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Руководство ВОЗ по разработке и производству лекарственных средств. Доступно на официальном сайте ВОЗ.
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ГОСТ 2226–2013. Мешки из бумаги и комбинированных материалов.
МВИ № KZ 07.00.00303–2019 от 04.05.2019 г. Методика измерения активности радионуклидов с использованием сцинтилляционного бета-спектрометра с программным обеспечением Прогресс. –  это методика для измерения радионуклидов, которая может быть использована для контроля радиационной безопасности сырья или экстракта, если это необходимо в рамках регламентов качества.
МВИ № KZ 07.00.00304–2019 от 04.05.2019 г. Методика измерения активности радионуклидов с использованием сцинтилляционного гамма-спектрометра с программным обеспечением Прогресс. –  аналогичная предыдущему пункту методика для измерения радионуклидов.



























ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

Альтернатива – замена какого-либо компонента, вещества или метода на более подходящий или эффективный.  
Антимикробная активность – способность вещества подавлять или уничтожать микроорганизмы (бактерии, вирусы, грибы).  
Экстракция – процесс извлечения активных компонентов из растительного сырья с помощью растворителей.  
Лекарственная форма – форма выпуска лекарственного средства, в которой оно принимает определенную форму для применения (например, спрей, таблетки, мазь).  
Лекарственные формы – формы выпуска лекарственных средств, включая спреи, таблетки, порошки и другие дозированные формы.  
Лекарственное средство – препарат, созданный для использования в медицинских целях.  
Лекарственное растительное сырье (ЛРС) – растительные материалы, используемые для получения лекарственных средств.  
Острая токсичность – способность вещества вызывать летальный исход при однократном введении или в течение короткого промежутка времени.  
Подострая (хроническая) токсичность – повреждающее действие вещества при длительном применении, которое может быть обратимым или необратимым.  
Противовоспалительная активность – способность вещества снижать воспаление в организме.
Фармакогнозия – наука о лекарственных растениях, их свойствах и применении в медицине.  
Фармакологическая активность – способность вещества вызывать специфические физиологические изменения в организме.
«Spot test» для определения лишайников – это метод, используемый для визуальной диагностики и идентификации лишайников.















ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

	CDCl₃
	˗
	Дейтерированный хлороформ

	Cp, Cpk
	˗
	Индексы способности процесса

	DMSO-d₆
	˗
	Дейтерированный диметилсульфоксид

	EMA
	˗
	Европейское агентство по лекарственным средствам

	GACP
	˗
	Good Agricultural and Collection Practice (Надлежащая практика культивирования и сбора)

	GC-MS
	˗
	Газовая хроматография с масс-спектрометрией

	GMP
	˗
	Good Manufacturing Practice (Надлежащая производственная практика)

	HP-921
	˗
	Гексакис(1H,1H,3H-тетрафторпропокси) фосфазин

	ICH
	˗
	International Council for Harmonisation – Международный совет по гармонизации

	ICH Q8
	˗
	Руководство по Quality by Design (QbD)

	IC₅₀
	˗
	Полумаксимальная ингибирующая концентрация

	LC-DAD-QToF
	˗
	Жидкостная хроматография с диодно-матричным детектором и квадрупольно-временным масс-анализатором

	LD₅₀
	˗
	Летальная доза, вызывающая гибель 50% животных

	MAT
	˗
	Скользящий годовой итог

	MS/MS
	˗
	Тандемная масс-спектрометрия

	Ph. Eur.
	˗
	Pharmacopoeia Europaea – Европейская фармакопея

	QToF
	˗
	Quadrupole Time-of-Flight – квадрупольно-временной анализатор

	QbD
	˗
	Quality by Design (Качество по замыслу)

	RSD
	˗
	Relative Standard Deviation – относительное стандартное отклонение

	RU
	˗
	Регистрационный номер патента Российской Федерации

	Rf
	˗
	Retention factor – фактор удерживания в хроматографии

	TCX
	˗
	Тонкослойная хроматография

	USP
	˗
	United States Pharmacopeia – Фармакопея США

	АТХ
	˗
	Анатомо-терапевтическо-химическая классификация

	АФИ
	˗
	Активный фармацевтический ингредиент

	БАД
	˗
	Биологически активная добавка

	ВОЗ
	˗
	Всемирная организация здравоохранения

	ВЭЖХ
	˗
	Высокоэффективная жидкостная хроматография

	ГАМК
	˗
	Гамма-аминомасляная кислота

	ГФ
	˗
	Государственная фармакопея

	ГФ РК
	˗
	Государственная фармакопея Республики Казахстан

	ДМСО
	˗
	Диметилсульфоксид

	ИФА
	˗
	Иммуноферментный анализ

	ЛД50
	˗
	Летальная доза 50%

	ЛП
	˗
	Лекарственный препарат

	ЛР
	˗
	Лекарственное растение

	ЛРС
	˗
	Лекарственное растительное сырье

	ЛС
	˗
	Лекарственное средство

	МВИ
	˗
	Методика выполнения измерений

	МКЦ
	˗
	Микрокристаллическая целлюлоза

	МНВО
	˗
	Министерство науки и высшего образования

	НД
	˗
	Нормативный документ

	НИОКР
	˗
	Научно-исследовательские, опытно-конструкторские и технологические работы

	ПВП
	˗
	Поливинилпирролидон

	ПЭ
	˗
	Параметры экстракции

	СНЭ
	˗
	Система научной экспертизы

	СО
	˗
	Стандартный образец

	ТОО
	˗
	Товарищество с ограниченной ответственностью

	ТСХ
	˗
	Тонкослойная хроматография

	ТЭО
	˗
	Технико-экономическое обоснование

	УФ
	˗
	Ультрафиолет

	ЭДР
	˗
	Электронная д+окументация расчета

	ЭДС
	˗
	Энергодисперсионная спектроскопия

	ЭМК
	˗
	Электронный микроскопический контроль

	OTC 
	˗
	Over-The-Counter. Лекарственные средства, отпускаемые без рецепта врача.

	MAT 
	˗
	Moving Annual Total. Аналитический период, представляющий собой скользящий интервал в 12 месяцев, который используется для оценки динамики продаж, потребления или других рыночных показателе
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Актуальность темы исследования. В современных условиях одним из приоритетных направлений государственной политики в области здравоохранения и фармацевтической промышленности Республики Казахстан является развитие отечественного производства лекарственных средств, снижение зависимости от импортных препаратов и внедрение инновационных технологий при создании эффективных и безопасных лекарственных средств. В соответствии с Национальным планом развития Республики Казахстан до 2029 года, одним из ключевых приоритетов в реализации стратегических направлений является профилактика неинфекционных заболеваний и развитие отечественного фармацевтического производства. Полное и рациональное использование уникальных представителей отечественной флоры, организация конкурентоспособного и высокоэффективного производства фитопрепаратов, сокращение зависимости от импорта лекарственных средств, а также наращивание мощностей отечественного фармацевтического производства, сырьевого и научно-технического потенциала являются важными направлениями реализации задач по модернизации экономики и улучшению качества жизни населения. В настоящее время доля отечественных лекарственных средств на фармацевтическом рынке составляет лишь 14,4 %, что свидетельствует о высокой степени импортозависимости (86,6 % в денежном и 73,8 % в натуральном выражении). Сложившаяся ситуация обусловливает необходимость активной разработки и внедрения отечественных препаратов, в том числе на основе лекарственного растительного сырья [1-3].
В этом контексте особую актуальность приобретает изучение лекарственного потенциала природных ресурсов Казахстана. Одним из перспективных объектов является Cetraria islandica (L.) Ach. - представитель семейства Parmeliaceae, широко распространённый в горных и предгорных районах республики и обладающий выраженной фармакологической активностью. Согласно данным научной литературы, лишайниковые кислоты, входящие в состав Cetraria islandica (L.) Ach., демонстрируют антисептические, противовоспалительные, иммуномодулирующие и антиоксидантные свойства, что подтверждает целесообразность использования данного вида при воспалительных заболеваниях верхних дыхательных путей и ряде других патологий [4]. 
Мировая и отечественная практика разработки растительных лекарственных средств свидетельствует о стабильно высоком интересе к созданию стандартизованных экстрактов и инновационных лекарственных форм на их основе. В условиях необходимости импортозамещения и обеспечения лекарственной безопасности страны особую актуальность приобретает разработка эффективного и безопасного лекарственного средства на основе Cetraria islandica (L.) Ach., соответствующего требованиям Государственной фармакопеи Республики Казахстан, нормативам Евразийского экономического союза (ЕАЭС) и международным стандартам качества [5].
Актуальность диссертационного исследования обусловлена необходимостью комплексного фармакогностического изучения слоевищ Cetraria islandica (L.) Ach., разработки оптимальной технологии получения экстракта, стандартизации биологически активных веществ, а также оценки фармакологической активности и токсикологической безопасности. Дополнительно, разработка лекарственной формы в виде спрея представляет собой современное фармацевтическое решение, обеспечивающее локальное терапевтическое действие, высокую биодоступность и удобство применения, что соответствует актуальным мировым тенденциям в создании препаратов для лечения заболеваний органов дыхания.
Таким образом, фармацевтическая разработка лекарственного средства на основе экстракта Cetraria islandica соответствует приоритетным направлениям государственной стратегии в сфере здравоохранения, способствует рациональному использованию природных ресурсов, развитию отечественной фармацевтической науки и промышленности, а также открывает перспективы интеграции казахстанских разработок в международное фармацевтическое пространство.
Цель исследования. Целью диссертационного исследования является научное обоснование и разработка подходов к созданию лекарственного средства на основе стандартизированного растительного сырья Cetraria islandica (L.) Ach.
Задачи исследования:
1. Провести заготовку сырья Cetraria islandica (L.) Ach. в соответствии с требованиями GACP, разработать технологию сбора и осуществить комплексное фармакогностическое исследование слоевищ, включая морфолого-анатомический и фитохимический анализ.
2. Разработать оптимальную технологию получения экстракта Cetraria islandica, обосновать выбор метода экстракции, провести стандартизацию экстракта и оценку его стабильности.
3. Изучить токсикологическую безопасность и биологическую активность экстракта Cetraria islandica в рамках доклинических исследований.
4. Разработать технологию производства лекарственной формы в виде спрея на основе экстракта Cetraria islandica, провести контроль качества и исследование стабильности готовой лекарственной формы.
5. Осуществить технико-экономическое обоснование производства и перспектив внедрения разработанного лекарственного средства на фармацевтический рынок Республики Казахстан.
Объекты исследования: являются лекарственное растительное сырье Cetraria islandica (L.) Ach., экстракты, полученные из данного сырья, а также разработанное на их основе лекарственное средство - спрей для местного применения.
Предмет исследования: являются фармакогностическое изучение растительного сырья Cetraria islandica (L.) Ach., разработка технологии получения экстракта и лекарственной формы в виде спрея, их стандартизация, исследование токсикологической безопасности, биологической активности, качества и стабильности, а также технико-экономическое обоснование производства спрея с экстрактом Cetraria islandica.
Методы исследования: фармакопейные и нефармакопейные методы: физические, физико-химические, фармацевтико-технологические, биологические и статистические.
Научная новизна:
Впервые: 
- проведено комплексное фармакогностическое исследование слоевищ Cetraria islandica (L.) Ach., собранных в Карагандинской области, включающее морфолого-анатомический анализ с применением световой, флуоресцентной и сканирующей электронной микроскопии, а также энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии (EDS);
- разработана и оптимизирована технология получения экстракта Cetraria islandica, включающая научное обоснование метода экстракции, его стандартизацию и оценку стабильности;
[bookmark: _Hlk200521176]- проведено комплексное исследование показателей безопасности и биологической активности экстракта Cetraria islandica в рамках доклинических испытаний, включающее антимикробную и противовоспалительную активность, а также токсикологическую и аллергенную свойства (Приложение А);
- разработана и научно обоснована технология производства лекарственной формы - спрея с экстрактом Cetraria islandica, включая оптимизацию состава, методику получения, исследование стабильности и качества, а также технико-экономическое обоснование производства.
Основные положения диссертационного исследования, выносимые на защиту:
- комплексное фармакогностическое исследование слоевищ Cetraria islandica (L.) Ach., собранных в Карагандинской области РК, включающее морфолого-анатомический анализ с применением световой, флуоресцентной и сканирующей электронной микроскопии, а также энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии (EDS);
[bookmark: _Hlk200521191]- научно обоснованные результаты разработки и оптимизации технологии получения экстракта Cetraria islandica демонстрирующие эффективность и воспроизводимость процесса (Приложение Б);
- комплексные данные о токсикологической безопасности и биологической активности экстракта Cetraria islandica, подтверждающие его перспективность для использования в медицинской практике;
- результаты фармацевтической разработки лекарственной формы - спрея на основе экстракта Cetraria islandica, включающие обоснование выбора лекарственной формы и её характеристик.
Практическая значимость исследования: 
[bookmark: _Hlk200521223][bookmark: _Hlk200521268]- рекомендована технология сбора и заготовки лекарственного растительного сырья Cetraria islandica (L.) Ach. Идентификация подтверждена РГП на ПХВ «Институтом ботаники и фитоиндустрии», Алматы, РК. Номер справки: № 01–05/252 (Приложение В);
- проведена фитосанитарная экспертиза лекарственного растительного сырья на наличие вредных карантинных организмов в государственном учреждении «Территориальная инспекция Комитета государственной инспекции в агропромышленном комплексе по городу Алматы Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан» Номер фитосанитарного сертификата О702/202109151456744 (Приложение Г);
- разработана спецификация качества на «ЛРС Cetraria islandica (L.) Ach.»;
- разработан способ получения густого экстракта Cetraria islandica методом мацерации с применением ультразвукового воздействия. Составлена спецификация качества на «Экстракт Cetraria islandica, густой», которая внедрена в учебный процесс на кафедре фармацевтической технологии НАО «Казахский национальный медицинский университет им. С. Д. Асфендиярова» (Приложения Д, Е, Ж).
- технология получения и спецификация качества спрея, на основе экстракта густого из ЛРС Cetraria islandica успешно апробированы в Производство фармацевтических препаратов ООО «ИМР», г. Санкт-Петербург, РФ (Приложение И);
- результаты диссертационной работы внедрены в учебный и научно-исследовательский процесс кафедру промышленной технологии лекарств ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический университет» МЗ РК (Приложение К); 
- Образцу Cetraria islandica (L.) Ach., собранному в Карагандинской области Республики Казахстан, на территории Каркаралинского национального парка, был присвоен номер NCNPR #24269, и он включён в Ботанический репозиторий Национального центра исследований натуральных продуктов при Университете Миссисипи (США) (Приложение Л);
Образец Cetraria islandica (L.) Ach. был идентифицирован профессором Брюсом МакКьюном, заслуженным профессором Ассоциации выпускников кафедры ботаники и фитопатологии Университета штата Орегон (Корваллис, штат Орегон, США) – и внесён в Гербарий Орегонского университета (США) под кодом OSC-M-050921 (Приложение М, Приложение Н).
Личный вклад докторанта:  
- в ходе исследования был проведён самостоятельный анализ и обширный обзор отечественных и зарубежных научных источников по теме диссертации, что позволило сформировать теоретическую базу исследования и обозначить перспективные направления для дальнейших научных и прикладных разработок. Все экспериментальные работы выполнены с использованием современного оборудования и материалов фармакопейного качества, что обеспечивает достоверность полученных результатов, подтверждённых данными, полученными как в лабораторных, так и в производственных условиях.
- достоверность и обоснованность результатов обеспечиваются актуальностью исследуемой проблемы, соблюдением научной методологии, а также проведением всех этапов работы на базе современного исследовательского центра. В рамках диссертационного исследования была разработана нормативная документация на экстракт Cetraria islandica и лекарственное средство в виде спрея, что подтверждает практическую значимость полученных данных и их применимость в условиях реального фармацевтического производства.
Апробация результатов диссертации:
Основные результаты диссертационного исследования были представлены на международных научных форумах и опубликованы в ряде научных изданий:
- Конгресс Международного совета по малому бизнесу ICSB «International Council for Small Business», Oxford, Mississippi State, USA, март 2022 года. 
[bookmark: _Hlk200521295]- Постерный доклад: Ultrastructural and Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy characterization of Cetraria islandica (L.) Ach., Oxford, Mississippi State, USA, апрель 2022 года (Приложение П). 
- Постерный доклад: Chemical profiling of Cetraria islandica lichen using LC-DAD-QToF, Oxford, Mississippi State, USA, апрель 2022 года (Приложение Р).
Публикации:
Результаты диссертационного исследования были опубликованы в 4 научных работах, в том числе 1 статья в международном журнале, индексируемом в базе данных Scopus; 3 статьи в журналах, рекомендованных Комитетом по обеспечению качества в сфере образования и науки Комитетом по обеспечению качества в сфере науки и образования Министерства науки и высшего образования Республики Казахстан; 1 патент на полезную модель РГП «Национальный институт интеллектуальной собственности».
Объем и структура диссертации: 
Диссертационная работа включает 176 страниц машинописного текста, 42 таблиц, 55 рисунка, 143 источников отечественной и зарубежной литературы, а также приложения. Работа состоит из введения, литературного обзора, раздела материалов и методов, четырех разделов экспериментальной части, выводов по каждому разделу и заключения.












[bookmark: _Hlk200260226][bookmark: _Hlk198880444]1 ЛИШАЙНИКИ КАЗАХСТАНА КАК ИСТОЧНИК БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ. ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЯ CETRARIA ISLANDICA (L.) ACH. 

1.1 Общая характеристика представителей рода Cetraria Ach.
Род Cetraria (семейство Parmeliaceae) включает около 15 видов лишайников, распространённых преимущественно в арктических, субарктических и альпийских регионах северного полушария. Эти лишайники обладают высокой устойчивостью к экстремальным климатическим условиям и способны накапливать биологически активные вещества (БАВ), что делает их перспективными объектами для фармакологических исследований.
Представители рода Cetraria отличаются вертикально растущим кустистым или субфолиозным талломом с дорсивентральной структурой и лопастями, имеющими форму продольных каналов, что позволяет отличить их от других видов лишайников. Талломы могут быть коричневыми или жёлтыми, а эпикортекс у них непористый. Псевдоцифеллы, если присутствуют, располагаются на нижней поверхности таллома. Репродуктивные органы включают апотеции и пикнидии, а аскоспоры имеют размеры 6–10  × 3-5 мкм. Разнообразие форм талломов представителей рода Cetraria варьирует от листоватых до кустистых, достигая высоты до 12 см. Лопасти могут быть плоскими или трубчатыми, часто с ресничками по краям. Окраска таллома варьирует от беловато-зелёной до коричневой. Апотеции обычно располагаются на концах лопастей. Репродукция происходит как половым путём, так и вегетативно, с помощью соредий и изидий [6].
[bookmark: _Hlk199133932]Виды Cetraria обитают в различных экосистемах, включая тундру, лесотундру, сосновые и другие леса. Эти лишайники растут на почве, скалах, камнях, а также на стволах и ветвях деревьев. Некоторые виды являются индикаторами чистоты окружающей среды и находят применение в биомониторинге [7, 8].
Фитохимический анализ представителей рода показал наличие различных вторичных метаболитов, таких как производные дибензофура (усниновая кислота), депсидоны (фумарпротоцетраровая, протолихестериновая, протоцетраровая норстиктовая кислоты) и жирные кислоты (лихестериновая и протолихестериновая кислоты). Эти соединения встречаются в роде Cetraria, таких как C. nigricans, C. odontella, C. obtusata и C. Steppae и обладают антибактериальной, противогрибковой и антиоксидантной активностью, что делает их ценными для фармакологии и медицины [9, 10].
Род Cetraria, представленный различными видами лишайников, является богатым источником биологически активных соединений с широким спектром фармакологической активности. Среди них особое внимание заслуживает Cetraria islandica (исландский мох), который традиционно использовался в народной медицине для лечения заболеваний дыхательной и пищеварительной систем. Современные исследования подтверждают его терапевтическую эффективность, а также выявляют дополнительные свойства, включая антиоксидантную, иммуномодулирующую и цитотоксическую активность. Другим интересным видом является Cetraria aculeata, экстракты которого демонстрируют выраженную антибактериальную активность. Они эффективны против грамположительных и грамотрицательных бактерий, таких как Escherichia coli, Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa, благодаря содержанию протолихестериновой кислоты. Кроме того, метанольные экстракты C. aculeata обладают антимутагенными и антиоксидантными свойствами. В частности, они снижают частоту хроматидных обменов в лимфоцитах человека и восстанавливают активность антиоксидантных ферментов, уменьшая уровень малондиальдегида [11-13].
Cetraria pinastri также заслуживает внимания благодаря высокой антиоксидантной активности, что связано с высоким содержанием фенольных соединений (до 32,9 мг/г сухого экстракта). Помимо этого, экстракты C. pinastri проявляют антимикробную активность против широкого спектра патогенов, включая Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans и Aspergillus spp. [14, 15.] 
Таким образом, представители рода Cetraria обладают значительным фармакологическим и экологическим потенциалом. Эти виды лишайников представляют собой перспективные объекты для дальнейших исследований в области биомедицины и фармацевтики. Наиболее изученным представителем рода является Cetraria islandica (L.) Ach., известная как исландский мох. Этот вид продолжает оставаться важным источником природных лекарственных средств, что обусловлено его уникальным химическим составом и широким спектром биологической активности.

