Карта Парето впливу факторів на ріст грибної біомаси 

На наступному етапі експерименту нашою метою була локалізація області значень факторів у вигляді графіка поверхні відгуку, яка представлена на рис. 2.
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Рис. 2. Графік поверхні відгуку росту біомаси гриба Шиїтаке.

На рис. 2 добре видно мінімум та максимум відгуку і можливо приблизно оцінити максимальний ріст біомаси гриба Шиїтаке. Значення даних показників лежать поблизу позначки 5,1 для рН (фактор А) і температури 26 ºС (фактор B). Щоб використовувати ці результати в подальшому, необхідно оцінити точність прогнозування значення відгуку росту біомаси гриба Шиїтаке експериментальним шляхом.
Ці дослідження проводились на базі Інституту ботаніки ім. М.Г.Холодного НАН України (м. Київ) під керівництвом доктора біологічних наук, співробітника відділу мі​кології Н.А. Бісько. З метою встановлення найвищих показників продуктивності біомаси за період часу ми  як поживне середовище використали сере​довища, які б могли забезпечити отримання грибної біомаси Шиїтаке в проми​слових кількостях.
Швидкість росту міцелію визначалася за формулою (1):
PK=dhg/t
(1),
де: РК —  коефіцієнт росту, 
d —  діаметр колонії (мм), 
h — висота колонії (мм), 
g —  щільність колонії (бал), 
t — вік колонії (доба). 
Щільність колонії відзначали візуально за трибальною шкалою (1-рідка, 2 середня, 3-щільна). Повторюваність дослідів —  5-ти кратна (табл. 3)
Таблиця 3.
Коефіцієнт росту колонії на різних середовищах

	Поживні середовища
	Фактори

	
	Діаметр

колонії (мм)
	Висота

колонії (мм)
	Щільність

колонії (бал)
	Вік колонії (доба)
	Коефіцієнт росту РК

	Пивне сусло неохмілене
	90
	5
	3
	15
	90

	Відвар борошна
	20
	2
	1
	15
	2,6

	Глюкозо-пептидне середовище
	30
	2
	1
	15
	4

	Відвар крохмалю
	15
	2
	1
	15
	2



Аналіз даних табл. З показує, що найбільш доцільнім є використання як поживного середовища для росту грибної біомаси Шиїтаке - пивне сусло неохмілене.
Для проведення експерименту пивне сусло неохмілене в загальному об'ємі 2000 мл розливали по 100 мл в мікробіологічні матраци, щільно закривали і сте​рилізували. Стерелізацію проводили в автоклаві ГК-100 протягом 30 хв при 1,1 атмосфер та температурі 124°С. Контроль проводили на 12-й, 21-й, 28-й дні.
На 12-й день ми спостерігали збільшення біомаси на 30% (рис. 3). Подаль​ші спостереження (на 21 день) показалли збільшення біомаси на 60% (рис. 4). Крім біомаси гриба більше інших вирощених колоній не спостерігалося, що го​ворить про дотримання стерильності в експерименті. На 28-й день збільшен​ня біомаси складало 100% (рис. 5).
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Рис. 3. Міцелій гриба Шиїтаке на 12–й день росту.
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	Рис. 4. Міцелій гриба Шиїтаке на 21–й день росту.


	Рис. 5. Міцелій гриба Шиїтаке на 28– й день росту.


Після закінчення терміну культивування в асептичних умовах проводили вилучення міцелію гриба Шиїтаке із середовища. З мікробіологічних матраців за допомогою попередньо обеззаражених полум'ям гачка та ложки виймали міцелій і поміщали в заздалегідь підготовлену та зважену скляну банку для процесу фільтрації біомаси від культуральної рідини. Після вилучен​ня міцелію з усіх мікробіологічних матраців, банку з міцелієм зважували на технічних вагах і за різницею порожньої та наповненої банок ми розрахували масу міцелію. Маса міцелію гриба Шиїтаке становила в середньому 109,35 г. 
Для сушіння міцелію гриба Шиїтаке використовували ліофільну сушарку моделі „ИНЕЙ - 6". Сушіння проводили при температурі конденсатора -15°С протягом 1,5 год. Тиск в системі складав ЗО Па. Отриманий ліофілізований по​рошок ми зважували на вагах BJIA 200 і отримали близько 13 г ліофілізовано- го порошку.