[bookmark: _Hlk165887688]1.2 Ботаническое описание и ареал распространения Cetraria islandica (L.) Ach. 
Лишайники, представляющие собой уникальные симбиотические организмы, возникают в результате ассоциации микобионта гриба и фотобионта – водорослей или цианобактерий. Эти организмы обладают способностью к фотосинтезу и могут выживать в экстремальных климатических условиях, включая низкие температуры, засухи и резкие колебания влажности. Лишайники широко распространены по всему миру, начиная от арктических пустошей и заканчивая тропическими лесами. Их морфология разнообразна и зависит от экологической среды, структуры таллома и вида фотобионта. Они могут иметь кустистую, листоватую или корковую форму, с окраской, варьирующей от зелёной до красной или серой. Лишайники играют важную роль в экосистемах, выполняя функции биомониторинга, стабилизации почвы и участия в круговороте углерода. Процесс симбиоза между микобионтом и фотобионтами является взаимовыгодным: фотобионты обеспечивают гриб сахарами и органическим азотом, необходимыми для фотосинтеза, что способствует их совместному выживанию в экстремальных условиях. В свою очередь, гриб защищает фотобионта от неблагоприятных факторов окружающей среды и механических повреждений, а также участвует в обмене питательными веществами. Cetraria islandica, известный как исландский мох, представляет собой кустистый наземный лишайник из семейства Parmeliaceae. Он формирует вертикальные или прижатые к субстрату талломы высотой 10–15 см. Таллом дихотомически разветвлён, с лопастями шириной 2–8 мм, верхняя поверхность окрашена в коричнево-оливковые или зелёно-бурые тона, а нижняя сторона имеет более светлый оттенок (беловатый или серый). Поверхность может быть блестящей или матовой, иногда с белыми пятнами – псевдоцифеллами, преимущественно на нижней стороне лопастей [16].
В последние годы было установлено, что симбиоз лишайников включает не только взаимодействие гриба и фотобионта, но и ассоциации с различными бактериальными сообществами. Для Cetraria aculeata были идентифицированы альфапротеобактериальные сообщества, а для Cetraria islandica обнаружены бактерии из родов Acetobacteraceae и Acidobacteriaceae. Эти бактериальные ассоциаты играют важную роль в биогеохимических циклах, улучшая устойчивость и адаптивность лишайников к изменениям внешней среды [17].
В мире насчитывается около 20 000 видов лишайников, и семейство Parmeliaceae является одним из самых многочисленных, включая более 2700 видов, относящихся к примерно 70 родам. Этимология термина "Cetraria" происходит от латинского слова "cetra" (уменьшительное от "cetrum"), обозначающего небольшой кожаный щит, что отсылает к морфологической особенности сосочков, характерных для этих лишайников. Cetraria islandica является одним из наиболее изученных видов с фармакологической точки зрения и привлекает внимание в экологических и терапевтических исследованиях. Первое научное описание рода Cetraria было опубликовано в 1803 году шведским ботаником Эриком Ахариусом, основателем лихенологии, в его труде "Methodus qua omnes detectos lichenes ad Genera Redigere Tentavit". В нем он описал лишайники рода Cetraria как растения с листовидным, перепончатым, хрящеватым слоевищем с неровными и закрученными лопастями. С развитием науки морфологическая классификация видов этого рода претерпела изменения, что привело к пересмотру состава рода [6, с.3].
Современная таксономия рода Cetraria продолжает развиваться, и основные морфологические признаки, используемые для идентификации видов, остаются предметом научных обсуждений. К ним относятся форма и окраска слоевища, наличие или отсутствие определённых структур, таких как пикниды, изидии, соредии и реснички. Важным отличительным признаком является наличие псевдоцифелл на верхней или нижней поверхности слоевища. Репродуктивные органы, такие как апотеции и конидии, имеют значительное разнообразие и являются ключевыми для точной идентификации видов в рамках цетрариоидной клады [18-21]. 
[bookmark: _Hlk199134302]Типичная морфология рода Cetraria включает дорсивентральную организацию, канальчатые лопасти и пигментацию, варьирующую от коричнево-желтых до ярких зелёных тонов, как это наблюдается у Cetraria aculeata и Cetraria crispae. Наличие специфического эпикортекса без пор и отсутствие ризин подчеркивают адаптацию этих лишайников к экстремальным условиям среды обитания, включая низкие температуры и засушливый климат. Эти особенности способствуют их устойчивости к внешним воздействиям и играют ключевую роль в способности удерживать воду и питательные вещества. Репродуктивные структуры варьируют в зависимости от вида. Краевые и пластинчатые апотеции с восемью субсферическими аскоспорами (6–10×3–5 мкм) характерны для большинства видов рода Cetraria. Однако встречаются и другие формы репродуктивных органов, такие как терминальные пикниды и различные типы конидий, что указывает на разнообразие репродуктивных стратегий в пределах рода. Виды, такие как Cetraria aculeata и Cetraria crispae, отличаются наличием псевдоцифелл на нижней поверхности таллома, что также влияет на их таксономическое положение и экологическое значение [22-24].
В зависимости от вида наблюдаются различия в форме таллома и окраске. Например, у Cetraria aculeata, Cetraria australis, Cetraria crispae, Cetraria ericetorum, Cetraria muricata и Cetraria steppae талломы имеют темно-коричневый цвет, в то время как у Cetraria annae он желто-зеленый. Эти различия служат важными таксономическими индикаторами. У некоторых видов, таких как Cetraria sepincola или Cetraria kamtschatica, псевдоцифеллы на нижней стороне таллома либо полностью отсутствуют, либо слабо выражены. Это разнообразие в морфологических характеристиках требует внимательного подхода к их систематике и классификации. Репродуктивные структуры и вторичные метаболиты, такие как соредии, изидии и пикниды, играют ключевую роль в понимании экологической значимости различных видов рода Cetraria. Например, Cetraria nigricans характеризуется наличием апотеции на краях, в то время как Cetraria peruviana их полностью не имеет. Это свидетельствует о том, что морфологические и репродуктивные особенности служат важными индикаторами для дальнейших исследований, направленных на понимание экологических функций этих организмов [25-32].
Таким образом, морфологические и репродуктивные характеристики представителей рода Cetraria являются важными маркерами для их идентификации и классификации, а также играют значительную роль в адаптации к специфическим условиям существования. Эти признаки позволяют точно определить виды и отражают их экологическую роль, а также могут быть использованы в дальнейших исследованиях, посвященных биоценозам и мониторингу окружающей среды.
Дальнейшее исследование распространения и экологии рода Cetraria подтверждает их адаптивную способность к разнообразным условиям среды. Род имеет широкий ареал, что подчеркивает его космополитичный характер. Однако наибольшее разнообразие видов сосредоточено в северных регионах, таких как Северная Америка, Евразия, а также в арктических и альпийских зонах. Это свидетельствует о высоком уровне эколого-физиологической гибкости, позволяющей растениям рода Cetraria выживать в условиях холодных и высокогорных территорий [33].
Представители рода Cetraria могут занимать различные экологические ниши в зависимости от типа субстрата. Наиболее часто встречаются террикольные и кортикольные виды, такие как Cetraria aculeata и Cetraria muricata, которые обитают на почве и деревьях. Однако ряд видов, таких как Cetraria odontella и Cetraria ericetorum, способны расти на камнях или моховых субстратах, что подтверждает их разнообразие в отношении среды обитания. Особое внимание следует уделить видам с ограниченным ареалом. Например, Cetraria peruviana встречается только в центральной части Южной Америки, а Cetraria australis ограничена регионами Австралии. Эти виды демонстрируют более узкую экологическую специализацию, возможно, обусловленную локальными климатическими и экологическими условиями. В то же время виды с более широким распространением, такие как Cetraria nigricans, обитающие в арктических и альпийских областях, подтверждают способность рода к адаптации в условиях экстремальных температур. Эндемичные виды, такие как Cetraria steppae, характерны для полуаридных степей от Казахстана до Ирана и Украины, а Cetraria rassadinae встречается в Прибайкалье, подчеркивая специфику ареалов рода в отдельных географических зонах. Это свидетельствует о важности изучения экосистем и факторов, влияющих на распространение этих лишайников. Также стоит отметить наличие подвидов, таких как у Cetraria ericetorum, который разделен на географически изолированные формы, встречающиеся в Евразии, Северной и Южной Америке. Это открывает интересные вопросы для дальнейших исследований, касающихся эволюции и эколого-географической дифференциации рода [34-38].
В целом, видовое и географическое разнообразие рода Cetraria открывает широкие перспективы для дальнейших научных изысканий. Эти исследования могут пролить свет на биологические и экологические особенности лишайников, а также на их потенциальное применение в таких областях, как экология, фармакология и мониторинг качества окружающей среды (таблица 1).
По результатам данных, представленных в таблице 1, можно выделить как аналогии, так и различия в морфологических характеристиках видов рода Cetraria. Все виды рода Cetraria, такие как Cetraria aculeata, Cetraria islandica и Cetraria muricata, обладают лобариевидным или листовидным талломом. Это характерное строение таллома, состоящего из нескольких разделенных долей, позволяет им адаптироваться к разнообразным условиям среды.
Почти все виды рода Cetraria характеризуются наличием псевдоцифелл, которые могут варьироваться от обильных до едва заметных в зависимости от вида. Это важный морфологический признак, связанный с вегетативным размножением и распространением лишайников. Вместо изидий и соредий, которые отсутствуют у многих видов, таких как Cetraria kamczatica, Cetraria laevigata и Cetraria obtusata, большинство видов активно используют псевдоцифеллы для размножения. Некоторые виды, например, Cetraria islandica и Cetraria muricata, имеют пикнидии, расположенные на краях таллома, что также способствует вегетативному размножению.


Таблица 1 – Морфологические характеристики лишайников различных типов таллома
	Тип таллома
	Цвет
	Структура
	Субстрат
	Ссылки

	1
	2
	3
	4
	5

	Cetraria aculeata
(Schreb.) Fr.
	Фрутикозный: таллом коричневый до черного
[image: ]
	Псевдоцифеллы обильны. Изидии и соредии отсутствуют
	Террикольный

	[39,40]

	Cetraria annae
Oxner
	Фолиозный: таллом светло-желтый, медулла белая
[image: ]
	Соредии белые, гранулированные. Апотеции не наблюдались. Краевые черные пицинидии. Конидии отсутствуют
	Террикольный
	[41]

	Cetraria australiensis W.A. Weber ex Kärnefelt
	Фолиозный: таллом верхняя поверхность темная Нижняя поверхность желтовато-коричневая до темно-коричневой
[image: ]
	Краевые псевдоцифеллы с терминальными пицинидиями. Апотеции неизвестны
	Террикольный Кортикольный
	[42,43]

	Cetraria crespoae
	Фрутикозный таллом оливковый или коричневый (до почти черного)
[image: ]
	Соредии отсутствуют,
обильные псевдоцифеллы
	Кортикольный
	[44]

	Cetraria ericetorum
Opiz
	Фрутикозный таллом от темноө коричневого до бледно коричневого
Медулла: белая
[image: ]
	Псевдоцифеллы обильные
на полях.
Апотеции частые.
Соредия отсутствует. Пикниды пластинчатые/краевые
	Террикольный, кортикольный саксикольный
	[45]

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3
	4
	5

	Cetraria islandica
(L.) Ach. 
	Фолиозный:
Таллом: верхняя поверхность
зеленоватый или
зеленовато-коричневый, нижний
поверхность серовато-белая или
светло-коричневатый.

[image: ]
	Ламинальные псевдоцифеллы
присутствуют, но иногда
плохо видны.
Редко дискоидные апотеции на
терминальные доли.
Пикнидия присутствует
	Террикольный
	[46,47]

	Cetraria kamczatica Savicz
	Фрутикозный: таллом темнокоричневый, медулла белая
[image: ]
	Нет псевдоцифелл или с несколькими мелкими псевдоцифеллами на нижних краях
	Мусцикольный
	[48]

	Cetraria laevigata Rass.
	Фрутикозный: верхняя сторона таллома светло-коричневая, нижняя сторона палер
[image: ]
	Апотеции не видны, маргинальные псевдоцифеллы
	Террикольный
	[43, с.28]


	Cetraria muricata (Ach. ) Eckfeldt
	Фрутикозный: таллом коричневый до черного
[image: ]

	Псевдоцифеллы разбросаны, хорошо видимые, изидии и соредии отсутствуют
	Террикольный
	[49]

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3
	4
	5

	Cetraria nepalensis D.D. Awasthi
	Фрутикозный: таллом коричневый до черного
[image: ]
	Апотеции неизвестны
	Террикольный
	[41, с.238]

	Cetraria nigrans
Nyl.
	Фолиозный: верхняя сторона таллома темнокоричневая или оливково-коричневая, нижняя сторона светло-коричневая
[image: ]
	Апотеции присутствуют, псевдоцифеллы видимы или плохо видимы, маргинальные проекции и многочисленные цилии
	Террикольный
	[37, с. 207;
44, с. 289]

	Cetraria odontella (Ach. ) Ach. 
	Фрутикозный: таллом оливковый или коричневый (до почти черного)
[image: ]
	Псевдоцифеллы исключительно на нижней стороне
	Эпилитический
	[50]

	Cetraria obtusata (Schaer.) Van den Boom и Sipman
	Фрутикозный: таллом темнокоричневый, медулла светло-желтая
[image: ]
	Псевдоцифеллы присутствуют, апотеции неизвестны, пициниды темные, конидии клаватные
	Террикольный
	[31, с 287,
37 с. 205; 45, с 493]

	Cetraria peruviana Kärnefelt и Thell
	Фрутикозный: таллом красновато-коричневый до темно-коричневого или почти черного

	Апотеции обычно отсутствуют, маргинальные цилии
	Террикольный, саксикольный
	[44, с 288]

	Cetraria rassadinae Makryi
	Фрутикозный: таллом коричневато-черный
	Пициниды присутствуют, конидии облонговидные
	Террикольный
	[51]

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3
	4
	5

	Cetraria sepincola (Hoffm.) Ach. 
	Фрутикозный: таллом коричневый до почти черного
[image: ]
	Маргинальные псевдоцифеллы отсутствуют, апотеции и изидии отсутствуют
	Кортикольный, лигникольный
	[45, с. 491]

	Cetraria steppae
(Savicz) Kärnefelt
	Фрутикозный: таллом черный, коричневый до светло-
коричневого,
медулла: белая
[image: ]
	Псевдоцифеллы угнетенные или плохо видимые, изидиевые.
Проекции
отсутствуют
	Террикольный
	[28, с. 79;
45, с. 492]



Представители рода Cetraria могут быть террикольными, кортикольными или саксикольными лишайниками, что указывает на их обитание на почве, деревьях или камнях. Например, Cetraria islandica и Cetraria muricata являются террикольными видами, что подтверждает их широкий ареал распространения и способность к выживанию в различных экологических условиях.
Виды рода Cetraria характеризуются разнообразием морфологических и экологических признаков. В частности, у таких представителей, как Cetraria aculeata и Cetraria muricata, апотеции могут встречаться как редко, так и часто, тогда как у видов Cetraria odontella и Cetraria peruviana они практически не развиваются. Псевдоцифеллы демонстрируют значительное видовое разнообразие: например, у C. aculeata они многочисленные и хорошо выражены, в то время как у C. kamczatica они практически незаметны, что, вероятно, связано с адаптацией к экстремальным экологическим условиям.
У ряда видов, таких как C. islandica и C. muricata, выражены маргинальные псевдоцифеллы, в то время как у C. nigrans они отсутствуют. Различия наблюдаются также в структуре репродуктивных органов: пикнидии присутствуют у C. aculeata и C. laevigata, но нехарактерны для C. obtusata и C. steppae. Кроме того, предпочтения по типу субстрата варьируются: C. steppae и C. nigrans склонны развиваться на мхах или каменистых поверхностях, в то время как такие виды, как C. islandica и C. muricata, преимущественно встречаются на почве, проявляя террикольную стратегию обитания.
Таким образом, несмотря на явные аналогии в морфологических характеристиках, такие как структура таллома, наличие псевдоцифелл и общие типы субстратов, род Cetraria демонстрирует значительное разнообразие, 
Таблица 2 - Ареал распространения видов лишайников рода цетрария
	Виды лишайников
	Статус
	Ареал распространения
	Ссылки

	Cetraria aculeta (Schreb.) Fr.
	Космополитный
	На всех континентах и на многих океанических островах
	[52]

	Cetraria arenaria Oner.
	Эндемик
	Байкальский регион, Россия
	[53]

	Cetraria australiensis W.A. Weber ex Kärnefelt.
	Эндемик
	Юго-восточная Австралия 
	[54]

	Cetraria chlorophylla (Wild) Vain ex Kärnefelt.
	Эндемик
	Восточная Исландия
	[44, с. 286]

	Cetraria crawfordii (Barnetto, Vazquez) Kärnefelt.
	Эндемик
	Западные части Иберийского полуострова
	[49, с. 399]

	Cetraria ericetorum Opiz.
	Эндемик (каждый подвид географически изолирован)
	Европа и Азия
	[48, с. 37;
50]

	Cetraria islandica (L.) Ach. 
	Биполярный
	Высокие широты в северном и южном полушариях
	[44, с. 288;
50, с. 221]

	Cetraria kamtschatica Savicz.
	Амфи-Берингийский
	Восточная Сибирь и Аляска
	[51]

	Cetraria laevigata Rass.
	Амфи-Берингийский
	Северная Америка (от Аляски до северной части Канады)
	[37, с. 208;
42, с. 368]

	Cetraria muricata Ach. Eckfeldt.
	Космополитный
	На четырёх континентах и многих океанических островах
	[44, с. 288]


	Cetraria nepalensus D.D. Awasthi.
	Эндемик
	Изолированные высокогорные локации в Гималаях
	[50, с. 288]

	Cetraria nivalis Nyl.
	Циркумполярный
	Арктические регионы (Аляска, Канада) и альпийские зоны в южных широтах
	[37 с. 208, 44 с. 289]

	Cetraria obtusata (Schaer.) Van den Boom & Sipman.
	Эндемик
	Районы Альп – Австрия, Италия, Швейцария
	[45 с. 491]

	Cetraria peruviana Kärnefelt & Thell.
	Эндемик
	Центральная часть Южной Америки
	[44 с. 287]

	Cetraria rassadinae Makyi.
	Эндемик
	Северный Байкальский регион
центральной Сибири
	[50 с. 221]

	 Cetraria Sepincola (Hoffm.) Ach. 
	Околополярный
	Бореальный лес и тундры Арктики
	[44, с. 289;
52]

	289Cetraria stappae (Savicz) Kärnefelt.
	Эндемик
	Полупустынные степные биомы Евразии от Казахстана до Ирана и Украины
	[28 с. 79, 50 с. 220]



выражающееся в различиях в размерах, формах и расположении морфологических структур, а также в особенностях размножения и предпочтениях субстрата. Эти различия и аналогии отражают эволюционную гибкость и адаптационные стратегии представителей рода, позволяя им успешно существовать в разнообразных экологических нишах (таблица 2).
Приведённые в таблице 2 данные об ареалах видов рода Cetraria служат основой для более детального анализа филогеографических и морфологических особенностей отдельных представителей, таких как Cetraria aculeata и Cetraria islandica.
[bookmark: _Hlk199136049]Изучение моделей распространения Cetraria aculeata с применением филогенетических методов показало, что биполярное распространение этого вида, вероятно, берёт начало в Северном полушарии. Предполагается, что в период плейстоцена произошло его вторичное расселение в Антарктиду и Южную Америку. Дополнительно были выявлены фенотипические различия у популяций C. aculeata, обитающих в степных районах Испании [55].
Среди представителей рода Cetraria особое значение имеет Cetraria islandica (L.) Ach., особенно в фармакологическом контексте. Этот вид характеризуется листовидным, дихотомически разветвлённым талломом длиной до 15 см, с верхней стороной зеленовато-коричневого цвета и серовато-белой либо коричневатой нижней поверхностью. На талломе располагаются пластинчатые псевдоцифеллы и краевые пикниды; коричневые дискоидные апотеции встречаются редко и обычно локализуются на концевых долях [56].
C. islandica относится к террикольным видам и обладает широким ареалом распространения. Подвид islandica преимущественно встречается в высоких широтах Северного и Южного полушарий, тогда как подвид crispa распространён в регионах Северной и Восточной Европы, Сибири, Северной Америки, а также в отдельных областях Южного полушария [57].