За лабораторних умов подрібнення біомасу сухого порошку Шиїтаке проводили на кофемолці протягом 20 с для отримання порошка середнього розміру часток 0,16 мм ±10%, на промисловому виробництві використовували млин універсальний, які найчастіше використовуються в аптечному та промисловому виробництві при подрібненні субстанцій.  Але подрібнений порошок був неоднорідний, тому його просіювали крізь сита № 1400, 355, 180, 125 згідно вимог ДФУ (табл. 4).
Таблиця 4
Результати просіювання порошку грибів Шиїтаке

	№ серії
	Маса наважки, г
	Середній діаметр часток
	Вимоги до випробовування
	Результати

	1
	100
	6,9
	Не менше ніж 95% маси порошку повинно проходити через сито № 1400 і не більше 40% маси – через сито № 355
	Не задовільно

	2
	
	6,1
	Не менше ніж 95% маси порошку повинно проходити через сито № 355 і не більше 40% маси – через № 180
	Задовільно

	3
	
	4,7
	Не менше ніж 95% маси порошку повинно проходити через сито № 180 і не більше 40% маси – через сито № 125
	Не задовільно

	4
	
	4,2
	Не менше ніж 95% маси порошку повинно проходити через сито № 125 і не більше 40% маси – через сито № 90
	Не задовільно


Таким чином, порошок біомаси грибів Шиїтаке за вимогами ДФУ Ι вид. можна віднести до середньо-дрібного порошку, оскільки не менше ніж 95% маси порошку прохйшло через сито № 355 і не більше 40% маси – через № 180. Це дозволяє нам робити припущення, що порошок може мати гарну плинність.
Проведені дослідження свідчать, що біомаса грибів Шиїтаке, яку запропо​новано культивувати принципово новим способом у вигляді дріжджеподібних клітин дає підставу стверджувати, що біотехнологія, яка базується на викорис​танні дріжджеподібної культури Шиїтаке, може бути адаптована до умов існу​ючого у нашій країні мікробіологічного виробництва, а біомаса може бути ви​користана для створення лікарських та лікувально-профілактичних засобів.
За результатами проведенних на цьому етапі досліджень розроблено проект АНД на діючу речовину СПШ. Технологія виробництва біомаси грибів Шиїтаке апробована в умовах малосерійного виробництва ТОВ „Біотек", що підтверджено актом ап​робації від 15.02.2008 р.

Технологічна схема отримання грибної біомаси Шиїтаке наведена на рис. 6.
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Рис. 6. Технологічна схема виробництва біомаси грибів Шиїтаке
Розділ 4. Теоретичне та експериментальне обгрунтування складу та тех​нології порошкової маси грибів Шиїтаке для капсул під умовною назвою „Мікодар"
На першому етапі досліджень при розробці складу наповнювача капсул нами вивчались технологічні та фізико-хімічні властивості біологічно актив​ної субстанції - СПШ. Як відомо, фізико-хімічні властивості лікарських порошків зумовлені їх кристалографічною структурою, тому спочатку було ви​значено форму часток СПШ (рис. 7).
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                    Рис.7. Мікрокристалічна структура гриба Шиїтаке.

Кристалографічні дослідження мікрокристалічної структури частин по​рошку гриба Шиїтаке при збільшенні у 200 разів показали, що СГШІ є серед- ньодисперсним порошком кубічно-кристалічної форми. Поверхня часток гру- бошерхата. 
Наступним етапом наших досліджень було встановлення фракційного складу СПШ. Ступінь подрібнення СПШ вивчали ситовим методом. Результати дослі​дження фракційного складу субстанції показали, що найбільша доля кристалів (> 90%) має розмір менше 10 мкм .
З усіх технологічних параметрів на процес капсулювання найсуттєвіше впливають насипна густина та плинніть маси для капсулювання. На плин​ність порошку суттєво впливає вологовміст в матеріалі. Підвищена воло​гість порошків знижує його плинність за рахуноук утворення масивних адсорб​ційних шарів на частинках. Тому матеріал для капсулювання повинен мати оп​тимальну вологість .
Визначення вологопоглинання проводили за методикою описаною у ДФУ Ι вид. Результати експериментальних даних визначення вологопоглиннання порошку при різній відносній вологості повітря (100 %, 75 %, 40 %) представлені на рис. 8.
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Рис. 8. Водопоглинання порошку біомаси гриба Шиїтаке при відносній вологості повітря: 1 – 100 %, 2 – 75 %, 3 – 40 %

З рисунку 8 видно, що водопоглинання СПШ відбувалось при всіх значеннях  відносної вологості. Найбільш активне водопоглинання при 100 % відносній вологості, найменш активек при 50 %. Накопичення вологості відбувалося протягом 4 – 5 годин. Отже, для забезпечення оптимальних технологічних характеристик СПШ його необхідно зберігати в сухому місці (вологість біля 50 %).