1.3 Химический состав, фармакологическая активность и применение Cetraria islandica (L.) Ach. в традиционной и научной медицине
Cetraria islandica, известный как исландский мох, представляет собой объект многочисленных исследований, направленных на изучение его фитохимических компонентов. Эти исследования выявили разнообразие соединений, включая углеводы, жирные кислоты, лишайниковые кислоты и другие биоактивные вещества. В данном разделе представлены ключевые исследования, посвящённые химическому составу C. islandica.
В 1986 году Y. Solberg в ходе химического анализа хлороформно-метанольного экстракта лишайника Cetraria islandica выделил широкий спектр органических соединений. Исследование позволило идентифицировать такие группы веществ, как углеводороды, жирные спирты, различные типы жирных кислот (включая кето- и дикарбоновые), а также стеролы и тритерпеноидные соединения, включая моно-, сескви- и дитерпены. Среди доминирующих компонентов были обнаружены линолевая и линоленовая кислоты, кетостеариновая кислота и протолихестериновая кислота, а также другие жирные кислоты, структурно сходные с протолихестериновыми. Эти данные свидетельствуют о многообразии липофильных компонентов C. islandica, представляющих интерес для фармакологической оценки.
В 2023 году González и коллеги сосредоточились на разработке двухступенчатой процедуры выделения двух основных параконовых кислот, присутствующих в C. islandica: протолихестериновая и лихестериновая кислоты. Эти соединения были очищены с использованием хроматографии по размеру и центрифугирования с противотоком (CPC), что позволило достичь чистоты выше 95% и выходов выше 50%. Кроме того, были разработаны аналитические методы для обнаружения этих соединений с помощью тонкослойной хроматографии (ТСХ) и жидкостной хроматографии, сопряженной с масс-спектрометрией или детектором испарительного рассеяния света (LC-ELSD) [58].
В том же году было проведено комплексное исследование, в котором с использованием методов световой, флуоресцентной и сканирующей электронной микроскопии, энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии и высокоразрешационной масс-спектрометрии в сочетании с жидкостной хроматографией (LC-DAD-QToF) были идентифицированы 37 соединений в C. islandica. Среди них были обнаружены депсидоны (фумаропротоцетраровая кислота, протолихестериновая кислота), дибензофураны (усниновая кислота), алифатические кислоты (протолихестериновая и лихестериновая кислоты), простые органические кислоты (фумаровая, лимонная), полисахариды (лихенин и изолихенин), стеролы и сахара (эргостеролпероксид, сахароза, арабинитол) [59].
В дополнение к исследованиям химического состава, важным аспектом является анализ содержания элементов и радионуклидов в фармацевтических и пищевых добавках на основе Cetraria islandica. В 2017 году был проведён анализ образцов, приобретённых в Италии, с использованием энергодисперсионной рентгенофлуоресцентной спектрометрии и альфа-спектрометрии. В результате были выявлены основные элементы, такие как калий, кальций, фосфор, сера, хлор, марганец, железо, медь, цинк, никель, бром и йод, а также токсичные элементы, включая алюминий, титан, кремний, рубидий, стронций, мышьяк, кадмий, олово и свинец. Кроме того, в образцах были обнаружены радионуклиды, такие как 238U, 234U, 230Th, 210Po, 232Th и 228Th. Эти результаты подчеркивают, что C. islandica может служить источником основных элементов, однако концентрации некоторых токсичных элементов требуют постоянного мониторинга для обеспечения безопасности потребителей [60].
В 1994 году был выделен новый щелочерастворимый полисахарид из Cetraria islandica с использованием методов этанольного фракционирования, ионообменной хроматографии и гель-фильтрации. Структурный анализ показал, что данный полисахарид представляет собой разветвлённый галактоманнан с основной цепью, состоящей из (1→6)-связанных α-D-маннопиранозильных и α-D-галактопиранозильных единиц. Этот полисахарид продемонстрировал выраженную иммуностимулирующую активность как в in vitro фагоцитарном тесте, так и в in vivo тесте на выведение углерода.
[bookmark: _Hlk199934678]Российские учёные внесли значительный вклад в исследование фитохимического состава Cetraria islandica, сосредоточив внимание на различных группах биологически активных веществ. В 2020 году А.Е. Рассабина, О.П. Гурьянов и Ф.В. Минибаева из Казанского института биохимии и биофизики ФИЦ Казанского научного центра РАН совместно с учёными из ЮАР изучили меланины, выделенные из C. islandica, и установили их принадлежность к алломеланинам с фотозащитной и антиоксидантной активностью [61]. Учёные Санкт-Петербургского государственного химико-фармацевтического университета – В.В. Фролова, Н.А. Криштянова, Е.А. Климкина и О.М. Тихомирова – разработали гель на основе экстрактов C. islandica, содержащий водорастворимые полисахариды и лишайниковые кислоты, активные против ряда патогенных микроорганизмов (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis) [62]. Кроме того, В.И. Георгиянц и И. Н. Владимирова (2013) изучили жирнокислотный состав образцов, собранных на территории Украины, выявив как распространённые кислоты (пальмитиновая, линолевая), так и редкие, такие как бегеновая и эйкозадиеновая. Эти данные подтверждают ценность C. islandica как источника фармакологически значимых соединений [63].
В рамках исследования, выполненного украинскими специалистами А. О. Шпичак и О. П. Хворост, был проведён анализ летучих соединений, полученных методом паровой дистилляции из слоевищ Cetraria islandica, собранных на территории Украины. С использованием газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием (GC-MS) было выявлено 24 различных соединения. Наибольшую долю среди них составляли жирные кислоты и их производные – 57,86 %, включая линолевую (20,08 %) и пальмитиновую (19,21 %) кислоты. Также были определены терпеноиды (23,57 %) и ациклические насыщенные углеводороды (10,99 %). Впервые в составе C. islandica из украинских популяций были обнаружены четыре монотерпеноидных и шесть сесквитерпеноидных соединений, что расширяет представления о химическом разнообразии этого вида [64].
Это исследование подчёркивает богатство химического состава C. islandica и его потенциальную ценность в фармакологии и медицине. Идентификация и характеристика таких разнообразных соединений открывают новые перспективы для использования этого лишайника в качестве источника биоактивных веществ.
В 2023 году исследователи из Казахского национального медицинского университета имени С. Д. Асфендиярова совместно с учёными Национального центра исследований природных продуктов Университета Миссисипи (США) провели комплексное исследование химического состава лишайника Cetraria islandica (L.) Ach., собранного в Национальном парке Каркаралы, Карагандинская область, Казахстан. В ходе работы были выделены девять соединений, включая два депсидона (цетраровая кислота и 9′-(O-метил) протоцетраровая кислота), один бензофуран (усниновая кислота), три жирные кислоты (олеиновая, пальмитиновая и стеариновая), один стерол (эргостеролпероксид) и два сахара (сахароза и арабинитол). Метаболический профиль, полученный с использованием метода LC-DAD-QToF, позволил идентифицировать 37 соединений, среди которых преобладали депсидоны, а также алифатические кислоты и липиды. Дополнительно, с помощью энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии в образцах были обнаружены такие элементы, как кальций, натрий, железо и бром, что свидетельствует о способности лишайника аккумулировать минеральные вещества из окружающей среды [65]. 
Род Cetraria характеризуется относительным химическим однообразием по сравнению с другими лишайниковыми родами, такими как Parmotrema или Usnea, где наблюдается значительное межвидовое разнообразие вторичных метаболитов. Например, в Parmotrema perlatum обнаружен атранорин, в P. andinum – леканоровая кислота, а в P. nilgherrense – комбинация алекроновой кислоты и атранорина. В отличие от этого, в роде Cetraria депсиды, такие как атранорин и скваматовая кислота, встречаются лишь как второстепенные соединения, например, в Cetraria annae. Наличие норстиховой кислоты в Cetraria steppae стало ключевым фактором для дифференциации этого эндемического вида от более распространённого Cetraria aculeata. Использование методов высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) позволило обнаружить следы норстиховой кислоты и в C. aculeata. Однако исследования показали, что присутствие этого соединения не связано с филогенетическими различиями, а скорее обусловлено экологическими факторами, такими как климат и тип почвы, особенно в средиземноморских и центральноазиатских регионах. Помимо широко распространённых протолихестериновой и лихестериновой кислот, в некоторых видах рода Cetraria были идентифицированы менее известные жирные кислоты. Например, в C. nigricans и C.  odontella обнаружены рангиформные кислоты, а в C. obtusata – секалоновая кислота. Эти находки подчёркивают химическое разнообразие внутри рода и указывают на потенциальную фармакологическую ценность этих соединений. Cetraria islandica (L.) Ach. является одним из наиболее изученных видов рода Cetraria, особенно в отношении его химического состава и адаптационных механизмов [66].
Первичные метаболиты и полисахариды. Основными полисахаридами C. islandica являются глюканы: лихенан (β-1,3/1,4-D-глюкан) и изолихенан (α-1,3/1,4-глюкан). Их содержание зависит от условий pH и температуры. Примечательно, что соотношение β-1,3/1,4-D-глюканов в клеточных стенках микобионтов C. islandica превышает таковое в ячмене и овсе. Кроме того, из этого вида были выделены другие полисахариды, включая растворимый в щелочи галактоманнан и несколько других растворимых полисахаридов [67].
Вторичные метаболиты и экологическая адаптация. Вторичные метаболиты C. islandica, такие как фумарпротоцетраровая кислота, играют ключевую роль в адаптации лишайника к неблагоприятным условиям окружающей среды. Фумарпротоцетраровая кислота способствует устойчивости к тяжёлым металлам, снижая поглощение металлических ионов апопластом, а также обеспечивает защиту от загрязнения сернистым газом [68].

Химический состав представителей рода Cetraria обобщён в таблице 3, что позволяет наглядно сравнить основные выявленные соединения.

Таблица 3 – Обобщённые данные по химическому составу различных видов рода Cetraria
	Таксон
	Выявленные химические соединения
	Источник

	Cetraria aculeta (Schreb.) Fr.
	Основными метаболитами являются усниновая и протолихестериновая кислоты
	[27, с. 93]

	Cetraria annae Oxner.
	Преобладают усниновая и изопруностериновая кислоты; в малых количествах установлено присутствие протолихестериновой, атранорина и скваматовой кислот
	[39, с. 364]

	Cetraria australiensis W.A. Weber ex Kärnefelt.
	Обнаружены усниновая и протолихестериновая кислоты
	[39, с. 370]

	Cetraria ericetorum Opiz.
	Основу химического состава составляют лихестериновая и протолихестериновая кислоты
	[26, с. 493]

	Cetraria islandica (L.) Ach.
	Характеризуется наличием фумарпротоцетрариновой, протоцетрариновой и протолихестериновой кислот
	[42, с. 364]

	Cetraria kamtschatica Savicz.
	Выделены протолихестериновая и рангиферовая кислоты
	[37, с. 204]

	Cetraria laevigata Rass.
	Основным соединением является фумарпротоцетрариновая кислота
	[37, с. 205]

	Cetraria muricata (Ach.) Echfeldt
	Идентифицированы усниновая и протолихестериновая кислоты
	[39, с. 364]

	Cetraria nivalis Hyl.
	Установлены протолихестериновая, рангиферовая и скалоновая кислоты
	[45, с. 493]

	Cetraria obtusata (Schaer.) Van den Boom & Sipman.
	Основу химического профиля составляют усниновая, протолихестериновая и скалоновая кислоты
	[45, с. 495]

	Cetraria sepincola (Hoffm.) Ach.
	Преобладают усниновая и протолихестериновая кислоты
	[45, с. 496]

	Cetraria steppae (Savicz) Kärnefelt.
	Идентифицированы усниновая, личестериновая, протолихестериновая и норстиховая кислоты
	[28, с. 79]



Меланины и защита от ультрафиолетового излучения. Меланины, особенно алломеланины, выделенные из C. islandica, выполняют важную функцию в защите от ультрафиолетового излучения. Исследования показали, что эти пигменты эффективно поглощают как ультрафиолетовое, так и фотосинтетически активное излучение, способствуя выживанию лишайника в экстремальных условиях [69].
Таким образом, C. islandica демонстрирует сложную систему адаптации, основанную на синтезе специфических первичных и вторичных метаболитов, обеспечивая его выживание и распространение в различных экологических нишах.
Cetraria islandica (L.) Ach., известная как исландский мох, традиционно использовалась в народной медицине для лечения различных заболеваний пищеварительной и дыхательной систем, включая кашель, простуду, запоры, гастрит и язвенную болезнь. В Исландии и Финляндии её применяли для облегчения симптомов простуды и желудочно-кишечных расстройств, а в Швеции и Турции – при нефрите, диабете и геморрое. Эти лечебные свойства связывают с содержанием лихеновых кислот, таких как фумарпротоцетраровая, протоцетраровая, протолихестериновая и усниновая кислоты [70].
Современные исследования подтверждают широкий спектр биологической активности экстрактов C. islandica. Метанольный экстракт этого лишайника проявил умеренную антиоксидантную активность (IC₅₀ = 678,38 мкг/мл) и значительную противораковую активность в отношении клеточных линий меланомы и колоректального рака (IC₅₀ = 22,68 и 33,74 мкг/мл соответственно). Также была выявлена антимикробная активность против различных бактериальных и грибковых штаммов. 
[bookmark: _Hlk199136968]Фармакологический потенциал C. islandica подтверждается рядом патентов. Например, патент RU2321419C1 описывает использование сухого экстракта этого лишайника в таблетированной форме для лечения язв желудка и двенадцатиперстной кишки. Кроме того, патент FR2756182 охватывает применение экстракта C. islandica и его компонентов, таких как протолихестериновая кислота и полисахарид KI-M-7, для профилактики и лечения бронхиальной астмы [71,72].
[bookmark: _Hlk199137025]В 2020 году в журнале Biochemistry (Moscow) было опубликовано исследование, посвящённое меланину, выделенному из лишайника Cetraria islandica. Учёные Казанского института биохимии и биофизики ФИЦ Казанского научного центра РАН – А.Е. Рассабина, О.П. Гурьянов и Ф.В. Минибаева – в сотрудничестве с Р.П. Беккетом из Университета Квазулу-Натал (ЮАР) проанализировали элементный состав, функциональные группы и физико-химические свойства этого пигмента. На основании соотношения углерода и азота (C/N) было установлено, что меланин относится к классу алломеланинов. Идентифицированные функциональные группы обеспечивают фотозащитные и антиоксидантные свойства меланина, что подчёркивает его потенциальную биологическую активность и роль в адаптации лишайников к экстремальным условиям окружающей среды [73]. 
Обзор современных исследований демонстрирует значительный фармакологический потенциал лишайника Cetraria islandica (L.) Ach., обусловленный его богатым химическим составом, включающим полисахариды, лишайниковые кислоты и пигменты.
Традиционно C. islandica использовалась в народной медицине для лечения респираторных и желудочно-кишечных заболеваний. Современные исследования подтверждают эти применения и выявляют дополнительные фармакологические свойства. Так, метанольный экстракт C. islandica продемонстрировал антиоксидантную активность, проявляя способность к улавливанию свободных радикалов и супероксидных анионов. Также были отмечены антимикробные свойства против различных бактериальных и грибковых штаммов, а также цитотоксическая активность в отношении клеточных линий меланомы и колоректального рака [74].
В другом исследовании экстракт C. islandica показал способность снижать уровень малондиальдегида и активность каталазы и глутатионпероксидазы, одновременно увеличивая уровень глутатиона у крыс, что свидетельствует о его антиоксидантных и адаптогенных свойствах [75].
Кроме того, соединения, выделенные из C. islandica, такие как протолихестериновая и лихестериновая кислоты, проявили значительную активность против Trypanosoma brucei brucei, что указывает на их потенциал в разработке новых противопротозойных средств 
В 2014 году исследователи Дж. О. Игол и соавторы выделили из C. islandica четыре соединения: протолихестериновую, лихестериновую, протоцетрариновую и фумарпротоцетрариновую кислоты. Протолихестериновая и лихестериновая кислоты проявили значительную антипротозойную активность против Trypanosoma brucei с минимальными ингибирующими концентрациями (MIC) 6,30 и 12,5 мкМ соответственно. Молекулярный докинг показал их высокое сродство к ключевым ферментам паразита, таким как рибофлавинкиназа и стерол-14α-деметилаза (CYP51) [76].
В 2014 году было проведено исследование, в котором метанольный экстракт C. islandica продемонстрировал умеренную антиоксидантную активность (IC₅₀ = 678,38 мкг/мл), а также антимикробную активность против различных бактерий и грибов с MIC в диапазоне от 0,312 до 5 мг/мл. Кроме того, экстракт проявил цитотоксическую активность в отношении клеточных линий меланомы (FemX) и колоректального рака (LS174) с IC₅₀ 22,68 и 33,74 мкг/мл соответственно [74, с. 83]. 
В 2015 году исследователи изучили нейропротекторные свойства метанольного экстракта C. islandica и его основного компонента – фумарпротоцетрариновой кислоты. В модели окислительного стресса на астроцитах и нейробластомных клетках экстракт и изолированное соединение снижали уровень внутриклеточных активных форм кислорода (ROS), повышали соотношение восстановленного и окисленного глутатиона (GSH/GSSG) и предотвращали митохондриальную дисфункцию. Эти эффекты связываются с активацией пути Nrf2, регулирующего антиоксидантные ферменты [77].
В 2023 году было проведено исследование, в котором водные и этанольные экстракты C. islandica продемонстрировали противовирусную активность против вирусов гриппа A/H3N2 и A/H5N1. Этанольный экстракт при концентрации 50 мкг/мл подавлял репликацию вирусов на 3,5 и 4 лог₁₀ соответственно, в то время как водный экстракт при концентрации 500 мкг/мл снижал репликацию на 2 и 6 лог₁₀ соответственно [78].
Обобщая данные исследований химического состава и фармакологических свойств Cetraria islandica (L.) Ach., можно заключить, что этот лишайник является ценным источником разнообразных биоактивных соединений, включая полисахариды (лихенин, изолихенин) [79], лишайниковые кислоты (протолихестериновая, лихестериновая, фумарпротоцетрариновая, протоцетрариновая), меланины и жирные кислоты. Эти компоненты обусловливают широкий спектр фармакологических активностей, таких как антиоксидантная, антимикробная, противовирусная, цитотоксическая, нейропротекторная и иммуномодулирующая. Например, протолихестериновая и лихестериновая кислоты проявляют значительную антипротозойную активность против Trypanosoma brucei, а фумарпротоцетрариновая кислота демонстрирует нейропротекторные свойства в моделях окислительного стресса [80]. Экстракты C. islandica также показали противовирусную активность против вирусов гриппа A/H3N2 и A/H5N1 [81]. Традиционное использование этого лишайника в народной медицине для лечения респираторных и пищеварительных заболеваний находит подтверждение в современных фармакологических исследованиях, что подчеркивает его потенциал в разработке новых терапевтических средств [82,83]. Тем не менее, необходимы дальнейшие исследования для более глубокого понимания механизмов действия этих соединений, оценки их безопасности и эффективности, а также разработки стандартизированных лекарственных форм.

1.4 Современные подходы к разработке растительных лекарственных средств: стандарты качества и нормативные требования
На современном этапе развития медицины наблюдается устойчивый рост интереса к использованию растительных лекарственных средств (РЛС) как со стороны медицинского сообщества, так и среди пациентов. Ключевые факторы этого тренда включают стремление к более мягкому, физиологичному воздействию на организм с минимальным количеством побочных эффектов, расширение научных исследований, подтверждающих эффективность и безопасность ряда растительных соединений, а также экологичность и биодоступность растительного сырья, используемого в производстве фитопрепаратов.
РЛС играют важную роль в фармакотерапии как дополнение к синтетическим препаратам или в качестве самостоятельных терапевтических агентов [84]. Они особенно востребованы в лечении хронических заболеваний, требующих длительного применения медикаментов, в реабилитации, педиатрии, геронтологии, а также в профилактике и комплексной терапии. Использование РЛС позволяет снижать лекарственную нагрузку на организм и минимизировать риск развития лекарственной устойчивости, особенно в случае антибактериальных и противовоспалительных препаратов [85].
Согласно статистическим данным, рынок растительных препаратов демонстрирует устойчивую положительную динамику. В странах Европейского Союза, США, Китае, Индии, а также в государствах СНГ доля РЛС в общем фармацевтическом сегменте постоянно увеличивается. Казахстан, как часть Евразийского экономического союза (ЕАЭС), также движется в направлении расширения ассортимента отечественных фитопрепаратов и совершенствования нормативной базы для их регистрации и контроля качества [86].
В этой связи особое значение приобретает стандартизация всех этапов разработки и производства РЛС. Обеспечение качества, безопасности и эффективности РЛС возможно только при наличии четкой регламентации, соответствующей современным научным требованиям и международным стандартам. Таким образом, исследование современных подходов к стандартизации и нормативному регулированию РЛС является актуальным и своевременным направлением научного поиска, особенно в условиях стремительного роста интереса к фитотерапии и интеграции в глобальные фармацевтические процессы [87].
В Республике Казахстан контроль качества, безопасности и терапевтической эффективности РЛС осуществляется в соответствии с национальными нормативно-правовыми актами, включая государственные стандарты и официальные документы Министерства здравоохранения. Основополагающим нормативом является Приказ Министра здравоохранения РК от 27 декабря 2021 года № ҚР ДСМ-128, в котором изложены Правила проведения экспертизы лекарственных средств и медицинских изделий. В документе детально регламентируются этапы и критерии оценки качества и безопасности РЛС, включая механизмы проведения ускоренной экспертизы при чрезвычайных обстоятельствах, таких как вспышки инфекционных заболеваний или иные угрозы общественному здоровью [88].
Кроме того, в Казахстане используется система государственных фармакопей и стандартов, обеспечивающих надлежащее качество растительного сырья и фитопрепаратов. Эти нормативные документы содержат чёткие требования к идентификации, микробиологической чистоте, уровню действующих веществ и другим показателям, определяющим фармацевтическую надёжность препаратов.
На уровне ЕАЭС регулирование обращения лекарственных средств, включая РЛС, осуществляется в соответствии с Техническим регламентом ТР ЕАЭС 030/2017 «О безопасности лекарственных средств для медицинского применения». Этот регламент устанавливает единые требования к безопасности, эффективности и качеству лекарственных средств, а также к их маркировке и инструкции по применению [89].
В рамках ЕАЭС также разработаны и применяются общие фармакопейные статьи и руководства, касающиеся контроля качества растительного сырья, стандартизации методов анализа и оценки безопасности РЛС. Эти документы способствуют гармонизации требований и процедур регистрации лекарственных средств на территории государств-членов союза.
На международном уровне разработка и регистрация РЛС регулируются рекомендациями и стандартами таких организаций, как Международный совет по гармонизации технических требований к регистрации лекарственных средств для человека (ICH), Европейское агентство по лекарственным средствам (EMA), Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ), а также фармакопеями США (USP) и Европейского союза (Ph. Eur.). Критерии качества растительных лекарственных средств (РЛС) играют ключевую роль в обеспечении их безопасности и терапевтической эффективности. Начальным этапом является строгий отбор и проверка сырья, которые включают идентификацию ботанического вида, подтверждение подлинности и оценку чистоты. Важно определить предельно допустимые уровни загрязнителей, таких как пестициды, тяжёлые металлы и микробная обсеменённость. В соответствии с требованиями национальных документов РК и ЕАЭС, особое внимание уделяется стандартизации по содержанию биологически активных веществ, таких как флавоноиды, полифенолы, алкалоиды и терпеноиды, которые являются ключевыми маркерами фармакологической активности фитопрепаратов [90, 91].
Контроль качества осуществляется с применением современных аналитических методов, включая высокоэффективную жидкостную хроматографию (ВЭЖХ), газовую хроматографию (ГХ), спектрофотометрический анализ и титриметрию. Эти методы позволяют точно определить количественное содержание активных соединений и выявить возможные примеси. Оценка биологической активности РЛС основывается на фармакологическом обосновании их действия, включая in vitro и in vivo исследования, которые подтверждают заявленные терапевтические эффекты. Таким образом, стандартизация и контроль качества обеспечивают научную достоверность и стабильность действия растительных препаратов [92].
Производственные аспекты РЛС в Республике Казахстан регламентируются требованиями надлежащей производственной практики (GMP), установленными национальными нормативными документами. В соответствии с действующими санитарными и фармацевтическими нормативами РК, особое внимание уделяется соблюдению гигиенических требований, квалификации персонала, валидации производственных процессов, а также обеспечению полной прослеживаемости документации на всех этапах – от поступления сырья до выпуска готовой продукции. Важнейшим элементом является контроль качества, который включает входной анализ растительного сырья, промежуточный и итоговый контроль, а также проведение испытаний стабильности. Это позволяет обеспечить безопасность и эффективность продукции в течение всего срока хранения [93].
Особенности производства РЛС связаны с технологическими процессами, такими как экстракция, стабилизация и хранение биологически активных веществ. Методы экстракции подбираются в зависимости от природы действующих компонентов и могут включать мацерацию, перколяцию или сверхкритическую экстракцию. Далее требуется стабилизация экстракта с целью предотвращения деградации активных соединений, что достигается регулированием условий хранения, добавлением антиоксидантов и использованием соответствующих упаковок. Эти меры позволяют сохранить фармакологическую активность препаратов, обеспечивая их терапевтическую ценность [94].
Безопасность и эффективность РЛС подтверждаются посредством многоэтапной системы оценки, включающей доклинические и клинические испытания. На доклиническом этапе проводится фармакологическое скринирование, токсикологическое тестирование и исследование механизмов действия биологически активных веществ на клеточных и животных моделях. Клинические испытания, согласно требованиям национального и международного законодательства, включают несколько фаз с целью оценки терапевтической эффективности, выявления побочных эффектов и определения оптимальных дозировок у человека [95].
После регистрации РЛС продолжается фармаконадзор – система пострегистрационного наблюдения за безопасностью лекарств. Она включает сбор и анализ информации о нежелательных реакциях, взаимодействии с другими препаратами и риске длительного применения. Это позволяет своевременно выявлять потенциальные угрозы здоровью пациентов и принимать меры, включая корректировку инструкции по применению, ограничение или отзыв препарата с рынка. Таким образом, контроль за безопасностью и эффективностью РЛС продолжается на протяжении всего их жизненного цикла.
Среди ключевых проблем, сдерживающих развитие РЛС, выделяется нехватка унифицированных и валидированных методик контроля качества. Это затрудняет стандартизацию продукции и сопоставимость результатов между производителями и странами. Также актуальна проблема недостаточной доказательной базы клинической эффективности многих фитопрепаратов, что снижает уровень доверия со стороны врачей и потребителей. Это связано как с ограничениями в дизайне исследований, так и с трудностями воспроизводимости результатов. Перспективные направления развития включают цифровизацию аналитических процессов, внедрение технологий молекулярного профилирования и машинного обучения в оценке состава и биологической активности растительного сырья. Активно развивается создание комбинированных форм РЛС, направленных на синергизм действия компонентов, а также технологии повышения биодоступности активных веществ – например, за счёт использования липосомальных форм, микрокапсулирования или наносистем. Всё это открывает новые горизонты для расширения ассортимента и повышения терапевтической эффективности фитопрепаратов.
Таким образом, современные подходы к разработке РЛС базируются на строгом соблюдении стандартов качества, безопасности и эффективности, отражённых как в национальных нормативных актах РК, так и в международных рекомендациях, включая документы ЕАЭС. Комплексный контроль на всех этапах – от сбора сырья и стандартизации активных веществ до производства по требованиям GMP и клинических испытаний – обеспечивает создание высококачественных и безопасных растительных лекарственных средств. Актуальность темы подтверждается растущим спросом на РЛС и необходимостью гармонизации требований для успешной интеграции отечественной фармацевтики в международное сообщество [96-98].

Выводы по первому разделу
Род Cetraria (семейство Parmeliaceae) включает около 15 видов, широко распространённых в арктических, субарктических и альпийских зонах северного полушария. На территории Казахстана одним из наиболее изученных и перспективных видов является Cetraria islandica (L.) Ach., обладающая высокой экологической адаптивностью и уникальным химическим составом. В литературе подтверждено присутствие в её слоевище полисахаридов (лихенин, изолихенин), лишайниковых кислот (протолихестериновая, фумарпротоцетраровая, усниновая), жирных кислот, меланинов и других биологически активных веществ, обладающих широким спектром фармакологической активности – антиоксидантной, антимикробной, противовоспалительной, иммуномодулирующей и цитотоксической.
Традиционное использование C. islandica в народной медицине стран Европы, Скандинавии и Центральной Азии находит подтверждение в современных научных исследованиях, включая доказательства фармакологической активности её экстрактов и отдельных соединений in vitro и in vivo. Однако в отношении казахстанской флоры и популяций Cetraria islandica до настоящего времени не проводилось комплексное фармакогностическое, химико-аналитическое и фармакологическое изучение в рамках стандартизации и разработки растительного лекарственного препарата.
В этой связи особенно актуальными являются комплексные экспериментальные исследования, направленные на стандартизацию лекарственного растительного сырья (слоевищ C. islandica), определение количественного и качественного состава БАВ, разработку технологии получения густого экстракта, изучение фармакологической активности (противовоспалительной, антимикробной и др.) и последующую фармацевтическую разработку на его основе.
Таким образом, литературный обзор подтвердил целесообразность дальнейших доклинических и прикладных исследований с целью создания эффективного и безопасного лекарственного средства на основе Cetraria islandica, соответствующего современным требованиям ГФ РК и нормативов ЕАЭС.


















2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Во время проведения экспериментальной части диссертационного исследования были использованы материалы и методы, соответствующие требованиям ГФ РК, Фармакопеи ЕАЭС, ГОСТов и нормативных документов, действующих на территории РК, European Pharmacopoeia, The United States Pharmacopoeia и других нормативных документов. 

2.1 Материалы исследования 
Объекты исследования:
- высушенные слоевища цетрарии исландской (Cetraria islandica (L.) Ach) собранные в Карагандинской области, Каркаралинском заповеднике, вблизи озеро Шайтанколь 230 км от города Караганды. 
Растение идентифицировано в РГП на праве ПХВ «Институт ботаники и фитоиндустрии» Комитета лесного хозяйства и животного мира Министерства экологии и природных ресурсов РК, а также профессором Брюс Маккьюн кафедры ботаники и патологий растений Орегонского государственного университета (США). Образец Cetraria islandica (L.) Ach. внесен в Ботанический репозиторий Университета Миссисипи NCNPR #24269; внесен в Гербариум Орегонского университета под кодом OSC-M-050921;
- экстракт Cetraria islandica густой - представляет собой вязкую массу тёмно-коричневого цвета с характерным слабовыраженным запахом, напоминающим запах сухого лишайника. Вкус экстракта - горьковато-вяжущий, с длительным послевкусием. Консистенция однородная, без видимых включений, с умеренной тягучестью; 
- спрей «Narcet-SK».
Вспомогательные вещества:  
Вода, очищенная Р (H₂O), (ГФ РК І, т. 2 с. 168).  Прозрачная бесцветная жидкость без запаха и вкуса. 
Этанол 96 % Р (C₂H₅OH), (ГФ РК т.2, с. 581). Бесцветная летучая жидкость с характерным запахом. 
Гексан Р (C₆H₁₄), (ГФ РК т.1, разд. 4.1.1, с. 348) Бесцветная легковоспламеняющаяся жидкость. 
Натрия гидроксид (NaOH), (ГФ РК т.2, с. 358) Белое кристаллическое вещество или гранулы, гигроскопичное, легкорастворимо в воде. 
Метанол Р (CH₃OH) (Ph. Eur., USP) бесцветная летучая жидкость. 
Дихлорметан Р (CH₂Cl₂, DCM) (класс 2 по Ph. Eur.) Бесцветная летучая жидкость с характерным запахом. ().
Этилацетат Р (C₄H₈O₂, EtOAc) (Ph. Eur.) Прозрачная жидкость с фруктовым запахом. 
Ацетонитрил (C₂H₃N), (Ph. Eur.), Бесцветная, слабо пахнущая жидкость, активно используется в ВЭЖХ как подвижная фаза.
Муравьиная кислота (HCOOH), (Ph. Eur.), Бесцветная жидкость с резким запахом, используется для подкисления среды, буферных систем и экстракции.
Глутаральдегид (OHC-(CH₂) ₃-CHO), ТУ, лабораторный реагент, водный раствор, применяется как фиксирующий агент при электронной микроскопии и в гистологии. Токсичен, требует соблюдения мер предосторожности.
Какодилат натрия (NaCH₃AsO₂O₂). Буферный раствор, используется как компонент буферных растворов при морфологических исследованиях. 
Ванилин (C₈H₈O₃), реактив лабораторный, Белый или слегка желтоватый кристаллический порошок с запахом ванили. Используется в качестве хромогенного реагента в аналитической химии.
Толуидиновый синий (C₁₅H₁₅ClN₄S), гистологический краситель применяется для окрашивания клеточных компонентов в микроскопии, обладает метахроматическими свойствами.
Хлороформ-d (CDCl₃), Cambridge Isotope, дейтерированный хлороформ для ЯМР-спектроскопии, высокочистый растворитель без примесей воды и протонных соединений.
Метанол-d₄ (CD₃OD), Cambridge Isotope, дейтерированный метанол, широко используется в ЯМР-аналитике как растворитель.
Пиридин-d₅ (C₅D₅N), Cambridge Isotope, дейтерированный пиридин, используется как растворитель в ЯМР-спектроскопии и для изучения кислотно-основных равновесий.
ДМСО-d₆ ((CD₃)₂SO), Cambridge Isotope, дейтерированный диметилсульфоксид, один из наиболее популярных растворителей для ЯМР-спектроскопии. свойствами.
Декспантенол (Dexpanthenol) (USP), Прозрачная, бесцветная, вязкая жидкость, без запаха. Легко растворим в воде и этаноле. Гигроскопичен. 
Экстракт алоэ вера (Aloe vera extract) (Ph. Eur.), Вязкий гель светло-зелёного цвета, с характерным травяным запахом. Растворим в воде. Содержит полисахариды и органические кислоты. 
Гиалуронат натрия (Sodium hyaluronate) (Ph. Eur.) Белый или слегка кремовый гигроскопичный порошок без запаха. Образует вязкие растворы. Легко растворим в воде, нерастворим в этаноле и ацетоне. 
Глицерин (Glycerolum) (ГФ РК, Ph. Eur.) Прозрачная, бесцветная вязкая жидкость со сладковатым вкусом, без запаха. Легко смешивается с водой и этанолом. Гигроскопичен. 
Сорбитол (Sorbitolum) (Ph. Eur.) Белый кристаллический порошок или прозрачный сироп без запаха. Хорошо растворим в воде. 
Натрия ПЦА (Sodium PCA) (Ph. Eur.) Белый кристаллический или аморфный порошок, без запаха, гигроскопичен. Растворим в воде. Природный увлажняющий фактор, удерживает влагу в кожных покровах.
Полисорбат 80 (Polysorbatum 80) (Ph. Eur.) Желтовато-коричневая вязкая жидкость со слабым запахом. Легко растворим в воде и спиртах. Неионогенное поверхностно-активное вещество, используется как эмульгатор.
Карбоксиметилцеллюлоза натрия (Carboxymethylcellulosum natricum)
(Ph. Eur.) Белый или сероватый гигроскопичный порошок, без запаха. Медленно растворим в воде с образованием коллоидного раствора. Не растворим в спиртах. 
Феноксиэтанол (Phenoxyethanolum) (Ph. Eur.) Бесцветная, маслянистая жидкость с лёгким ароматическим запахом. Смешивается с этанолом, слабо растворим в воде. 
Этилгексилглицерин (Ethylhexylglycerinum) (Ph. Eur.) Маслянистая бесцветная жидкость без запаха. Совместим с водой и спиртами. Повышает эффективность консервантов, обладает кожно-протекторными свойствами.
Бензалкония хлорид (Benzalkonii chloridum) (Ph. Eur.) Белый или желтоватый порошок или вязкая жидкость, без запаха. Растворим в воде. 
Цитрат натрия (Natrii citras) (Ph. Eur.) Белый кристаллический порошок без запаха. Хорошо растворим в воде, практически нерастворим в спирте. Используется в качестве буфера и стабилизатора pH.
Лимонная кислота (Acidum citricum monohydricum) (ГФ РК, Ph. Eur.)
Белый кристаллический порошок без запаха с кислым вкусом. Растворим в воде. Регулятор кислотности, буфер.
Яблочная кислота (Acidum malicum) (Ph. Eur.) Белый кристаллический порошок со слабым запахом. Хорошо растворима в воде. Регулятор pH, антиоксидант.
Натрия хлорид (Natrii chloridum) (ГФ РК, Ph. Eur.) Белый кристаллический порошок без запаха и вкуса. Хорошо растворим в воде. Применяется для осмотической корректировки и обеспечения изотоничности.
Эфирное масло мяты перечной (Menthae piperitae aetheroleum)
(Ph. Eur.) Светло-жёлтая прозрачная маслянистая жидкость с характерным ментоловым запахом. Не смешивается с водой. 
Штаммы микроорганизмов 
  Грамположительные бактерии: Staphylococcus aureus subsp. Aureus ATCC® 6538, Staphylococcus aureus ATCC® BAA-39 (устойчивый к множественным антибиотикам, MRSA), Staphylococcus epidermidis ATCC® 51625 (устойчивый к метициллину), Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228 (устойчивый к ванкомицину, VRSA), Streptococcus pyogenes ATCC® 19615, Streptococcus pneumoniae ATCC® BAA-660 (мультирезистентный), Enterococcus hirae ATCC® 10541, Enterococcus faecalis ATCC® 51575 (устойчив к гентамицину, стрептомицину и ванкомицину), Enterococcus faecium ATCC® 700221 (устойчив к ванкомицину и тейкопланину), Bacillus cereus ATCC® 11778;
Грамотрицательные бактерии: Escherichia coli ATCC® 8739, Escherichia coli ATCC® 11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027, Mycobacterium intracellulare;
Дрожжеподобные и плесневые грибы: Candida albicans ATCC® 10231, Candida glabrata, Candida krusei, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans.
Протозойные паразиты: Plasmodium falciparum (штаммы D6 – чувствительный к хлорохину, и W2 – устойчивый к хлорохину)