За методиками ДФУ Ι вид. (розд. 2, п. 2.2) було проведено вивчення технологічних характеристик СПШ: плинності, кута природного скосу, насипної густини, вологовмісту (табл. 5).

Таблиця 4.2
Результати вивчення технологічних властивостей порошку гриба Шиїтаке

	Параметри
	Серії
	Середнє значення

	
	1
	2
	3
	4
	5
	

	Плинність, г/с
	1,64
	1,65
	1,63
	1,65
	1,64
	1,64

	Кут природного скосу, град
	43
	42
	41
	42
	43
	42

	Насипна густина, г/см3
	0,588
	0,556
	0,588
	0,588
	0,588
	0,582

	Вологовміст, %
	1,72
	1,86
	1,68
	1,68
	1,76
	1,76


 Результати досліджень технологічних характеристик 5 серій СПШ пока​зують відносну стабільність параметрів у лабораторних зразках. Аналіз техно​логічних характеристик показав, що СПШ має незадовільну сипкість, яка під​тверджується малим значенням кута природного укосу та високою вологістю, що є небажаним в технологічному процесі капсульованих лікарських форм і може призвести до нерівномірності дозування. Тому, для покращення сипкості ми використали додаткове сушіння СПШ у сушильній шафі при температурі 60 °С до постійної ваги. Результати вивчення технологічних властивостей СПШ після досушування представлені в табл. 6

Таблиця 6 
Результати вивчення технологічних властивостей порошку гриба

Шиїтаке після досушування
	Параметри


	Серії СПШ
	Середнє

	
	1
	2
	3
	4
	5
	значення

	Плинність, г/с
	1,79
	1,80
	1,81
	1,80
	1,79
	1,80

	Кут природного відкосу, град.
	35
	31
	32
	31
	34
	32,6

	Насипна густина,г/ см3
	0,556
	0.526
	0,558
	0,526
	0,526
	0,538

	Вологовміст, %
	0,72
	0,86
	0.80
	0,68
	0,76
	0,76


Зниження вологовмісту в порошку з 1,76 % до 0,76 % (в середньому) при​звело до поліпшення плинності, що може свідчити про високі адсорбційні влас​тивості порошку. Також змінився кут природнього скосу від 42 до 32,6 град.
Таким чином,при плинності 1,8 г/с, куті природного скосу 32,6 град. та воловмісті 0,76% досягається висока точність дозування біомаси при наповненні капсул за умови дотримання правил зберігання СПШ.

Отже , проведений нами комплекс фізико – хімічних та технологічних досліджень   властивостей СПШ показав, що вони дозволяють капсулювати порошок біомаси грибів Шиїтаке на капсулонаповнюючих машинах безперервної дії без використання допоміжних речовин.
Однією із основних вимог промислового виробництва твердих лікарських форм є відповідність готової продукції діючій нормативній документації, згідно якої для оцінки біодоступності капсул прийнятий тест на розпадання Для наповнених капсул „Мікодар” розпадання визначають методом sn vitro за методикою ДФУ Ι вид. на лабораторному ідентифікаторі пройесу розпадання. Одержані результати представлені в таб. 7 
Таблиця 7.