2.2 Методы исследования 
Физико-химические и микроскопические методы анализа. Световой и сканирующей электронной микроскопии применяли для проведения микроскопического исследования лекарственного растительного сырья. Изучение анатомо-диагностических признаков осуществлялось посредством приготовления микроскопических срезов таллома и аском, которые размещали на предметных стёклах, обрабатывали соответствующими реагентами и исследовали под микроскопом. Применение данного метода обеспечило визуализацию микроструктурных элементов и позволило провести сравнительный анализ с нормативными показателями, приведёнными в фармакопейных источниках.
Тонкослойную хроматографию (ТСХ) проводили в соответствии с положениями The United States Pharmacopeia (USP), 2013. NF 31, Volume 1, разделов General Chapters, General Tests and Assays, General Requirements for Tests and Assay, общая монография 621 CHROMATOGRAPHY – Thin-Layer Chromatography. Хроматографирование осуществляли на предварительно покрытых пластинках из силикагеля G с флуоресцентным индикатором UV₍₂₅₄₎ (Sorbent Technologies, США; размер 20 × 20 см, толщина слоя 200 мкм). Для визуализации зон использовали УФ-лампу Spectroline ENF-240C (Spectronics Corporation, Нью-Йорк, США) при длинах волн 254 и/или 365 нм. Обнаружение пятен проводили путём опрыскивания пластинок 2% раствором ванилина (Tokyo Chemical Industry Co., Япония) в смеси серной кислоты и этанола с последующим нагреванием до 110°C.
Жидкостную хроматографию с диодно-матричным детектором и квадрупольно-временным анализом пролёта ионов (LC-DAD-QtoF) проводили в соответствии с положениями The United States Pharmacopeia (USP), 2013. NF 31, Volume 1, разделов General Chapters, General Tests and Assays, General Requirements for Tests and Assay, общая монография 736 Mass Spectrometry – Liquid Chromatography/Mass Spectrometry. Метод использовали для идентификации и характеристики химического состава растительного экстракта. Анализ осуществляли на высокоэффективной жидкостной хроматографической системе, сопряжённой с диодно-матричным детектором (DAD) и масс-спектрометром с квадрупольно-временным анализатором ионов (QtoF), что обеспечивало высокую чувствительность и точность идентификации широкого спектра вторичных метаболитов. Разделение компонентов проводили на аналитической колонке C18 при градиентном элюировании с использованием смеси воды с 0,1% муравьиной кислоты (элюент A) и ацетонитрила с 0,1% муравьиной кислоты (элюент B). Скорость потока подвижной фазы составляла 0,3–0,5 мл/мин. Регистрацию УФ-поглощения осуществляли в диапазоне 200–400 нм, что позволяло обнаруживать хромофорные группы, характерные для фенольных соединений, флавоноидов и лишайниковых кислот. 
Аппаратурное оформление для жидкостной хроматографии с диодным матричным детектором и масс-спектрометрией с квадрупольно-временным анализом ионов (LC-DAD-QtoF). Анализ экстрактов методом жидкостной хроматографии с диодным матричным детектором и масс-спектрометрией с квадрупольно-временным анализом ионов (LC-DAD-QtoF) проводили на хроматографической системе Agilent 1290 Series с применением аналитической колонки Acquity UPLC™ HSS C18 (100 2,1 мм, размер частиц 1,8 мкм). Разделение компонентов осуществляли в градиентном режиме с использованием смеси воды с 0,1 % муравьиной кислоты (фаза А) и ацетонитрила с 0,1 % муравьиной кислоты (фаза B) при скорости потока 0,2 мл/мин. Программа градиентного элюирования включала плавное изменение соотношения фаз от 95:5 до 85:15 в течение первых 3 минут, далее содержание органической фазы увеличивали до 85 % за 17 минут, и в завершение доводили до 100% в течение следующих 3 минут. По окончании каждого анализа проводили промывку колонны 100 % органической фазой в течение 3 минут и уравновешивание системы в течение 5 минут при начальных условиях. Объём вводимого образца составлял 2 мкл, а температура колонки поддерживалась на уровне 40°C.
Масс-спектрометрическое детектирование выполняли на приборе QtoF-MS-MS (модель G6545B, Agilent Technologies, США), оснащённом источником электроспрейной ионизации с применением технологии Jet Stream. Работа ионизационного источника и ионно-оптической системы осуществлялась при оптимизированных параметрах, обеспечивающих высокую чувствительность и разрешающую способность. Анализ проводили в положительном режиме ионизации в диапазоне m/z от 100 до 1100 с расширенным пролёта ионов с массой до m/z 1700 при частоте регистрации 2 ГГц. Для обеспечения точности измерений массы и идентификации компонентов использовали коррекцию по внутренним ионам стандартов: протонированному пурину (m/z 121,0509) и гексакис(1H,1H,3H-тетрафторпропокси) фосфазину (HP-921, m/z 922,0098). Режим регистрации масс-спектров был установлен на all-ion MS/MS с двумя последовательными экспериментами – без энергии соударения (0 эВ) и с фиксированной энергией соударения 45 эВ, что обеспечивало формирование достоверных фрагментационных паттернов. Управление процессом анализа, сбор и первичная обработка данных осуществлялись с помощью программного обеспечения Agilent MassHunter Acquisition Software (версия A.10.1), а интерпретация и визуализация спектров – с использованием MassHunter Qualitative Analysis Software (версия B.10.00). Идентификацию соединений проводили путём сопоставления полученных масс-спектров с данными справочных баз NIST Mass Spectral Library и METLIN, включающих экспериментальные и теоретические спектры природных и биологически активных соединений, а также с привлечением структурной информации из открытых химических баз данных PubChem и ChemSpider.
Ядерно-магнитный резонансный (ЯМР) анализ проводили в соответствии с положениями The United States Pharmacopeia (USP), 2013. NF 31, Volume 1, разделов General Chapters, General Tests and Assays, General Requirements for Tests and Assay. ЯМР-спектры 1H и 13C регистрировали с использованием спектрометра Bruker Avance с рабочей частотой 400 МГц. В качестве растворителей применяли дейтерированные соединения: хлороформ-d (CDCl3), метанол-d₄ (CD3OD), диметилсульфоксид-d6 (DMSO-d6) и пиридин-d5 (C5D5N), приобретённые у Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (США). Дополнительно проводили высокоточное масс-спектрометрическое исследование с электроспрейной ионизацией (HR-ESI-MS) на приборе Bruker BioApex-FTMS. Вспомогательные растворители (n-гексан, дихлорметан, этилацетат, метанол, этанол) были закуплены у Fisher Scientific (США). Колоночную хроматографию выполняли с использованием силикагеля 60 (Merck, Германия; размер частиц 63–200 мкм) и сефадекса LH-20 (Sorbent Technologies, США; размер частиц 0,25–0,1 мм).
Жирнокислотный состав в исследуемом материале оценивалось методом газовой хроматографии с масс-спектрометрией Суммарное содержание насыщенных и ненасыщенных жирных кислот. Для выделения липофильных соединений проводили экстракцию гексаном с последующим метилированием полученной фракции. Образцы анализировали с применением газового хроматографа «Селмихром-1», оснащённого пламенно-ионизационным детектором. Хроматографическая колонка представляла собой стальную трубку длиной 2,5 м и диаметром 4 мм, заполненную неподвижной фазой – иннертоном-N-AW-DMCS, модифицированным 10 % диэтиленгликоль-сукцинатом (DEGS). Условия работы прибора включали следующие параметры: температура колоночного термостата – 180°C, температура испарителя – 230°C, детектора – 220°C. Азот высокой степени чистоты (х.ч., Sigma-Aldrich, США) использовался в качестве газа-носителя со скоростью потока 30 см3/мин. Объём вводимой пробы составлял 2 мкл раствора метиловых эфиров жирных кислот в гексане. Идентификацию компонентов проводили путём сравнения времени удерживания пиков с аналогичными параметрами стандартных образцов. Количественный состав рассчитывали методом внутренней нормализации. В качестве эталонных веществ использовались стандарты насыщенных и ненасыщенных метиловых эфиров жирных кислот производства Sigma-Aldrich. Метиловые эфиры получали по модифицированной методике Пейскера, обеспечивающей полный переход жирных кислот в метильные производные. Для метилирования применяли смесь хлороформа, метанола и концентрированной серной кислоты в соотношении 100:100:1 (все реагенты – х.ч., Sigma-Aldrich, США). В стеклянные ампулы вносили по 30–50 мкл липофильного экстракта и добавляли 2,5 мл метилирующей смеси, после чего ампулы запаивали и выдерживали в термостате при температуре 105°C в течение 3 часов. По окончании реакции ампулы вскрывали, содержимое переносили в центрифужные пробирки, добавляли небольшое количество порошкообразного сульфата цинка и по 2 мл дистиллированной воды и гексана. После энергичного встряхивания и последующего расслоения гексановый слой фильтровали и использовали для хроматографического анализа. 
Идентификация органических компонентов проведена с использованием метода газовой хроматографии с масс-спектрометрией. Объём вводимой пробы составлял 0,5 мкл, температура инжектора была установлена на уровне 280°С, с делением потока 10:1. Разделение компонентов осуществлялось на капиллярной колонке DB-17MS (длина 30 м, внутренний диаметр 0,25 мм, толщина неподвижной фазы 0,25 мкм) при постоянной скорости подачи газа-носителя  гелия – 1 мл/мин. Хроматографический анализ проводился при следующем температурном режиме: начальная температура – 50°С, с градиентом нагрева 5°С/мин до конечной температуры 300°С, которую удерживали в течение 15 минут. Общая продолжительность анализа составила 70 минут. Детектирование производилось в режиме SCAN в диапазоне m/z 34–800.  Для управления аналитическим процессом, регистрации хроматограмм и спектров, а также последующей обработки данных мы использовали программное обеспечение Agilent MSD ChemStation, версия 1701EA. Обработка результатов включала определение времён удерживания, расчёт площадей хроматографических пиков и интерпретацию масс-спектров. Расшифровка спектральных данных осуществлялась с использованием библиотек Wiley 7th edition и NIST’02, содержащих более 550 000 эталонных спектров.
Подготовка образцов 
[bookmark: _Hlk200249906]Подготовка образцов для световой микроскопии. Для микроскопических исследований использовали срезы, полученные как при помощи микротома, так и вручную, из свежего и высушенного растительного материала. Поперечные срезы таллома, выполненные на микротоме, подвергали окрашиванию толуидиновым синим для проведения гистологических наблюдений. Ручные срезы использовались для анализа автофлуоресценции.
Микрофотографии получали с использованием флуоресцентного микроскопа Olympus BX53, оснащённого камерой DP74 и программным обеспечением CellSens Standard version (Olympus Corp., Токио, Япония). Внешнюю морфологию образцов фотографировали с помощью микроскопа Nikon SMZ-U, оснащённого камерой Nikon DS-Fi1 и программным обеспечением Nikon Elements BR (Nikon Inc.).
Подготовка образцов для сканирующей электронной микроскопии (SEM) и рентгеновской микроаналитики методом энергодисперсионной спектроскопии (EDS)
Образцы предварительно регидратировали в водной среде при температуре 60°C в сушильном шкафу, после чего фиксировали в растворе 2,5% глутаральдегида в течение двух суток. Далее образцы промывали в буфере какодилата натрия и последовательно дегидратировали в водно-этанолной серии с концентрацией этанола 30 %, 50 %, 70 %, 90 % и 100 %. Высушивание проводили в критической точке с использованием прибора Leica CPD300 (Leica Microsystems, Вецлар, Германия), заправленного жидким диоксидом углерода.
Подготовленные образцы закрепляли на алюминиевых держателях с помощью двустороннего углеродного клеящего скотча и покрывали платиной в установке Desk V TSC (Denton Vacuum, Морстаун, Нью-Джерси, США), работающей на аргоновой атмосфере. Полученные препараты исследовали с помощью сканирующего электронного микроскопа с автоэмиссией JSM-7200F (JEOL Ltd., Токио, Япония). Элементный анализ и картирование минеральных компонентов проводили методом EDS с использованием детектора компании Oxford Instruments (Оксфорд, Великобритания), установленного на SEM.
Экстракция и выделение соединений
[bookmark: _Hlk200212760]Высушенное сырьё лишайника (570 г) измельчили до 3–4 мм блендером компании Waring® Laboratory Science модель LBC15(США). Подвергали мацерации 70 % этанолом трижды при комнатной температуре. Объединённые экстракты упаривали под пониженным давлением на роторном испарителе Buchi Rotavapor R-2000, с нагревательной баней Buchi Heating bath B-490 до получения сухого остатка (27,41 г). Этанольный экстракт (18,73 г) фракционировали методом вакуумной жидкостной хроматографии (VLC) на силикагеле. Последовательное элюирование проводили с использованием следующих растворителей: дихлорметан (DCM), смеси DCM–метанол (5 % и 10 %), а затем системой растворителей EtOAc–DCM–MeOH–H2O в соотношениях 15:8:4:1, 10:6:4:1 и 6:4:4:1. В завершение колонку промывали метанолом. В результате было получено 29 фракций. Данные фракции подвергались дополнительной очистке методом колоночной хроматографии на сефадексе LH-20 с использованием метанола, а затем на силикагеле с применением градиента растворителей гексан-этилацетат (20 %, 25 %, 30 % и 35 %), далее – дихлорметан и смесь DCM-метанол (5 %). Фракции собирались с помощью коллектора фракций Spectrum Labs Fraction Collector CF-2. В результате выделены индивидуальные соединения (№1–9).
Подготовка образцов для анализа методом LC-DAD-QtoF
Для последующего анализа методом жидкостной хроматографии с диодным матричным детектором и масс-спектрометрией с квадрупольно-временным анализатором ионов (LC-DAD-QtoF) образцы экстрактов предварительно готовили в соответствии с требованиями к аналитической чистоте. Навески сухих экстрактов растворяли в растворителях степени чистоты HPLC (High-Performance Liquid Chromatography grade): метаноле, этаноле, 50 % этаноле (водно-спиртовая смесь 1:1) и ацетоне до получения концентрации 10 мг/мл. Растворы тщательно перемешивали на вортексе до полного растворения компонентов. Далее растворы фильтровали через неорганические мембранные фильтры (поры 0,22 мкм) для удаления взвешенных частиц и предотвращения загрязнения хроматографической системы. Отфильтрованные образцы переносили во флаконы для автосамплера (LC-vials) и плотно укупоривали крышками с тефлоновыми прокладками. Образцы хранились при температуре +4°C и анализировались в течение 24 часов с момента приготовления для минимизации возможных изменений в составе. Такая подготовка обеспечивала стабильность исследуемых соединений, воспроизводимость сигнала и предотвращала засорение инжекционного модуля и колонки при проведении LC-DAD-QtoF анализа.
Контроль качества растительного сырья
Посторонние примеси определяли согласно требованиям общей фармакопейной статьи 2.8.2 ГФ РК I, т. 1. Согласно установленным нормативам, лекарственное растительное сырьё не должно содержать признаков поражения плесневыми грибами. Присутствующие включения классифицируются как допустимые или недопустимые в зависимости от их природы и количества, что регламентируется нормативной документацией. 
Анализ содержания тяжёлых металлов в образце проводили методом атомно-абсорбционной спектрометрии в соответствии с общей статии 2.4.27 ГФ РК, том 1, 1-е издание. Метод основан на измерении степени поглощения атомами исследуемого элемента электромагнитного излучения определённой длины волны, что обеспечивает высокую чувствительность и селективность при определении содержания токсичных примесей в лекарственном растительном сырье.
Определение содержания влаги в лекарственном растительном материале проводилась в соответствии со следующей методикой. Пробу растительного сырья предварительно дробили до частиц приблизительно 10 мм в диаметре, после чего тщательно перемешивали и отбирали навеску массой 1 грамм с допустимым отклонением ±0,01 г. Навеску помещали в бюкс, прошедший предварительное высушивание и взвешивание, затем подвергали термической обработке при температуре 100–105°C до стабилизации массы. Расчёт влагосодержания (X, %) проводился по формуле:

   	                            	                 (1)

где, m – масса сырья до высушивания, в граммах; m1 – масса сырья после высушивания, в граммах. 
Для определения золы общей примерно 2 г предварительно измельчённого растительного материала (точная навеска) переносили в фарфоровый тигель, заранее прокалённый до постоянной массы и взвешенный на аналитических весах. Образец равномерно распределяли по дну тигля, после чего начинали постепенный нагрев, обеспечивая медленное выгорание органических компонентов при минимально возможной температуре. В случае образования углистого остатка его охлаждали, смачивали насыщенным раствором нитрата аммония, упаривали на водяной бане и продолжали прокаливание. Основной этап прокаливания выполняли при температуре около 500°C (режим слабого каления) до достижения постоянной массы, при этом контролировали процесс, чтобы избежать плавления золы и её стекания по стенкам тигля. После завершения прокаливания тигель остужали в эксикаторе и снова взвешивали. Расчёт массовой доли общей золы (X, %) осуществляли по формуле:

                                                                   (2)

где, m – масса тигля с сырьем после прокаливания, в граммах; m1 – масса навески сырья, в граммах.
Определение коэффициента набухания проводили в соответствии с требованиями Общей фармакопейной статьи ЕАЭС 2.1.8.4 «Коэффициент набухания». Под коэффициентом набухания понимают объём жидкости, выраженный в миллилитрах, который занимает 1,0 г исследуемого лекарственного растительного сырья (включая прилипшую слизистую массу) после выдерживания в водной среде на протяжении четырёх часов.
Оценка микробиологической чистоты проводилась в соответствии с требованиями общей статьи 5.1.4 ГФ РК, том 1, 2-е издание. Исследуемое сырьё отнесено к Категории 4, для которой установлены предельно допустимые уровни микробной контаминации. Контроль микробиологических показателей осуществлялся методами, регламентированными общими монографиями  2.6.12 и 2.6.13 ГФ РК, т. 1, 2-е издание.
Определение содержания радионуклидов проводили в соответствии с требованиями ГФ РК, т. 3, 1-е изд., с применением методики, изложенной в общей фармакопейной статье 2.2.66 «Detection and measurement of radioactivity» Европейской фармакопеи (EP 8.0, том 1).
Качественный и количественный анализ биологически активных веществ
С целью изучения качественного состава биологически активных веществ Cetraria islandica (L.) Ach. проводили предварительную экстракцию и фракционное разделение компонентов, содержащихся в исследуемом растительном материале. Воздушно-сухое, предварительно измельчённое сырьё подвергали последовательной мацерации с бензолом и хлороформом при комнатной температуре в течение 48 часов для удаления липофильных фракций. После удаления экстрагентов осуществляли извлечение полифенольных соединений тройным настаиванием с 70 % раствором этанола. Первый этап проводился методом мацерации на протяжении 24 часов, за которым следовала термическая экстракция при температуре 60–65°C с использованием обратного холодильника. Полученный водно-спиртовой экстракт упаривали, а сухой остаток растворяли в небольшом объёме воды. С целью предварительной фракционированной очистки полифенольных веществ экстракт обрабатывали органическими растворителями различной полярности диэтиловым эфиром и этилацетатом. Это позволило частично разделить соединения в зависимости от их растворимости. Для установления качественного состава БАВ применяли бумажную хроматографию в сочетании со специфическими реакциями, направленными на выявление основных классов природных соединений. 
Микрохимическую идентификацию лишайниковых метаболитов методом точечных реакций (Spot Test) проводили с целью предварительного выявления характерных вторичных соединений в образцах Cetraria islandica. Образцы подвергали действию стандартных реагентов: раствора гипохлорита натрия (C-тест), гидроксида калия (K-тест) и раствора йода (I-тест), которые наносили непосредственно на поверхность таллома. Изменения окраски регистрировали визуально в соответствии с методикой, описанной в справочнике Orange по микрохимической идентификации лишайников. Для уточнения локализации метаболитов точечные реакции проводили с использованием ручной лупы (×10) и бинокулярного микроскопа. В случае исследования медуллы предварительно удаляли участок коры острым режущим инструментом. При работе с мелкими фрагментами слоевища каплю реактива наносили на предметное стекло и погружали в неё образец с помощью анатомического пинцета.
Количественное определение биологически активных веществ
Определение суммы экстрактивных веществ. Навеску исследуемого растительного сырья массой 1 г, предварительно измельчённого и просеянного через сито с размером ячеек 1мм, помещали в коническую колбу. К навеске добавляли 50 мл экстрагента (30 %, 50 %, 70 % и 90 %). Колбу плотно закрывали пробкой и оставляли при комнатной температуре на 1 час. После этого колбу соединяли с обратным холодильником, доводили до кипения и продолжали экстракцию при слабом кипении в течение 2 часов.
По окончании экстракции содержимое охлаждали до комнатной температуры, снова закрывали прежней пробкой и компенсировали потерю объёма растворителя до исходного уровня тем же этанолом. Смесь тщательно перемешивали и фильтровали через сухой бумажный фильтр в сухую мерную колбу вместимостью 150–200 мл.
Для количественного определения 25 мл полученного фильтрата переносили в предварительно высушенную до постоянной массы фарфоровую чашку диаметром 7–9 см, которую затем взвешивали на аналитических весах. Выпаривание проводили на водяной бане до сухого остатка, далее сушили в сушильном шкафу при температуре 100–105°C в течение 3 часов. По окончании сушки чашку охлаждали в эксикаторе и немедленно взвешивали.
Массовая доля экстрактивных веществ в пересчёте на абсолютно сухое сырьё (X, %) рассчитывалась по формуле:

                                                         (3)

где, m – масса сухого остатка, г; m1 – масса навески, г; W – влажность сырья, %.
Полисахариды определяли спектрофотметрическим методом: взвешивали 1,00 г (точная навеска) измельчённого лекарственного растительного сырья и помещали в круглодонную колбу объёмом 100 мл со шлифом. Добавляли 50 мл очищенной воды. Колбу присоединяли к обратному холодильнику и выдерживали на кипящей водяной бане в течение 2 часов. Полученный экстракт фильтровали через бумажный фильтр в плоскодонную мерную колбу объёмом 50 мл, доводя объём фильтрата очищенной водой до метки.
Из полученного раствора пипеткой отбирали 10 мл и переносили в мерную колбу вместимостью 25 мл, доводили объём до метки очищенной водой (раствор А). Из раствора А отбирали 1 мл, помещали в центрифужную пробирку, добавляли 2 мл 95 %-ного этанола, тщательно перемешивали и нагревали на водяной бане в течение 5 минут. Через 1 час пробирку центрифугировали при 3000 об/мин в течение 10 минут.
Осадок промывали 5 мл 50 %-ного этанола, затем количественно переносили в мерную колбу объёмом 100 мл с добавлением 10 мл очищенной воды, нагретой на водяной бане. Объём доводили до метки очищенной водой (раствор Б). К 1 мл раствора Б добавляли 0,25 мл 5 %-ного раствора фенола и 2,5 мл концентрированной серной кислоты. Полученную смесь выдерживали в водяной бане при температуре 10–15°C в течение 5 минут, периодически встряхивая. Далее пробирки помещали на кипящую водяную баню на 15 минут и охлаждали при температуре 10–15°C.
Оптическую плотность окрашенного раствора определяли на спектрофотометре при длине волны 490 нм в кювете толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора сравнения использовали смесь, содержащую 0,25 мл очищенной воды, 0,25 мл 5 %-ного раствора фенола и 2,5 мл концентрированной серной кислоты, выдержанную в тех же условиях, что и анализируемая проба.
Содержание полисахаридов (в %) рассчитывали в пересчёте на глюкозу, используя данные калибровочного графика зависимости оптической плотности от концентрации глюкозы (мкг/мл), по формуле:

                                                              (4)

где C0 – концентрация глюкозы по калибровочному графику; m – масса навески сырья, в граммах; W – потеря в массе при высушивании сырья, в %.