Результати перевірки розпададання капсул „Мікодар” з СПШ
	Номер серії
	Час розпадання, хв.
	Середнє значення

	1
	15,1
	15,1
	15,3
	15,5
	15,6
	15,6
	15,6

	2
	15,2
	15,5
	15,6
	15,7
	15,7
	15,9
	

	3
	15,0
	15,6
	15,6
	15,8
	15,9
	16,0
	

	4
	15,6
	15,6
	15,7
	15,8
	15,9
	16,0
	

	5
	15,3
	15,6
	15,8
	15,9
	16,1
	16,1
	


Як видно з результатів досліджень, що представлені таблиці 7 середнє значення розпадання капсул – 15,6 хв, що відповідає вимогам ДФУ.
При розробці технології наповненні капсул врахували властивості СПШ. Критичні параметри технологічного процесу були визначені на збільшених завантаженнях при опрацюванні технології у дослідно – промислових умовах. Необхідні контрольні точки внесені до технологічної документації. Блок-схема технологічного процесу виробництва препарату представлена на рис. 8.
Рис. 8. Блок-схема технологічного процесу виробництва капсул „Мікодар”

Таким чином, враховуючи результати експериментальних досліджень було визначено оптимальний склад лікарського препарату у вигляді капсул під умовною назвою „Мікодар”, а також розроблено проект технологічного регламенту виробництва, який апробовано в умовах ТОВ „Астрафарм”.

На підставі сучасних фармакопейних вимог, отриманих технологічних і фізико – хімічних характеристик нами були запропоновані показники якості розробленого лікарського препарату.

Для якісного аналізу суми полісахаридів у вмісті капсул „Мікодар” було використано методтонкошарової хроматографії (ТШХ) з використанням силікагельних пластинок (рис. 9)
	
[image: image9.png]00 0

000 00

I

00





	I – Стандартні зразки моноцукрів (1-глюкуронова кислота; 2-галактуронова кислота; 3-фруктоза; 4-галактоза; 5-ксилоза; 6-арабіноза; 7- рамноза;)

II –досліджуваний розчин;

III – контроль 1 (розчин галактози з концентрацією 0,5 мг/мл);

IV – контроль 2 (розчин галактози з концентрацією 0,1 мг/мл)




Рис. 9. Хроматограма визначення моноцукрів у вмісті капсул „Мікодар”

На хроматограмі видно, що до складу СПШ входять наступні полісахариди: глюкуронова кислота, галактуронова кислота, фруктоза, галактоза, ксилоза, арабіноза, рамноза.
Для розробки методики кількісного визначення суми полісахаридів у вмісті капсул „Мікодар” ми використали спектрофотометричне визначення оптичної густини продуктів реакції взаємодії полісахаридів з аритроном у присутності концентрованої сірчаної кислоти. Результати кількісного визначення суми полісахаридів наведено в табл. 8.

Таблиця 2.1.
Результати кількісного визначення полісахаридів у вмісті капсул „Мікодар”

	№ визначення
	Наважка сировини, г
	Вміст полісахаридів, %

	1
	2,5184
	8,99

	2
	2,5132
	8,52

	3
	2,5254
	8,48

	4
	2,5163
	8,64

	5
	2,5012
	8,78

	Середній сумарний вміст складає
	8,68


 Середній сумарний вміст поісахаридів у вмісті капсул „Мікодар” становив   8,68 %. Для вивчення амінокислотного складу біомаси і вмісту капсул „Мікодар” ми використали метод рідинно-колоночної хроматографії з автоматичним аналізатором амінокислот Т 339, виробництва „Мікротехна” (Чехія). Експеримент проводився на базі Інституту біохімії ім. Палладіна НАН України під керівництвом головного спеціаліста М.П. Мясникової.    Проведені дослідження показали 19 амінокислот, у тому числі 7 незамінних: лізин, треонін, валін, метионін, лейцин, ізолейцин і фенілаланін.

При визначенні елементного складу у вмісті капсул „Мікодар” біомаси грибів Шиїтаке використали  метод прямої атомно – абсорбційної спектрометрії. Експеримент проводився на базі Інституту колоїдної хімії та хімії води ім. Думанського НАН України під керівництвом старшого наукового співробітника В.Я. Демченка (табл. 9).