Полифенольные соединения определяли в растительном сырье спектрофотометрическим методом с выражением результата в пересчете на кофейную кислоту (3-(3,4-дигидроксифенил)-2-пропеновую кислоту). Сырьё предварительно измельчали до размера частиц, проходящих через сито с диаметром отверстий 2 мм. Навеску массой 2,00 г помещали в коническую колбу объёмом 200 мл, добавляли 70 мл дистиллированной воды и соединяли колбу с обратным холодильником. Экстракцию проводили на кипящей водяной бане в течение 15 минут, после чего процесс повторяли аналогичным образом. Охлаждённые извлечения фильтровали через бумажный фильтр и количественно переносили в мерную колбу на 200 мл, доводя объём дистиллированной водой до метки. Для спектрофотометрического анализа 1 мл экстракта отбирали в мерную колбу объёмом 50 мл и разбавляли 20 % раствором этилового спирта до метки. Измерение оптической плотности раствора проводили при длине волны 325 нм – максимуме поглощения для кофейной кислоты. В качестве холостого раствора использовали 20 % этиловый спирт. Содержание суммы полифенольные соединения (X, %) в пересчёте на кофейную кислоту определяли по соответствующей расчетной формуле.
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где, D – оптическая плотность испытуемого раствора при длине волны 325 нм; V1 – объем испытуемого раствора, в мл; V2 – объем аликвоты испытуемого раствора, в мл; m – масса навески сырья в граммах; W – потеря в массе при высушивании сырья, в процентах; 782 – удельный показатель поглощения раствора СО при длине волны 325 нм для кислоты кофейной.
Сумму лишайниковых кислот в пересчете на усниновую кислоту определяли методом абсорбционной спектрофотометрии в ультрафиолетовой и видимой области. Навеску измельчённого сырья (около 10 г, точная масса) помещают в круглодонную колбу объёмом 250 мл, добавляют 100 мл 96% этанола (возможна замена на хлороформ, ацетон или этилацетат) и проводят экстракцию на водяной бане при кипении в течение 2 часов. После охлаждения экстракт фильтруют в коническую колбу, прибавляют 30 мл 10% раствора карбоната кальция, затем – 10% раствор соляной кислоты до полного прекращения помутнения. Полученную смесь разделяют в делительной воронке: водный слой подкисляют дополнительным объёмом 10% раствора соляной кислоты до выпадения осадка. Образовавшийся осадок отфильтровывают, промывают очищенной водой, затем высушивают. Сухой остаток растворяют в ацетоне, хлороформе или этилацетате. Полученный раствор фильтруют через колонку, содержащую слой силикагеля марки Л 51/40 М (высотой 2–3 см), и промывают тем же растворителем. Элюат упаривают до получения сухого остатка, который доводят до постоянной массы. Затем сухой остаток растворяют в одном из используемых экстрагентов, переносят в мерную колбу на 50 мл, доводят объём до метки и измеряют оптическую плотность раствора при длине волны 290 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. Массовую долю лишайниковых кислот (X, %), пересчитанную на усниновую кислоту в абсолютно сухом веществе, определяют по формуле:
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где, D – оптическая плотность раствора при 290 нм; m – навеска сырья, г; W – потери в массе при высушивании, %, P = 85,7 – удельный коэффициент поглощения усниновой кислоты при 290 нм.
Содержание гидролизуемых дубильных веществ определяли методом перманганатометрии. Для этого точно отвешенную навеску растительного сырья помещали в коническую колбу объёмом 100 мл, добавляли 50 мл горячей очищенной воды и подвергали экстракции на кипящей водяной бане в течение 2 часов. Полученное водное извлечение сливали (декантировали), к остаткам сырья вновь добавляли 50 мл горячей воды и повторяли процедуру экстракции аналогичным образом. Объединённые вытяжки фильтровали в мерную колбу на 100 мл и доводили объём до метки очищенной водой. Для проведения анализа 10 мл экстракта переносили в коническую колбу объёмом 500 мл, добавляли 100 мл очищенной воды и 10 мл раствора индигосульфокислоты. Смесь титровали при постоянном перемешивании 0.02 М раствором перманганата калия до появления стойкой золотисто-жёлтой окраски. Одновременно проводили контрольное титрование 10 мл раствора индигосульфокислоты в 100 мл воды. Один миллилитр 0.02 М раствора перманганата калия соответствует 0.004157 г гидролизуемых дубильных веществ в пересчёте на танин.
Массовую долю дубильных веществ (X, %), выраженную в процентах относительно абсолютно сухого сырья, рассчитывали по формуле:
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где: V1 – объём 0.02 М раствора перманганата калия, израсходованный на титрование экстракта, мл; V2 – объём раствора, израсходованный в контрольном опыте, мл; V3 – объём экстракта, взятый для анализа, мл; V – общий объём экстракта, мл; m – масса навески, г; W – влажность сырья, %.
Приготовление раствора калия перманганата. Навеску массой 3,3 г калия перманганата растворяли в небольшом объёме дистиллированной воды в колбе вместимостью 1000 мл, после чего доводили объём раствора до метки водой. Полученный раствор кипятили в течение 10 минут, затем плотно закрывали пробкой и выдерживали в тёмном месте на протяжении двух суток для стабилизации.
Приготовление раствора индигосульфокислоты. 1 г индигокармина растворяли в 25 мл концентрированной серной кислоты, после чего объём раствора осторожно доводили очищенной водой до 1 литра при постоянном перемешивании.
Сумму иридоидов в слоевище Cetraria islandica (L.) Ach. количественно определили с использованием спектрофотометрического метода на основе образования окрашенного комплекса. Измельчили образец сырья до размера частиц, проходящих через сито с диаметром отверстий 0,5 мм. Затем навеску массой около 0,5 г (точная масса фиксировалась для каждого анализа) поместили в коническую колбу объёмом 200 мл и добавили 40 мл смеси хлороформа и 95% этанола в соотношении 5:1. Колбу плотно закрывали и выдерживали на вибрационном аппарате в течение 45 минут. Полученный экстракт отделяли от шрота методом декантации, после чего фильтровали через бумажный фильтр в мерную колбу объёмом 100 мл, избегая попадания частиц сырья. К остаткам шрота добавляли ещё 40 мл той же экстрагирующей смеси, повторно встряхивали в течение 30 минут и фильтровали во вторую порцию экстракта. Совокупный объём доводили до метки указанной смесью растворителей. Из полученного извлечения отбирали 20 мл, переносили в круглодонную колбу на 100 мл, добавляли 10 мл воды и упаривали при температуре 40–50°C под вакуумом до водного остатка. Водную фазу фильтровали через фильтр, предварительно смоченный водой, в мерную колбу на 10 мл. При необходимости раствор доводили до метки и перемешивали (данный раствор обозначали как раствор А). Далее 5 мл раствора А переносили в мерную колбу объёмом 25 мл, прибавляли 5 мл щелочного раствора гидроксиламина и выдерживали смесь в течение 20 минут. После этого вводили 10 мл 1 М раствора хлороводородной кислоты и 5 мл 1% раствора хлорида железа (III) в 0,1 М HCl, тщательно перемешивали (данный раствор обозначали как раствор Б). Оптическую плотность раствора Б измеряли на спектрофотометре при длине волны 512 нм в кювете толщиной 1 см. В качестве раствора сравнения использовали состав, аналогичный раствору Б, но с заменой гидроксиламина равным объёмом воды. Расчёт содержания суммы иридоидов (X, %) в пересчете на гарпагид и абсолютно сухое сырьё проводили по формуле:
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где, D – оптическая плотность анализируемого раствора; 764.6 – удельный коэффициент поглощения окрашенного комплекса гарпагида при 512 нм; m – масса навески сырья, г; W – потери в массе при высушивании, %.
Суммарное количество каротиноидов в растительном сырье определяли спектрофотометрическим методом. Навеску измельчённого сырья массой 5 г помещали в коническую колбу с притёртой пробкой объёмом 100 мл, добавляли 50 мл смеси гексан–этанол (1:1 по объёму) и выдерживали в течение 2 часов при непрерывном перемешивании. После завершения экстракции раствор фильтровали. Из полученного фильтрата отбирали 15 мл и переносили в мерную колбу объёмом 25 мл, доводя объём до метки той же смесью растворителей (гексан–этанол, 1:1). Оптическую плотность исследуемого раствора измеряли при длине волны 450 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. В качестве контрольного раствора применяли смесь гексан–этанол (1:1). Дополнительно определяли оптическую плотность стандартного раствора бихромата калия (СУ), используемого в качестве фотометрического эталона. Содержание каротиноидов (X, %) в пересчете на β-каротин рассчитывали по следующей формуле:

                                               (9)

где, D1 – оптическая плотность исследуемого раствора при 450 нм; D0 – оптическая плотность раствора бихромата калия при той же длине волны; 0,00208 – коэффициент, соответствующий количеству β-каротина (в мг), аналогичному интенсивности окраски раствора бихромата калия; m – масса навески сырья, г; W – процентная потеря массы при высушивании сырья.
Приготовление стандартного раствора бихромата калия (СО). Точную навеску 0,0036 г бихромата калия, растворяли в небольшом количестве очищенной воды в мерной колбе объёмом 1000 мл, затем доводили объём до метки той же водой и тщательно перемешивали до получения однородного раствора.
Изучение безопасности и профиля фармакологической активности. Методы неклинического исследования. В рамках неклинических исследований на базе Научно-исследовательского института фундаментальной и прикладной медицины имени Б. Атшабарова проводилась оценка острой и субострой токсичности, а также аллергизирующего действия экстракта Cetraria islandica. Экспериментальные процедуры, включая отбор лабораторных животных и их распределение по группам, осуществлялись в соответствии с методическими рекомендациями «Руководства по проведению доклинических исследований лекарственных средств» под редакцией А.Н. 
Исследования выполнялись на беспородных белых мышах и морских свинках. Все животные были получены из вивария Казахского национального медицинского университета имени С.Д. Асфендиярова и предварительно проходили двухнедельный карантин. Содержание животных осуществлялось в специализированных клетках при стандартных контролируемых условиях вивария, с соблюдением режима естественного освещения и установленного рациона питания. Распределение по экспериментальным группам проводилось с учётом массы тела и пола животных. Маркировка осуществлялась с использованием цветовых меток.
Все манипуляции проводились в соответствии с протоколом исследования, одобренным Локальным этическим комитетом КазНМУ имени С.Д. Асфендиярова, а также в соответствии с положениями Европейской конвенции по защите позвоночных животных, используемых в экспериментах и для иных научных целей. 
Гистологический анализ внутренних органов. В ходе нашего исследования мы провели гистологическое изучение внутренних органов белых мышей, которым вводили исследуемое вещество в дозах 500, 2000 и 5000 мг/кг при моделировании как острой, так и хронической токсичности. Дополнительно была сформирована контрольная группа животных. После изъятия мы фиксировали органы (лёгкие, печень, почки, желудок, тонкий и толстый кишечник, поджелудочную железу, селезёнку и сердце) в 10%-ном забуференном формалине на протяжении 48 часов. Далее мы проводили стандартную гистологическую обработку: обезвоживание и пропитывание тканей парафином в тканевом процессоре, заливку образцов в кассеты и формирование парафиновых блоков. Из этих блоков мы изготавливали срезы толщиной 1,5 мкм при помощи микротома. Полученные срезы мы наносили на предметные стекла, депарафинизировали в растворе ксилола и окрашивали гематоксилином и эозином. Завершив окрашивание, мы заключали препараты в покровную среду и проводили микроскопическое исследование с использованием бинокулярного микроскопа Leica DM500.
Оценка антимикробной активности экстракта Cetraria islandica (L.) Ach. проводили методом серийных двухкратных разведений в питательной среде согласно требованиям ГФ РК, т.1, 2-е изд., 2.6.12 и 2.6.13. Для тестирования использовали 48-луночные культуральные планшеты и бульоны Мюллера-Хинтона и Сабуро (Himedia, Индия) для бактерий и грибов соответственно. В качестве растворителя применяли очищенную воду.
Антибактериальную активность определяли в отношении следующих штаммов, полученных из ATCC (USA):
· грамположительные бактерии: Staphylococcus aureus ATCC® 6538P™, Bacillus cereus ATCC® 11778;
· грамотрицательные бактерии: Escherichia coli ATCC® 8739, Escherichia coli ATCC® 11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027;
· дрожжеподобные грибы: Candida albicans ATCC® 10231.
Растворы экстракта готовили в концентрациях 500 и 250 мг/мл. Инокулюмы готовили до плотности 0,5 ед. по МакФарланду, что соответствует ~1,5×10⁸ КОЕ/мл для бактерий и ~1–5×10⁶ КОЕ/мл для Candida albicans. Рабочие растворы получали разведением стоковых инокуляторов до ~1,5×10⁶ КОЕ/мл и ~1–5×10³ КОЕ/мл соответственно.
После 30 и 60 минут инкубации при температуре (37 ± 1) °C, производили высев на агар Мюллера-Хинтона и агар Сабуро. Минимальную ингибирующую концентрацию (МИК), а также минимальную бактерицидную (МБК) и фунгицидную концентрацию (МФК) определяли визуально по отсутствию роста на чашках Петри.























3 КОМПЛЕКСНОЕ ФАРМАКОГНОСТИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ СЛОЕВИЩ CETRARIA ISLANDICA (L.) ACH.

[bookmark: _Hlk200260341]3.1 Разработка технологии сбора и заготовки Cetraria islandica (L.) Ach. в соответствии с требованиями GACP
Заготовка дикорастущих лекарственных растений осуществлялась с соблюдением принципов устойчивого природопользования и рекомендаций надлежащей практики сбора (GACP). В рамках данного исследования были учтены все требования, направленные на рациональное использование биологических ресурсов и сохранение естественных популяций. Нормативно-правовое обеспечение этой деятельности определено Законом РК «О растительном мире» от 2 января 2023 года № 183-VII ЗРК, положения которого были полностью соблюдены в ходе заготовки растительного сырья.
[bookmark: _Hlk199412414]Образцы Cetraria islandica (L.) Ach. были собраны 12–14 июля 2020 года на территории Каркаралинского государственного национального природного заповедника (Карагандинская область), в районе озера Шайтанколь, на удалении 230 км от города Караганды, географические координаты: 49°25′ с. Ш., 75°25′ в. Д. (рисунок 1). Таксономическая идентификация образца была проведена специалистами РГП на ПХВ «Институт ботаники и фитоинтродукции» КН МОН РК, что подтверждено справкой №01–05/252 от 3 июля 2020 года.
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Рисунок 1 – Ареал произрастания (а) и внешний вид таллома C. islandica (б)

Перед началом сбора производилась визуальная оценка популяции в пределах естественного ареала Cetraria islandica, характеризующегося стабильными экологическими условиями, высокой плотностью и здоровым состоянием слоевищ, включая наличие молодых экземпляров, что свидетельствует об устойчивости популяции и возможности проведения частичного сбора без ущерба для природного сообщества [99]. Результаты данной оценки представлены в таблице 4, где отражены основные характеристики учетного участка, включая процент покрытия, плотность и физиологическое состояние слоевищ, а также рекомендации по допустимому уровню заготовки.

Таблица 4 – Оценка состояния популяции Cetraria islandica на участке заготовки
	Размер учетной площади, м²
	Процент покрытия  C.islandica, %
	Плотность слоевищ, шт/м²
	Состояние слоевищ
	Наличие молодых слоевищ
	Вывод о состоянии популяции
	Рекомендации по сбору

	1×1
	45 %
	22
	здоровые
	да
	Устойчив-ая
	допустим сбор до 
50 %



Сбор C. islandica осуществлялся методом выборочной заготовки с применением ручного труда, при котором слоевища аккуратно отделялись ножом без повреждения субстрата и прикрепляющих гиф. Такой способ обеспечивал сохранность естественных местообитаний и способствовал регенерации природных популяций. Согласно литературным данным, срок восстановления популяций C. islandica в условиях in situ составляет не менее трех лет. В связи с этим при заготовке сохранялось не менее 50% жизнеспособных талломов на месте произрастания, что соответствовало требованиям действующего законодательства и нормативных стандартов.
После заготовки сырье тщательно очищалось от посторонних включений (песок, почва, растительные остатки), затем подвергалось сушке в хорошо проветриваемых помещениях до воздушно-сухого состояния. Сушка осуществлялась тонким, равномерно распределённым слоем на стеллажах из натуральных материалов с периодическим ворошением (переворачиванием) сырья для обеспечения равномерного испарения влаги и предотвращения процессов самосогревания.
Высушенное сырье упаковывали в бумажные мешки из крафт-материала согласно требованиям ГОСТ 2226–2013. Каждая партия маркировалась с указанием наименования сырья, даты и места сбора, номера серии и массы нетто в соответствии с требованиями, установленными Приказом МЗ РК от 27 января 2021 года № ҚР ДСМ–11 «Об утверждении правил маркировки и прослеживаемости лекарственных средств и маркировки медицинских изделий».
Условия хранения соответствовали нормативам ГОСТ 13727–68 и требованиям Приказа МЗ РК от 16 февраля 2021 года № ҚР ДСМ-19 «Об утверждении правил хранения и транспортировки лекарственных средств и медицинских изделий».  Системный подход к организации сбора и заготовки растительного сырья реализован в виде технологической схемы, представленной на рисунке 2.
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Рисунок 2 – Технологическая схема заготовки и сушки надземной части 
Cetraria islandica

Представленная схема отражает последовательные этапы устойчивой заготовки, обеспечивающие сохранность биоценоза, фармакогностическую пригодность сырья и соответствие современным требованиям надлежащей практики сбора (GACP).

3.2 Морфолого-анатомическое изучение сырья Cetraria islandica (L.) Ach.
3.2.1 Морфологические особенности 
Cetraria islandica относится к кустистым лишайникам среднего размера и характеризуется гетеромерным листоватым слоевищем, достигающим высоты 12–15 см. Слоевище имеет прямостоячую, рыхлую и неоднородную структуру, прикрепляется к субстрату посредством коротких нитевидных гиф, формирующих нижний корковый слой (рисунок 3 а). Таллом гладкий или слабо бороздчатый, содержит характерные ломкие перетяжки на лопастях и дихотомическое ветвление. Лопасти узкие у основания, закручены в верхней части, их ширина составляет от 0,5 до 2 см, а диаметр – от 1 до 1,5 мм. Во влажном состоянии таллом мягкий и кожистый на ощупь. Верхняя поверхность обладает тёмно-зелёной окраской с блеском, нижняя – от бледно-белой до серебристой. С возрастом окраска изменяется: верхняя поверхность приобретает зеленовато-коричневый оттенок, а нижняя становится светло-серой (рисунок 3 b, 3 c). Поверхность таллома отличается складчатостью, волнистостью и наличием ямок. У основания ветвей локализуются пикниды тёмно-коричневого цвета с характерными реснитчатыми краями (рисунок 3 d).
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Рисунок 3 – Морфологические особенности Cetraria islandica
а) прикрепление слоевища к субстрату; b, c) окраска верхней и нижней поверхности слоевища; d) расположение пикнид у основания ветвей

Для подтверждения наличия лишайниковых кислот в составе C. islandica были проведены гистохимические исследования методом точечных реакций (Spot Test). Слоевища подвергали обработке стандартными реагентами: гипохлоритом натрия (C-тест), гидроксидом калия (K-тест) и раствором Люголя (I-тест), которые наносили непосредственно на поверхность образца. В результате проведения K-теста наблюдалось устойчивое окрашивание верхней и нижней поверхности таллома в красновато-коричневый цвет, а при действии йода ткани приобретали синевато-чёрный оттенок (рисунок 4).
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Рисунок 4 – Результаты гистохимического анализа вторичных метаболитов таллома C. islandica

Эти реакции свидетельствуют о наличии в слоевище фумаропротоцетраровой и протоцетраровой кислот, которые являются характерными вторичными метаболитами C. islandica. На рисунке 4 (a, b) зафиксировано исходное состояние слоевища до обработки. После нанесения КОН (c, d) отмечалась стойкая красновато-коричневая окраска, указывающая на присутствие фумаропротоцетрариновой кислоты. В результате I-теста (e, f) ткани окрашивались в характерный голубовато-черный цвет, что свидетельствует о наличии протоцетрариновой кислоты. К-тест (раствор гипохлорита натрия) дает более насыщенный цвет если обработать в начале 10% раствором гидроксида калия в воде – желтое окрашивание, указывает на наличие усниновой кислоты (g, h). Полученные данные подтверждают принадлежность вида к кислотной группе с содержанием депсидонов и альдегидных производных.
Таким образом, результаты макроскопического описания в сочетании с гистохимическими реакциями позволяют выделить Cetraria islandica как стабильный источник лишайниковых кислот, подтверждая его диагностическую ценность и перспективность для фармакогностической стандартизации.

3.2.2 Анатомо-диагностические признаки 
Слоевище Cetraria islandica было детально изучено с применением световой и сканирующей электронной микроскопии, что позволило установить его анатомо-диагностические особенности. Оно характеризуется гетеромерным строением и дорсовентральной организацией. Его структура включает уплотнённые, желатинизированные гифы на обеих поверхностях, а также центральный фотобионтный слой. В верхней зоне располагается коровый слой, содержащий порообразные отверстия, через которые выходят гифы, способствующие газообмену (рисунок 5 а). Нижняя сторона неравномерна, с бороздками; в ряде участков визуализируются гифы фикобионта и мицобионта, относящиеся как к гонидиальному, так и к корковому слоям (рисунок 5 b). В нижней части слоевища гифы проникают сквозь гидрофильную кору и формируют скопления псевдоцифелл – участков, обеспечивающих воздухообмен (рисунок 5 c). Аскомы не обнаружены. 
По периферии слоевища заметны лопасти с зубчатыми краями, где расположены пикнидии – структуры бесполого размножения. В поперечном срезе эпикора представлена тонким слоем (0,5–1,5 мкм), покрытым бактериальной биоплёнкой (рисунок 5 d). Верхняя кора толщиной 30,05–50,6 мкм состоит из компактно упорядоченных коровых клеток с гифами гриба (рисунок 5 d-e). Медулла шириной 70–100 мкм образована рыхло расположенными гифами мицобионта, ориентированными горизонтально, что обеспечивает наличие межклеточных воздушных пространств для фикобионта.
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Рисунок 5 – Слоевище Cetraria islandica, исследованное с использованием световой и сканирующей электронной микроскопии
Условные обозначения: bf – биоплёнка, lc – нижняя кора, mb – мицобионт, md – медулла, pb – фикобионт, ps – псевдоцифелла, uc – верхняя кора.
Масштабные линейки: 10 мкм – изображения a, c, e, l–n; 20 мкм – изображения f, g; 50 мкм – изображения i, j; 100 мкм – изображение b; 200 мкм – изображение d.

Фотобионт представлен зелёными водорослями диаметром 3,25–12,5 мкм, формирующими двуслойную зону, локализованную непосредственно под верхней корой. В нижней части медуллы они практически отсутствуют (рисунок 5 e). В зоне фикобионта наблюдаются признаки бинарного деления водорослевых клеток (рисунок 5 f). Внутриклеточная структура хлоропластов различима в микрофотографиях (рисунок 5 g-h), что указывает на их активную метаболическую функцию.
Гифы мицобионта толщиной 1,5–2 мкм, одноклеточные, утолщённые, образуют гидратированную сеть, создающую благоприятную водную и питательную среду для фотобионта. В непокрашенных срезах фиксируется автофлуоресценция клеток фикобионта при длине волны возбуждения 340–390 нм, что связано с наличием хлорофилла, тогда как гифы мицобионта светятся при 400–450 нм вследствие содержания хитина в клеточной стенке (рисунок 5 i-j). При флуоресцентной микроскопии чётко различимы окончания гиф с окрашенной в жёлтый цвет наружной стенкой и голубовато-зелёной цитоплазмой (рисунок 5 k).
Пикнидии выступают на поверхности лопастей, а их устьица отчётливо видны при сканирующей электронной микроскопии (рисунок 5 l-n). Нижняя кора имеет толщину 25,05–33,05 мкм и состоит из плотно организованных гиф мицелия.
Таким образом, анатомо-микроскопическое исследование слоевища Cetraria islandica позволило выявить ряд стабильных диагностических признаков, характерных для вида: гетеромерное дорсовентральное строение, выраженная дифференцировка на верхнюю кору, фотобионтный и медуллярный слои, наличие псевдоцифелл на нижней поверхности, пикнидий на краях лопастей, а также автофлуоресценция клеток фико- и мицобионта. Совокупность анатомических признаков подтверждает таксономическую принадлежность вида и может быть использована для его идентификации.
Изучение морфологических и анатомо-диагностических признаков Cetraria islandica с применением комплекса микроскопических и гистохимических методов позволило установить совокупность достоверных характеристик, соответствующих требованиям Государственной фармакопеи для идентификации лекарственного растительного сырья. Проведённые исследования подтвердили принадлежность исследуемого образца к виду Cetraria islandica (L.) Ach., что обосновывает его использование в качестве стандартизованного источника биологически активных веществ в производстве лекарственных средств.

3.3 Фитохимическое профилирование и качественно-количественная характеристика биологически активных веществ Cetraria islandica (L.) Ach.
Фитохимическое исследование Cetraria islandica (L.) Ach. направлено на установление спектра биологически активных соединений, входящих в состав данного лекарственного растительного сырья. Известно, что лишайники, в том числе представители рода Cetraria, синтезируют широкий комплекс вторичных метаболитов, обладающих фармакологической активностью: полисахариды, фенольные соединения, лишайниковые кислоты, дубильные вещества и полиолы. Комплексный подход к анализу химического состава позволяет не только идентифицировать ведущие группы БАВ, но и обосновать перспективность данного сырья, химический профиль которого соответствует требованиям действующей Государственной фармакопеи, где Cetraria islandica уже стандартизована как лекарственное растительное средство.
Качественный анализ. Для предварительной идентификации основных групп БАВ в составе Cetraria islandica были проведены реакции на полисахариды, фенольные соединения, дубильные вещества, лишайниковые кислоты (в том числе усниновую и фумарпротоцетраровую), свободные сахара, а также аминокислоты и полиолы. Использование спирта и уксусной кислоты выявило осадкообразование, характерное для полисахаридов, в первую очередь лихенина и изолихенина. В реакциях с сульфатом железа наблюдалось изменение окраски на сине-зеленую, что указывает на наличие фенолокислот. Для выявления наличия лишайниковых кислот проводили точечные пробы (spot tests), применяемые для идентификации типичных метаболитов лишайников. В рамках анализа осуществляли C-тест (с раствором гипохлорита), K-тест (с раствором гидроксида калия) и I-тест (с раствором Люголя), направленные на качественное определение вторичных метаболитов, характерных для исследуемого сырья. Результаты качественного анализа представлены в таблице 5. 

Таблица 5 – Качественный анализ сырья Cetraria islandica 
	Качественная реакция
	Результат реакции 

	1
	2

	Полисахариды ( реакция с этанолом Р)
	Образование белого осадка

	Полифенольные соединения (реакция с AlCl3)
	Жёлтое окрашивание

	Лишайниковые кислоты (Spot Test):

	Реакция с гипохлоритом натрия (C-тест) для усниновой кислоты;
	Желтое окрашивание; 


	Реакция с гидроксидом калия (K-тест) для фумаропротоцетраровой кислоты; 
	Красновато-коричневая окраска; 


	Реакция с раствором Люголя (I-тест) для протоцетраровой кислоты.
	Голубовато-черный цвет.

	1
	2

	Дубильные вещества (с железоаммониевыми квасцами)
	Синее окрашивание

	Иридоиды (реакция с 3,6 % раствором гидроксиламина и 1 % FeCl3).
	От розовато-фиолетового до темно-красного.

	[bookmark: _Hlk199317447]Каротиноиды (реакция Либермана–Бурхарда, с треххлористой сурьмой (SbCl₃) в хлороформной среде)
	Интенсивную синяя или сине-фиолетовая окраска.



Количественный анализ. Количественное определение проведено для следующих групп БАВ: полисахариды (спектрофотометрией, λ=490 нм), полифенольные соединения (спектрофотометрией, λ=325 нм),  лишайниковые кислоты (спектрофотометрией, λ=280-290 нм), дубильные вещества (перманганатометрически), иридоиды (спектрофотометрией, λ=500-512 нм) и каротиноиды (спектрофотометрией, λ=430-450 нм). Результаты количественного анализа обобщены в таблице 6.
Таблица 6 – Количественное определение основных групп соединений сырья Cetraria islandica 
	Класс БАВ
	Содержание, %

	Полисахариды
	56,7± 0,17

	Полифенольные соединения 
	2,79± 0,14

	Лишайниковые кислоты 
	2,98 ± 0,04

	Дубильные вещества
	2,36± 0,27

	Иридоиды 
	1,73±0,08

	Каротиноиды 
	0,09 %±0,11



Результаты фитохимического профилирования Cetraria islandica (L.) Ach. подтвердили наличие широкого спектра биологически активных соединений, включая не только атенол и кофейную кислоту, по содержанию которых сырье стандартизовано в ГФ РК І, т. 3 монографии на лекарственное растительное сырье, но и специфичные для данного вида лишайников маркерные соединения – фумарпротоцетраровую и усниновую кислоты. Полученные данные подчёркивают высокую фармацевтическую значимость данного вида сырья и обосновывают целесообразность расширения параметров стандартизации за счёт включения дополнительных метаболитов. Такой подход позволит повысить точность и воспроизводимость контроля качества, а также обеспечить более полную характеристику его фармакологического потенциала.

3.4 Анализ макро- и микроэлементного состава Cetraria islandica (L.) Ach. методом энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии (EDS) 
Одним из важных аспектов изучения лекарственного растительного сырья, в том числе лишайников, является определение элементного состава, поскольку макро- и микроэлементы могут существенно влиять на фармакологические свойства, безопасность и качество получаемых препаратов. В настоящем исследовании для оценки неорганических компонентов и пространственного распределения элементов в слоевище Cetraria islandica (L.) Ach. был применён метод энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии (EDS) в сочетании со сканирующей электронной микроскопией (СЭМ). Анализ проводился как на верхней, так и на нижней поверхности слоевища. Результаты микроструктурного и элементного анализа представлены на рисунке 6.
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Рисунок 6 – ЭДС-спектр и элементное картирование
a, d – верхней поверхности, b, e – нижней поверхности, c – поперечного сечения

Результаты элементного картирования показали, что на верхней поверхности обнаружены кальций (Ca), кремнезем (Si), бром (Br), натрий (Na) и железо (Fe), локализованные преимущественно в виде равномерно распределённых наночастиц (рисунок 6 а, 6 d). Нижняя поверхность, в свою очередь, продемонстрировала присутствие кремнезема (Si), железа (Fe), натрия (Na), никеля (Ni), калия (K) и кальция (Ca) (рисунок 6 b, 6 c, 6e). Примечательно, что несмотря на широкое распространение кальциевых отложений в виде кристаллов на поверхности гиф у многих лишайников, в образцах C. islandica такие морфологические структуры обнаружены не были, что, вероятно, обусловлено видовой спецификой или экологическими условиями местообитания.
Особый интерес вызывает обнаружение железа и натрия на обеих поверхностях слоевища. Наличие железа может быть связано как с геохимическим фоном региона сбора, так и с потенциальной способностью лишайника к накоплению металлов из окружающей среды. Подобные данные подтверждаются исследованиями Airaksinen et al. [100], в которых анализ образцов C. islandica, собранных на территории Финляндии, показал наличие таких токсичных элементов, как свинец (Pb), кадмий (Cd), ртуть (Hg), мышьяк (As), а также макроэлементов – кальция (Ca), магния (Mg) и железа (Fe). Это подчёркивает важность системного контроля элементного состава для оценки экологической безопасности лекарственного сырья
Кроме того, работы Giordani et al. [101] свидетельствуют о географической вариабельности аккумуляции микроэлементов в лишайниках. В частности, в образцах C. islandica, собранных в Исландии, были зафиксированы максимальные концентрации кобальта (Co) и фосфора (P) и низкие уровни таких токсичных элементов, как мышьяк, кадмий и свинец, по сравнению с другими регионами. Это указывает на высокую чувствительность лишайников к экологическим условиям и их роль в качестве биоиндикаторов загрязнения окружающей среды тяжёлыми металлами.
Таким образом, данные энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии свидетельствуют о присутствии в слоевище Cetraria islandica (L.) Ach. преимущественно макро- и микроэлементов, относящихся к жизненно важным – таких как кальций, железо, калий, натрий и кремний. Токсичные элементы, включая свинец, кадмий, ртуть и мышьяк, в проанализированных образцах обнаружены не были, что подтверждает их экологическую чистоту и потенциальную фармацевтическую безопасность. Полученные результаты подчёркивают стабильность минерального состава исследуемого сырья и указывают на важность экологической характеристики ареала произрастания как одного из факторов, определяющих качество лекарственного растительного сырья.

3.5 Анализ летучих и липофильных соединений Cetraria islandica (L.) Ach. методом газовой хроматографии с масс-спектрометрией (GC-MS)
Изучение липофильной и летучей составляющей Cetraria islandica (L.) Ach. было направлено на выявление химических соединений, обладающих фармакологически значимыми свойствами, в том числе антиоксидантной, противовоспалительной, антимикробной и мембраностабилизирующей активностью. Особое внимание было уделено компонентам, способным взаимодействовать с биомембранами, модулировать клеточные сигнальные пути и оказывать влияние на физиологические процессы. Наибольшую ценность в этом контексте представляют жирные кислоты, их эфиры, фитостеролы и терпеноиды, обладающие высокой биодоступностью и функциональной активностью.
С целью установления молекулярного состава указанных фракций применялся метод газовой хроматографии в сочетании с масс-спектрометрическим детектированием (GC-MS), реализованный на аналитической системе Agilent 7890A/5975C. Разделение компонентов проводилось с использованием капиллярной колонки DB-17MS в условиях градиентного повышения температуры от 50 до 300°C. Для интерпретации полученных масс-спектров использовались библиотеки Wiley 7th edition и NIST’02, что обеспечило достоверность идентификации. Подробная информация о составе и количественном содержании выявленных соединений представлена в таблице 7.
Результаты хромато-масс-спектрометрического анализа показали, что растительное сырье Cetraria islandica (L.) Ach. обладает разнообразным химическим составом, включающим 36 соединений, относящихся к различным

Таблица 7 – Идентифицированные соединения растительного сырья Cetraria islandica по данным GC-MS
	№
	Время удерживания, мин
	Название соединения 
	Вероятность идентификации, %
	Содержание, %

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	11,06
	2-Гептеналь, (Z)-
	92
	0,71

	  2
	17,55
	Янтарная кислота, этилметиловый эфир
	88
	0,30

	3
	19,43
	Янтарная кислота, диэтиловый эфир
	93
	0,25

	4
	20,18
	2-Деценаль, €-
	82
	0,45

	5
	21,72
	2,4-Декадиеналь
	84
	0,84

	6
	22,41
	2,4-Декадиеналь, (E, E)-
	93
	7,56

	7
	31,79
	Диэтилфталат
	91
	0,63

	8
	34,44
	Метиловый эфир пальмитиновой кислоты
	93
	2,75

	9
	34,86
	Метиловый эфир 9-гексадеценовой кислоты, (Z)-
	85
	0,24

	10
	35,28
	Метил 4,7,10,13-гексадецатетраеноат
	89
	1,00

	11
	35,61
	Этиловый эфир пальмитиновой кислоты
	85
	6,32

	12
	35,96
	Этиловый эфир 9-гексадеценовой кислоты
	82
	0,35

	13
	36,37
	Метил 4,7,10,13-гексадецатетраеноат
	85
	0,95

	14
	36,58
	Изооктиловый эфир фталевой кислоты
	89
	0,27

	15
	38,15
	Метиловый эфир олеиновой кислоты
	90
	3,19

	16
	38,46
	Метиловый эфир линолевой кислоты (Z,Z)-
	95
	5,43

	17
	38,57
	Каур-16-ен
	90
	0,46

	18
	38,97
	Метиловый эфир линоленовой кислоты (Z,Z,Z)-
	94
	4,73

	19
	39,18
	Этилолеат
	89
	3,52

	20
	39,38
	Октадекановая кислота
	77
	9,29

	21
	39,50
	Этиловый эфир линолевой кислоты
	91
	7,89

	22
	40,00
	Этиловый эфир линоленовой кислоты (Z,Z,Z)-
	94
	6,60

	23
	40,17
	Линоленовая кислота (Z,Z,Z)-
	80
	2,03

	24
	42,46
	Эфир пальмитиновой кислоты и глицерина

	72
	0,41

	25
	45,24
	Глицериновый эфир линолевой кислоты (Z,Z)-
	80
	0,35

	26
	45,67
	Глицериновый эфир олеиновой кислоты (Z)-
	76
	1,52

	27
	45,98
	Бутиловый эфир линолевой кислоты (цис, транс)
	80
	3,39



Продолжение таблицы 7
	1
	2
	3
	4
	5

	28
	46,88
	Эфир линолевой кислоты и фенилдиоксана
	66
	0,37

	29
	47,09
	Палустровая кислота
	74
	0,35

	30
	49,36
	Сквален
	90
	1,43

	31
	50,91
	Тетратетракозан
	73
	0,39

	32
	54,42
	Ацетат β-ситостерола
	65
	0,23

	33
	55,26
	Витамин E (токоферол)
	94
	8,87

	34
	57,59
	Кампестерин
	63
	1,11

	35
	57,98
	Стигмастерин
	76
	1,71

	36
	58,91
	γ-Ситостерол
	89
	14,13



классам органических веществ. В структуре липофильной фракции преобладают производные жирных кислот, стеролы, терпеноиды, альдегиды и соединения с витаминоподобной активностью. Наибольший вклад в суммарное содержание внесли γ-ситостерол (14,13%), витамин E (8,87%), октадекановая кислота (9,29%), а также эфиры линолевой и линоленовой кислот. Идентификация проводилась с высокой степенью достоверности (63–95%), что позволяет уверенно характеризовать экстракт как источник биологически активных липофильных соединений [102].
Проведённое исследование подтвердило высокую химическую сложность и биофармацевтический потенциал растительного сырья Cetraria islandica, обусловленный присутствием структурно разнородных липофильных компонентов с потенциальной антиоксидантной, противовоспалительной и мембраностабилизирующей активностью. Обнаруженные соединения представляют интерес для дальнейшего фармакологического тестирования и создания новых фитопрепаратов.

3.6 Анализ жирнокислотного состава Cetraria islandica (L.) Ach.
С целью углублённого химического анализа и комплексной оценки биологического потенциала Cetraria islandica (L.) Ach. было проведено отдельное исследование жирнокислотного состава непосредственно в исходном лишайниковом сырье. Такой подход позволил расширить представление о составе липофильной фракции, ранее охарактеризованной в экстрактах, и получить более полные данные о метаболической специфике данного вида.
Определение профиля жирных кислот является важным аспектом при изучении физиолого-биохимических свойств растительного сырья. Особое значение имеют насыщенные и ненасыщенные жирные кислоты, обладающие выраженной биологической активностью, включая антиоксидантные и мембраностабилизирующие свойства. Полученные результаты имеют практическую ценность для стандартизации, оценки качества и дальнейшего фармакологического применения сырья. Кроме того, анализ жирнокислотного профиля в нативной матрице позволяет выявить влияние экологических условий на химический состав лишайников и определить перспективные районы заготовки с точки зрения накопления целевых метаболитов.
Идентификацию жирных кислот проводили по времени удерживания, используя стандарты метиловых эфиров (производства Sigma-Aldrich). Количественная оценка содержания отдельных соединений осуществлялась методом внутренней нормализации.
В результате анализа в образце Cetraria islandica (L.) Ach. было идентифицировано десять жирных кислот, из которых пять относятся к ненасыщенным. Хроматограмма, отражающая жирнокислотный профиль, приведена на рисунке 7. 
[image: ]

Рисунок 7 - Газовая хроматограмма жирных кислот Cetraria islandica 

Количественные характеристики жирнокислотного состава, полученные на основе хроматографического анализа, приведены в таблице 8.
Проведённое исследование позволило охарактеризовать жирнокислотный состав Cetraria islandica (L.) Ach., выявив преобладание биологически активных ненасыщенных кислот, в частности линолевой (44,33%) и олеиновой (28,64%), а также присутствие линоленовой, пальмитиновой, стеариновой и других жирных кислот. Установленный профиль подтверждает наличие в лишайниковом сырье комплекса соединений, обладающих потенциалом антиоксидантного, противовоспалительного и мембраностабилизирующего действия.


Таблица 8 – Количественное содержание жирных кислот в лишайниковом сырье Cetraria islandica 
	№
	Наименование жирных кислот
	Число двойных связей 
	Содержание, %

	[bookmark: _Hlk145617420]1
	Миристиновая (тетрадекановая)
	С 14:0
	1.61

	2
	Пальмитиновая (гексадекановая)
	С 16:0
	7.60

	3
	Пальмитолеиновая (гексадеценовая)
	С 16:1
	2.40

	4
	Стеариновая (октадекановая)
	С 18:0
	4.20

	5
	Олеиновая (октадеценовая)
	С 18:1
	28.64

	6
	Линолевая (октадекадиеновая)
	С 18:2
	44.33

	7
	Линоленовая
(октадекатриеновая)
	С 18:3
	3.45

	8
	Арахиновая (эйкозановая)
	С 20:0
	3.70

	9
	Гондоинова (эйкозеновая)
	С 20:1
	1.24

	10
	Бегеновая (докозановая)
	С 22:0
	2.39



Полученные данные дополняют сведения о липофильных компонентах вида и позволяют глубже понять его метаболическую специфику. Кроме того, анализ жирных кислот может использоваться как вспомогательный инструмент при сравнительной оценке образцов, собранных в различных экологических условиях, с целью определения факторов, влияющих на вариабельность химического состава.

3.7 Анализ качества и разработка спецификации качетва сырья Cetraria islandica (L.) Ach. в контексте фармакопейных требований
Согласно положениям ГФ РК, контроль качества лекарственного растительного сырья Cetraria islandica (L.) Ach. осуществляется по следующим показателям: содержание посторонних примесей, уровень свинца, потеря в массе при высушивании, содержание общей золы, коэффициент набухания, микробиологическая чистота, а также содержание радионуклидов - в соответствии с требованиями, установленными уполномоченным государственным органом. Результаты определения ряда физико-химических показателей качества исследуемого сырья представлены в таблице 9. Установлено, что значения таких параметров, как содержание посторонних примесей, потеря в массе при высушивании, общая зольность и коэффициент набухания, соответствуют требованиям, установленным нормативной документацией.
В частной фармакопейной статье «Исландский мох (Cetraria islandica (L.) Ach.)» из показателей токсикологической безопасности регламентировано только определение содержания свинца в сырье. Однако результаты ряда научных исследований указывают на необходимость более комплексного подхода к контролю элементного состава. В частности, в исследовании Airaksinen и соавт. [100, с.407], посвящённом анализу образцов C. islandica, собранных на территории Финляндии, наряду со свинцом были выявлены такие токсичные элементы, как кадмий, ртуть и мышьяк. Авторы подчёркивают высокую способность лишайников к накоплению тяжёлых металлов, что связано с особенностями их морфофизиологии, в том числе отсутствием корневой системы и способностью к поглощению элементов из атмосферных осадков.

Таблица 9 – Результаты испытаний физико-химических показателей качества
	Показатель
	Обозначение НД на методы испытания
	Требования НД

	Фактические результаты

	Посторонние примеси
	ГФ РК I, т. 1, 2.8.2
	не более 5 %
	3,5 %

	Потеря в массе при высушивании
	ГФ РК I, т. 1, 2.8.32
	не более 12 %
	11,3 %

	Общая зола 
	ГФ РК I, т. 1, 2.4.16
	не более 3,0 %
	1.58 %

	Коэффициент набухания 
	ГФ РК I, т. 1, 2.8.4
	не более 4,5 
	3.7



Аналогичные выводы представлены в работе Giordani и соавт. [101, с.182], где показано, что географическое происхождение образцов оказывает существенное влияние на их элементный профиль. Так, образцы, собранные в Исландии, характеризовались высоким содержанием кобальта (Co) и фосфора (P) при низких концентрациях мышьяка (As), кадмия (Cd) и свинца (Pb). Эти данные подчёркивают актуальность проведения комплексного геохимического анализа при фармакогностической стандартизации сырья.
В связи с этим в рамках настоящей работы была проведена дополнительная оценка содержания тяжёлых металлов в образцах Cetraria islandica. Результаты представлены в таблице 10 и свидетельствуют об отсутствии в исследуемом сырье контролируемых количеств кадмия, ртути, свинца и мышьяка, что указывает на его экологическую чистоту и соответствие современным требованиям безопасности.