Таблиця 3.8

Елементний склад  біомаси гриба Шиїтаке і вмісту капсул „Мікодар” 

	Елемент
	Вміст в 1,0 гр СПШ
	Методи визначення

	Na
	200-400 мкг/г
	Атомно-емісійним методом в полум’ї пропан-повітря по резонансній лінії для 

Na λ =589,6 нм; для К λ =766,5нм

	К
	20-24 мкг/г
	

	Са
	700-800 мкг/г
	Атомно – абсорбційним методом в полум’ї ацетилен – динітроксид (закис азоту) по резистентній лінії Са λ = 422,7 нм;

для Mg λ= 285,2 нм

	Mg
	670-710 мкг/г
	

	Zn
	113-130 мкг/г
	Атомно – абсорбційним методом в полум’ї ацетилен – повітря по резистентній лінії Zn λ = 213,9 нм; Fe λ = 248,3 нм

	Fe
	170-220 мкг/г
	

	Mn
	10-14 мкг/г
	Електротермічним атомно–абсорбційним методом Mn λ=403,3 нм;

 Cu λ=324,7 нм

	Cu
	9-14 мкг/г


	


 Аналіз даних показав наявність у СПШ та вмісту капсул „Мікодар” 8 елементів, серед яких є 4 макроелементи (кальцій, магній, калій, натрій ) — це мінеральні речовини, які містяться у значній кількості в організмі людини і складають основну частину цитоплазми. А також залізо, мідь, цинк, марганець, мідь та інші.
 При розробці методики випробовування капсул на час розпадання як рідкі середовища використовували воду очищену і 0,1 М розчин кислоти хлористоводневої. Стан капсул оцінювали візуально за критеріями ДФУ Ι вид. Було встановлено. Що як у воді очищеній, так і в 0,1 М розчині кислоти хлористоводневої капсули розпадаються в інтервалі 15-16 хвилин. Що повністю відповідає фармакопейним вимогам.

З метою  вивчення стабільності капсули”Мікодар” були закладені на збереження при температурі +15 - +25°С протягом 27 місяців у поліпропіленових пеналах „Секуретанер”. Досліджувані показникі: середня маса вмісту капсул, однорідність маси та час розпадання. Мікробіологічна чистота – вкладаються в допустимі норми; кількісний вміст суми полісахаридів – коливається в межах похибки дослібу. Це дало можливість встаноаити термвн придатності лікарського засобу „Мікодар” – 2 роки (табл.9).

За результатами фізико–хімічних досліджень капсул „Мікодар” розроблено проект аналітичної нормативної документації.                                                                                                                 
Таблиця 9 

Дослідження стабільності капсул "Мікодар" при зберіганні у поліпропіленових 
пеналах "Секуретанер" при різних температурних режимах (n=5)

	Температура
	Дата аналізу і переконтролю
	Опис
	Середня маса вмісту капсул, мг
	Однорідність маси
	Ропадання, хв
	Ідентифікація
	Мікробіологічна чистота
	Кількісний вміст суми полісахаридів

	Вимоги за проектом АНД
	Тверді желатинові капсули № 1 з жовтим непрозорим корпусом і зеленою непрозорою кришечкою. Вміст капсули – порошок жовто-коричневого кольору зі специфічним запахом
	500,0 мг ±10 %
	З 20 капсул не більше 2-х відхиляються понад ±7,5 %від маси і жодної – понад ±20 %
	Не більше
30 хв
	Відповідність значень Rf основних плям на хроматрграмі випробуваного розчину та розчину стандартного зразка
	Категорія 3В
(5.1.4, N)
	Не менше 6%, у перерахунку на середню масу вмісту однієї капсули

	10-18°С
	10.10.06
10.03.07
08.10.07
10.03.08
09.10.08
10.03.09
	Відповідає
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
	500
500

5001

5001

500

499
	Відповідає
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
	15,3
15,8
15,2
16,0
16,3
17,0
	Позит.
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
	Відповідає
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
	8,99
8,52

8,77

8,77

8,62

8,45

	18-25°С
	10.10.06
10.03.07
08.10.07
10.03.08
09.10.08
10.03.09
	Відповідає
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –

	500

501

501

499

501

500

	Відповідає
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –

	9,5
9,5
10,0
9,5
10,0
10,0

	Позит.
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –

	Відповідає
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –
– “ –

	8,99

8,76

8,62

8,51

8,43

8,37



Таблиця 9
Дослідження стабільності капсул "Мікодар" при зберіганні у поліпропіленових пеналах "Секуретанер" при різних температурних режимах (п=5)
5. Біологічні дослідження капсул "Мікодар"
Дослідження показника «мікробіологічна чистота» щодо визначення зага​льного числа мікроорганізмів в присутності та відсутності препарату та випро​бування на окремі види мікроорганізмів проводили на кафедрі імунології і мік​робіології ХМАПО під керівництвом проф. Бірюкової С.В. згідно методичних рекомендацій та вимог ДФУ (видання 1.1.2004 категорія 2 (п.5.1.4 N).
Згідно вимог ДФУ в 1 г препарату, що належить до категорії ЗВ, до​пускається наявність таких життєздатних аеробних мікроорганізмів: не більше 104 бактерій, не більше 102 грибів, не більше 102 ентеробактерій, при відсутності бактерій Salmonella, Esherichia coli, Staphylococcus aureus і Pseudomonas aeruginosa. Проведені дослідження показали, що за ступенем мікробної забрудненостйгі лікарський препарат під умовною назвою „Мікодар” відповідає всім вимогам ДФУ, які ставляться до пероральних нестерильных лікарських засобів протягом двох років зберігання у всіх видах упаковки.


Дослідження гострої токсичності проводилися на базі Українського на​укового гігієнічного центру МОЗ України під керівництвом к.м.н. В.Ф.Шиліної та ст.наук.співробіт. JI.O. Рудої. Дослідження гострої токсич​ності проводили при внутрішньошлуковому введенні препарату щурам. Ре​зультати вивчення гострої токсичності дозволяють віднести капсули „Міко​дар" при внутрішньошлунковому введенні до IV класу токсичності —до ма​лотоксичних речовин (ЛД50>5000 мк/кг).
При хронічному дослідженні експериментально доведено, що спожи​вання лабораторними тваринами СПШ не викликало несприятливих ефектів з боку нирок, печінки, селезінки, наднирок та серця, що оцінюються за ре​зультатами можливої загальтоксичної хронічної дії.
Для всебічної оцінки імуномодулюючої дії сухого порошку гриба Шиїтаке в комплекс досліджень були включені тести, що дозволяють охарактеризувати стан неспецифічної резистентності, клітинної й гуморальної ланок імунітету, а також виявити наявність гіперчутливості вповільненого й негайного типів в експериментальних тварин, що одержували тестований препарат. У комплекс увійшли наступні тести: визначення загальної кількості лейкоцитів; визначення лейкоцитарної формули; визначення фагоцитарної активності нейтрофілів; ви​значення відносної й абсолютної кількості Т- і В-лімфоцитів методами Е- і Еас- розеткоутворення; реакція дегрануляції базофілів за Шеллі; реакція гальмуван​ня розпластування макрофагів. Результати досліджень показали, що капсули „Мікодар" виявляють імуномодулюючу дію.
Встановлено нормування мікробіологічної чистоти капсул "Мікодар" у якості готових лікарських засобів категорії ЗВ. Досліджувані терміни та умови зберігання лікарського засобу „Мікодар" не впливають на показник „мікробіо​логічна чистота".
ЗАГАЛЬНІ ВИСНОВКИ
1. Науково обгрунтована доцільність розробки складу та технології нового вітчизняного лікарського препарату у вигляді капсул з сухим порошком біома​си грибів Шиїтаке для лікування та профілактики імунологічних захворювань. Результата досліджень дали підстави для створення лікарського препарату під умовною назвою „Мікодар” з високою біологічною доступністю та стабільністю при зберіганні.
2. Вперше запропонована концепція раціональної технології біотехнологі​чного вирощування грибної біомаси Шиїтаке:
· методом математичного планування визначені параметри росту біомаси (рН 5,1, температура +26 °С, освітлювальність 200-300 люкс, кількість внесеного інокулюму 3-5%);
· експериментально визначено поживне середовище - сусло пивне не​охмілене;

· встановлені параметри сушіння біомаси, що дозволяють зберегти біологічну дію БАР грибної біомаси;

3. Вперше запропоновано технологію капсул на основі сухого порошку біомаси грибів Шиїтаке, обгрунтовано інтегрований підхід до їх створення:
· вивчено фізико-хімічні параметри капсул та їх взаємопов 'язаність як по​казників технологічної якості: кристалографічна характеристика та фракційний склад;
· за результатами технологічних досліджень (плинність – 1,8 г/с, насипна густина – 0,538 г/см3, вологовміст – не більше 1%) встановлено за можливе не використовувати допоміжні речовини для вмісту капсул;
- розроблено технологічний регламент виробництва капсул „Міко​дар".
4. На основі проведеного комплексу досліджень встановлено оптимальну технологію, розроблено і апробовано в промислових умовах проект технологічного регламенту виробництва капсул ,Мікодар" (акт апробації від 07.04.2009 p.).

5; Розрблено методики якісного та кількісного визначення полісахаридів у препараті проект аналітичної нормативної документації на капсули „Мікодар".
6. Вивчено стабільність капсул у процесі зберігання. Проведені дослідження з визначення термінів придатності дозволяють зробити висновок про фізико-хімічну стабільність препарату протягом 27 місяців зберігання по​ліпропіленових пеналах "Секуретанер" при кімнатній температурі.
7. Проведені дослідження з вивчення амінокислотного, елементного складів у вмісті капсул „Мікодар”.
8. Досліджено мікробіологічну частоту вмісту капсул „Мікодар". Встановле​но, що за рівнем мікробної контамінації досліджуваний препарат відповідає вимогам ДФУ Ι вид.  на препарати для внутрішного застосування.
9. Вивчені  токсикологічна характеристика лікарського засобу в „гострому" та „хронічному" дослідженні на теплокровних тваринах - білих щурах та білих мишах. Встановлено, що розроблений ЛЗ можна віднести до групи токсично безпечних, ЛД5о при одноразовому пероральному введенні становить > 5000,0 мг/кг. 
10. Фармакологічними дослідженнями доведено імуномоделюючу дію лікарського препарату „Мікодар".
11. Фрагменти роботи впроваджено до навчального процесу ряду медичних та фармацевтичних ВНЗ України.
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Федоритенко Н.О. Розробка складу та технології лікувально- профілактичного засобу у формі капсул на основі грибів Шиїтаке - Руко​пис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата фармацевтичних наук за спеціальністю 15.00.01 - технологія ліків та організація фармацевтичної справи. - Національний фармацевтичний університет, м. Харків, 2010.
Експериментальним шляхом та методом математичного планування ви​значені оптимальні умови для вирощування грибної біомаси Шиїтаке з метою отри​мання лікарської субстанції. Вперше теоретично та експериментально обґрунтовано склад і технологію нового лікарського препарату у формі капсул, який містить сухий порошок Шиїтаке (СПШ), та рекомендовано його до за​стосування в комплексній терапії імунологічних захворювань.
На підставі результатів кристалографічних, технологічних, біофармацевтичних та фармакологічних досліджень створено оптимальний склад та розроблено раціональну технологію капсул. Розроблено методики якісного та кількісного визна- чення діючих речовин в препараті. Вивчено фізико-хімічні властивості вмісту дослі​джуваних капсул, запропоновано методики аналізу їх якості, визначено умови зберігання та термін придатності. Проведено експериментальне вивчення мікробіологічної чистоти та фармакологічної дії препарату.
Ключові слова: Сухий порошок Шиїтаке (СПШ), біомаса, капсули, біоте- хнологія.
Федоритенко Н.А. Разработка состава и технологии лечебно- профилактического средства в форме капсул на основе грибов Шиитаке - Рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата фармацевтических на​ук по специальности 15.00.01 - технология лекарств и организация фармацевтиче​ского дела. - Национальный фармацевтический университет, г. Харьков, 2010.
Впервые теоретически обоснован и экспериментально разработан состав и технология нового лекарственного препарата в форме капсул, который соде​ржит сухой порошок Шиитаке (СПШ), рекомендуемый для применения в комплексной терапии имунологических забалеваний.
Разработана технология глубинного культивирования биомассы грибов Шиитаке. Методом математического планирования определены оптимальные условия роста биомасы (рН - 5,1, t - 26°С, освещенность-200-300 люкс, коли​чество внесенного иннокулюма - 3-5 %). Экспериментальным путем устано​влена питательная среда для максимального роста биомассы (сусло пивное неохмеленное). На основе проведенных исследований разработана технология и нормативно-техническая документация на сухой порошок грибов Шиитаке (СПШ).
Изучены технологические свойства СПШ (поверхность кристаллов, влагосодержание, измельчение, текучесть, угол природного откоса и др.). По ре​зультатам ситового анализа, установлено, что для дальнейших исследований целесоооразно использоватъфракцию порошка, проходящую сквозь сито с размером отверстий 0,25 мм. Экспериментально обосновано отсутвие необходимости введение в состав порошка вспомогательных веществ с целью с улучшеншения его технологических своиств при наполнении твердых желатиновых капсул. Установлено, что на технологические показатели СПШ значительно влияет влагосодержание. Определено оптимальное содержание влаги – не более 6 %.
На основании результатов технологических, физико-химических и фар​макологических исследований разработан оптимальный состав и рациональная технология лекарственного препарата в форме капсул под условным названием «Микодар». На основании современных фармакопейных требований и изучен​ных технологических и физико-химических свойств установлены показатели качества разработанного препарата «Микодар» в соответствии с разделами "Описа​ние", "Идентификация", "Средняя масса содержания одной капсулы", "Распадаемость", "Количественное определение".
Разработаны методики качественного и количественного определения действующих веществ в препарате. В результате проведенного качественного и количественного анализа капсул «Микодар»
предложена идентификация количественное определение действующих веществ.
Изучена стабильность капсул в процессе хранения, определены условия и сроки годности. Проведенные исследования по изучению сроков годности по​зволяют сделать вывод о физико-химической стабильности препарата в течение 27 месяцев хранения в контурных ячейковых упаковках и полипропиленовых пеналах "Секуретанер" при комнатной температуре.
Для производства «Микодар» разработаны проекты технологического регламе​нта и аналитической нормативной документации, апробированные в условиях производства ТОВ «Астрафарм».
<
Проведено изучение микробиологической чистоты и фармакологического действия препарата «Микодар». Установлено, что по уровню микробной кон​таминации исследуемый препарат отвечает требованиям ГФУ Ι издания на препараты для внутреннего применения.

Фармакологическими исследованиями доказана иммунопротекторная акти​вность капсул "Микодар" и установлено, что имуномодулирующее действие проявляется в дозе 3,75 г/кг.

Изучение безвредности "Микодара" показало, что ДД5о при одноразовом перора- льном введении составляет > 5000,0 мг/кг, ЛД50 при нанесеннии на кожу соста​вляет > 4000,0 мг/кг. Препарат не проявляет резорбтивно-токсического дейст​вия: при одноразовом його нанесеннии на кожу в дозах 2500,0 та 4000,0 мг/кг не виявлено симптомов интоксикации и гибели животных.
Результаты проведенных исследований фармакологической активности и безвредности лекарственного препарата "Микодар" позволяют сделать вывод о перспективности дальнейших доклинических исследований разработанного препарата.
В результатате проведенных исследований получены декларационные патенты в ГП «Украинский институт промышленной собственности» (№ 16235 бюлетень №7 від 17.07.2006р., № 7564 бюлетень №6 від 15.06.2005р., №34553 бюлетень № 15 від 11.08.2008 p.).
Ключевые слова: сухой порошок Шиитаке (СПШ), биомасса, капсулы, биотехнология.
Fedoritenko N.O. Development of composition and technology of curative- preventive medicine baising on the Shiitake mushrooms in capsules. - Manu​script.
The thesis in a scientific degree of the candidate of pharmaceutical science in a speciality 15.00.01 - "Drug Technology and Pharmacy Organization". - National University of Pharmacy, Kharkiv, 2010.
In experimental way and using mathematics planning methods optimal condi​tions for cultivation of mushroom biomass suitable for pharmaceutical substance pro​duction were defined. Composition and production technology of new drug product in capsules formulation with shiitake dry powder were theoretically and experimen​tally proved and recommended for complex therapy of immune system diseases.
Based on results of crystallographic, technological, biopharmaceutical and pharmacological studies optimal composition and rational production technology were created. Both quantitative and qualitative methods of analysis of active sub​stance were developed. Physicochemical characteristics of encapsulated formulation are studied, analytical methods of quality control are proposed as well as storage conditions and shelf life. Microbiological purity and pharmaceutical action of product are investigated.
Key words: Shiitake dry powder( DPSh), biomass, capsules, biotechnology.

Підписано до друку 28. 10. 2007. Формат 60x84 Уі6
Папір офсетний. Друк ризо.
Ум. друк. арк. 1,1. Тираж 100 пр. Зам. № 105.
Віддруковано з оригінал-макету на ПП "Азамаєв В.Р."
Україна, 61000, м. Харків, вул. Познанська, 6, кв. 84. Тел. 761-25-84.
_1298364248