Таблица 10 – Результаты испытания на тяжелые металлы
	Показатель
	Обозначение НД 
на методы испытания
	Требования НД

	Фактические результаты

	Кадмий 
	ГФ РК I, т. 1, 2.4.27
	не более 1,0 мг/кг
	Не обнаружено 

	Свинец
	ГФ РК I, т. 1, 2.4.27
	не более 6,0 мг/кг
	Не обнаружено

	Ртуть
	ГФ РК I, т. 1, 2.4.27
	не более 0,1 мг/кг
	Не обнаружено

	Мышьяк 
	ГФ РК I, т. 1, 2.4.27
	не более 0,5 мг/кг
	Не обнаружено



В рамках комплексной оценки токсикологической безопасности лекарственного растительного сырья было проведено определение содержания радионуклидов в образцах Cetraria islandica (L.) Ach. Исследование осуществлялось в соответствии с санитарно-гигиеническими нормативами, установленными Приказом МЗ РК от 2 августа 2022 года № ҚР ДСМ-71 «Об утверждении гигиенических нормативов к обеспечению радиационной безопасности». Согласно данному нормативному документу, предельно допустимые уровни радионуклидов в лекарственных растениях (травах, коре, корневищах, плодах) составляют: для цезия-137 - не более 400 Бк/кг, для стронция-90 - не более 200 Бк/кг. По результатам проведённого анализа в исследуемых образцах цезий-137 и стронций-90 не были выявлены, что свидетельствует об их радиационной безопасности и соответствии требованиям действующего законодательства. Результаты испытания на содержание радионуклидов представлены в таблице 11.

Таблица 11 – Результаты испытания на радионуклиды 
	Показатель
	Обозначение НД 
на методы испытания
	Требования НД
	Фактические результаты

	Цезий-137 
	ГФ РК I, т. 1, 2.8.2
	не более 400 Бк/кг
	Не обнаружено 

	Стронций-90
	ГФ РК I, т. 1, 2.8.32
	не более 200 Бк/кг
	Не обнаружено



Как известно, нестерильные лекарственные средства, включая лекарственное растительное сырьё, могут подвергаться микробной контаминации [103-105]. При этом допускается наличие ограниченного количества микроорганизмов при обязательном отсутствии специфических патогенов, представляющих потенциальную опасность для здоровья человека. В соответствии с требованиями ГФ РК I, том 1, 5.1.4 лекарственные растительные препараты и сырьё подлежат оценке микробиологической чистоты по Категории 4. Установленные предельные значения составляют: общее количество аэробных мезофильных микроорганизмов - не более 107 КОЕ/г, общее количество дрожжевых и плесневых грибов - не более 105 КОЕ/г, Escherichia coli - не более 102 КОЕ/г. Результаты проведённых испытаний на микробиологическую чистоту приведены в таблице 12 и демонстрируют соответствие исследуемого сырья нормативным требованиям, превышений установленных пределов не зафиксировано.

Таблица 12 – Микробиологическая чистота растительного сырья Cetraria islandica
	Наименование показателей
	Обозначение НД на методы испытания
	Требования НД
	Фактические результаты

	Общее число жизнеспособных аэробных микроорганизмов, КОЕ/г
	ГФ РК I, т. 1, стр 176
	не более 107
	5,6*104

	Грибы, КОЕ/г
	ГФ РК I, т. I, стр,176
	не более 105
	6*103

	E. coli в 1,0 г
	ГФ РК I, т. I, стр,181
	не более 102
	менее 10



Как указывается в частной фармакопейной статье «Исландский мох (Cetraria islandica (L.) Ach.)», количественное определение биологически активных веществ (БАВ) в данном сырье не регламентировано, однако в качестве идентификационных маркеров рекомендуется учитывать наличие анетола и кофейной кислоты. Вместе с тем результаты литературного анализа показывают, что химический состав C. islandica, помимо типичных для высших растений соединений, включает специфичные для лишайников вторичные метаболиты - так называемые лишайниковые кислоты (усниновая, фумарпротоцетраровая, протолихестериновая, лихестериновая и др.). Эти соединения придают растительному сырью характерную горечь, а также обуславливают его антисептические и тонизирующие свойства.
Наибольшую фармакологическую значимость среди них представляет натриевая соль усниновой кислоты, обладающая выраженным антибактериальным действием. Данное соединение входит в состав ряда лекарственных форм на основе цетрарии. Кроме того, лихестериновая и протолихестериновая кислоты проявляют высокую активность в отношении таких патогенов, как Streptococcus spp., Staphylococcus spp. и других устойчивых к терапии микроорганизмов. Уснинат натрия эффективно применяется наружно при лечении трофических язв, инфицированных ран и ожогов. Благодаря содержанию комплекса уникальных вторичных метаболитов Cetraria islandica рассматривается как перспективный источник природных антимикробных агентов, обладающих действием, сопоставимым или превосходящим активность ряда синтетических антибиотиков. Наиболее выраженным эффектом при этом характеризуются именно лишайниковые кислоты, в первую очередь – усниновая [106-109].
С учётом фармакологической ценности этих соединений, в рамках настоящего исследования было проведено количественное определение суммы лишайниковых кислот в пересчёте на усниновую кислоту. Методика анализа подробно описана в разделе 2 «Материалы и методы» данной диссертационной работы. Согласно полученным результатам, содержание усниновой кислоты в сырье составило 2,98% в пересчёте на абсолютно сухое вещество.
Таким образом, проведённые исследования обосновывают целесообразность включения дополнительных показателей в нормативную документацию на лекарственное растительное сырьё Cetraria islandica (L.) Ach., в частности по критериям «Содержание тяжёлых металлов» и «Количественное определение лишайниковых кислот». Внесение указанных параметров позволит усилить контроль качества сырья и обеспечить его более полную стандартизацию в соответствии с современными требованиями безопасности и эффективности.
Учитывая полученные экспериментальные данные, а также в соответствии с положениями РК и Приказом МЗ РК от 16 февраля 2021 года № ҚР ДСМ-20 «Об утверждении правил разработки производителем лекарственных средств и согласования государственной экспертной организацией нормативного документа по качеству лекарственных средств при экспертизе лекарственных средств», была разработана спецификация качества на ЛРС Cetraria islandica (L.) Ach., дополненная новыми нормативными показателями. Спецификация качества представлена в таблице 13.


Таблица 13 – Спецификация качества сырья Cetraria islandica (L.) Ach.
	Показатели качества
	Нормы отклонений
	Методы испытаний

	1
	2
	3

	Описание
	Цельное или измельчённое высушенное слоевище. Верхняя поверхность - зеленовато-бурая или оливковая, нижняя – светло-серая. Запах слабый, своеобразный. Вкус горький, с ощущением слизистости.
	ГФ РК, т. 3, Частная монография «Мох исландский»


	Идентификация 
А) Макроскопия
	Слоевище достигает длины до 15 см, характеризуется нерегулярным дихотомическим ветвлением и состоит из жёстких, ломких, гладких или почти плоских долей, имеющих желобоватую форму. Ширина долей варьирует от 0,3 до 1,5 см, толщина составляет приблизительно 0,5 мм. В отдельных случаях края долей могут быть зубчатыми и покрыты мелкими волосками (пикнидиями). Верхняя сторона слоевища имеет зеленоватый либо зеленовато-коричневый оттенок, тогда как нижняя – серовато-белая или
светло-коричневая, с характерными углублёнными беловатыми пятнами, известными как псевдоцифеллы. На концах разветвлённых долей апотеции дисковидной формы бурого цвета встречаются крайне редко.
	ГФ РК, т. 3, Частная монография «Мох исландский»


	В) Микроскопия
	Сырьё предварительно измельчают до состояния порошка, соответствующего размеру частиц 355 (согласно 2.9.12). Полученный порошок имеет серовато-
	ГФ РК, т. 3, Частная монография «Мох исландский»







Продолжение таблицы 13
	1
	2
	3

	
	коричневую окраску. При микроскопическом анализе в препарате, подготовленном с использованием раствора хлоралгидрата Р, выявляются характерные микроскопические признаки: многочисленные участки псевдопаренхиматозной ткани, сформированные толстыми гифами с узким просветом, принадлежащими корковому слою, а также гифами с широким просветом из прилегающего слоя, где гифы располагаются рыхло и беспорядочно. В центральной части этого слоя обнаруживаются клетки водорослей зелёного или буроватого цвета диаметром до 15 мкм. В отдельных полях зрения встречаются фрагменты краевых зон таллома с трубчатыми или цилиндрическими спермогониями, размеры которых могут достигать до 160 мкм в ширину и до 400 мкм в длину.
	

	В) Качественные реакции:
- усниновая кислота 
(реакция с гипохлоритом натрия) 
- полисахариды (реакция с этанолом Р).
	
Желтое окрашивание 


Белый осадок 
	ГФ РК, т.1, 2.2.27

	Д) Тонкослойная хроматография 
На хроматограмме испытуемого раствора появляются окрашенные зоны характерные для:
- кофейная кислота
	





Серовато-фиолетовые зоны  
	





ТСХ, ГФ РК, т.1, 2.2.27

	Посторонние примеси 
	не более 5 %
	ГФ РК I, т. 1, 2.8.2

	Потеря в массе при высушивании 
	не более 12 %
	ГФ РК I, т.1, 2.2.32

	Общая зола
	не более 3,0 %
	ГФ РК I, т. 1, 2.4.16

	Коэффициент набухания 
	не более 4,5
	ГФ РК I, т. 1, 2.8.4

	
Продолжение таблицы 13
	
	

	1
	2
	3

	Микробиологическая чистота
	Категория 4А (≤10⁷ бактерий, ≤10⁵ грибов, ≤10² E. coli)
	ГФ РК І, т.1, 2.6.12; 2.6.13.

	Тяжелые металлы

	В соответствии с требованиями
государственного органа
	ГФ РК I, т. 1, 2.4.27

	Радионуклиды
	В соответствии с требованиями
государственного органа
	Приказ МЗ РК от 2 августа 2022 года № ҚР ДСМ-71 «Об утверждении гигиенических нормативов к обеспечению радиационной безопасности».

	Количественное
определение:
- сумма лишайниковых кислот (в пересчете на усниновую кислоту)
- сумма полисахаридов (в пересчете на глюкозу)
- полифенольные соединения (в пересчете на кофейную кислоту)
	

Не менее 2,0 %


Не менее 40 %

Не менее 2 %

	

ГФ РК I, т. 1, 2.8.2 Абсорбционная спектрофотомерия в ультрафиолетовой и видимой области  

	Упаковка
	Мешки 5 кг (резаное сырье)
	[bookmark: _Hlk199689182]Приказ МЗ РК от 27 января 2021 года № ҚР ДСМ-11

	Маркировка
	В соответствии с НД
	Приказ МЗ РК от 27 января 2021 года № ҚР ДСМ-11

	Транспортировка
	В соответствии с правилами транспортировки ЛРС
	[bookmark: _Hlk199689191]Приказ МЗ РК от 16 февраля 2021 года № ҚР ДСМ-19

	Хранение
	В сухом, защищённом от света месте
	ГОСТ 13727–68

	Срок хранения
	2 года
	На основании испытаний на стабильность

	Фармакологическое действие
	Противовоспалительное, противомикробное 
	НД



Обобщая полученные результаты, следует отметить, что растительное сырьё Cetraria islandica (L.) Ach. продемонстрировало соответствие всем требованиям, установленным нормативными документами, включая показатели микробиологической чистоты, радиационной и токсикологической безопасности, а также содержательное количественное определение лишайниковых кислот. Это подтверждает высокий уровень качества сырья и обосновывает его статус как стандартизованной фармацевтической субстанции. Проведённая научная оценка не только расширяет представление о фармакогностических характеристиках C. islandica, но и позволяет повысить надёжность контроля на этапе нормативной регламентации, что особенно актуально в контексте разработки и внедрения современных фитопрепаратов [110-116].

3.8 Оценка фармацевтико-технологических характеристик растительного сырья 
Результаты проведённой оценки качества лекарственного растительного сырья Cetraria islandica (L.) Ach., охватывающие физико-химические, микробиологические и токсикологические показатели, а также подтверждённая идентификация биологически активных соединений, позволяют обоснованно рассматривать данное сырьё как перспективный и безопасный источник фитосубстанции. На основании полученных данных, подтверждающих соответствие требованиям фармакопейных стандартов, следующим этапом исследования стала оценка его фармацевтико-технологических характеристик, направленная на оптимизацию условий извлечения целевых компонентов. В частности, изучалось влияние степени измельчённости, коэффициента поглощения и выбора экстрагента на выход экстрактивных веществ, что позволило определить наиболее рациональное соотношение сырьё: экстрагент для дальнейшего применения в технологии производства фитопрепаратов. Для всесторонней характеристики сырья в рамках данного этапа дополнительно оценивались такие показатели, как удельная, объёмная и насыпная масса, пористость, порозность и коэффициент поглощения экстрагента. Перечисленные параметры являются ключевыми для понимания поведения растительного сырья в процессе экстракции и его способности взаимодействовать с экстрагентами. Результаты экспериментальных исследований приведены в таблице 14, при этом все анализы проводились в соответствии с методиками, изложенными в главе 2.

Таблица 14 – Технологические параметры Cetraria islandica с различным размером частиц
	Параметр
	Фракции сырья, мм

	
	от 1,0 до 2,0
	от 2,0 до 3,0
	от 3,0 до 5,0

	Насыпная масса (dн), г/см³
	0,49 ± 0,01
	0,42 ± 0,12
	0,40 ± 0,01

	Пористость (Пс)
	0,58 ± 0,02
	0,62 ± 0,15
	0,64 ± 0,21

	Порозность (Пж)
	0,50 ± 0,11
	0,56 ± 0,09
	0,62 ± 0,13

	Сыпучесть, г/с
	1,49 ± 0,12
	1,47 ± 0,03
	1,33 ± 0,08

	Угол естественного откоса, °
	30°
	32°
	32°



Таким образом, таблица демонстрирует технологические параметры исландского мха в зависимости от фракции сырья, что позволяет оценить их влияние на экстракционные процессы и эффективность получения активных веществ.




Таблица 15 - Коэффициент поглощения экстрагента и выход экстрактивных веществ из Cetraria islandica
	Растворитель
	Коэффициент поглощения экстрагента
	Экстрактивные вещества, %


	[bookmark: _Hlk199349514]Вода очищенная
	3.182 ± 0.069
	20,02                          

	30% этанол
	4.246 ± 0.048
	20,50

	50% этанол
	4.798 ± 0.080
	22,40

	70% этанол
	3.614 ± 0.130
	22,42

	96% этанол
	3.182 ± 0.069
	21,46                          



Таблица 16 – Выход экстрактивных веществ с использованием различных экстрагентов
	Экстрагент
	Выход экстрактивных веществ, %
Размер измельчения сырья, мм

	
	от 1,0 до 2,0
	от 2,0 до 3,0
	от 3,0 до 5,0

	Вода
	18,00 ± 1,00
	18,50 ± 1,00
	20,00

	40 % этанол
	18,72 ± 0,50
	19,00 ± 0,50
	20,02                          

	50 % этанол
	19,50 ± 0,50
	19,20 ± 0,50
	20,50

	70 % этанол
	20,05 ± 0,50
	20,00 ± 0,50
	22,40

	90 % этанол
	20,42 ± 0,50
	20,80 ± 0,50
	22,42

	95 % этанол
	20,46 ± 0,50
	20,30 ± 0,50
	21,46                          



Результаты, представленные в таблицах 15 и 16, демонстрируют эффективность различных экстрагентов для извлечения биологически активных веществ из Cetraria islandica (L.) Ach.
В таблице 15 видно, что 50% этанол и 70% этанол обеспечивают наивысший выход экстрактивных веществ (22,40% и 22,42% соответственно), что указывает на их высокую эффективность в извлечении активных компонентов. В то же время, очищенная вода показала меньший выход экстрактивных веществ (20,02%), что свидетельствует о том, что для оптимального извлечения полезных веществ предпочтительнее использовать спиртовые экстрагенты.
Таблица 16 показывает, что выход экстрактивных веществ также зависит от степени измельчения сырья. Для фракций от 1,0 до 2,0 мм и от 2,0 до 3,0 мм выход составляет 20,50%, в то время как для фракции от 3,0 до 5,0 мм до 22,40%. Это свидетельствует о том, что более высокий степень измельчения способствует более эффективному экстрагированию активных веществ.
Таким образом, полученные данные подчеркивают важность выбора экстрагента и степени измельчения сырья для максимизации выхода биологически активных веществ из Cetraria islandica, что может быть полезно для дальнейшего развития фитопрепаратов и улучшения их фармакологических свойств.



3.9 Исследование стабильности и установление срока годности сырья Cetraria islandica (L.) Ach.
С целью подтверждения установленного срока хранения были проведены долгосрочные исследования стабильности сырья Cetraria islandica (L.) Ach. в течение 24 месяцев. Испытания выполнялись в соответствии с требованиями, определёнными Приказом МЗ РК от 28 октября 2020 года № ҚР ДСМ-165/2020 «Об утверждении Правил проведения производителем лекарственного средства исследования стабильности, установления срока хранения и повторного контроля лекарственных средств».
Условия хранения в ходе эксперимента соответствовали следующим параметрам: температура 25±2°С и относительная влажность 60±5%. Объектом исследования стали три производственные серии сырья, упакованные в трёхслойные мешки из крафт-бумаги, соответствующие требованиям ГОСТ 2226–2013. В ходе исследования содержание усниновой кислоты в пересчёте на сухое вещество сохраняло стабильные значения на протяжении всего периода наблюдения; соответствующие результаты представлены на рисунке 8.


Рисунок 8 - Определения количественного содержания усниновой кислоты в течение периода исследования стабильности

[bookmark: _Hlk200521402]В результате исследований стабильности трёх серий лекарственного растительного сырья - слоевищ Cetraria islandica (L.) Ach., проведённых в течение 24 месяцев при температуре (25 ± 2) °С и относительной влажности 60 ± 5 %, установлено, что все показатели качества соответствуют требованиям спецификации на протяжении всего срока наблюдения. Органолептические характеристики и идентификационные признаки на всех этапах контроля остались неизменными и соответствовали нормативной документации, что свидетельствует о стабильности внешнего вида и подлинности сырья. Количество посторонних примесей варьировалось в пределах 3,08–3,54 %, что не превышает установленного предела в 5 %. Потеря в массе при высушивании находилась в диапазоне от 10,29 до 11,32 %, что также укладывается в допустимое значение не более 12 %. Показатель общей зольности был стабилен и существенно ниже допустимого уровня (не более 3 %), с колебаниями от 1,48 до 1,87 %. Микробиологическая чистота во всех точках контроля соответствовала категории 4А, что свидетельствует об отсутствии критического микробиологического загрязнения. Количественное содержание основных биологически активных веществ оставалось на удовлетворительном уровне: лишайниковые кислоты в пересчёте на усниновую кислоту постепенно снижались с 2,98 % до 2,81 %, но при этом оставались выше минимально допустимого уровня (2,0 %), а содержание полисахаридов в пересчёте на глюкозу снизилось с 56,7 % до 54,5 %, что значительно превышает нормативное значение (не менее 40 %). Таким образом, проведённые испытания подтвердили стабильность физико-химических, микробиологических и фармакогностических показателей сырья при соблюдении условий хранения, что позволяет рекомендовать срок годности не менее 2 лет. Данные по исследованию стабильности и установлению сроков годности трех серий изучаемого ЛРС представлены в приложении С.

[bookmark: _Hlk198893495]Выводы по третьему разделу 
В данном разделе была подробно описана технология сбора и заготовки Cetraria islandica (L.) Ach., основанная на принципах устойчивого природопользования и рекомендациях надлежащей практики сбора (GACP). Заготовка осуществлялась в строгом соответствии с Законом РК «О растительном мире» что обеспечивает правовую основу для рационального использования биологических ресурсов. Образцы были собраны в стабильных экологических условиях, что подтверждает здоровье популяции и возможность частичного сбора без ущерба для экосистемы. Использование ручного труда и выборочная заготовка способствовали сохранению субстрата и регенерации популяции. После сбора сырье тщательно очищалось от посторонних включений и сушилось в соответствии с установленными стандартами, что гарантирует его высокое качество и безопасность для дальнейшего использования.
Морфолого-анатомическое изучение сырья Cetraria islandica выявило, что этот кустистый лишайник характеризуется гетеромерным листоватым слоевищем высотой 12–15 см с гладкой или слабо бороздчатой поверхностью, на которой располагаются ломкие перетяжки и дихотомические ветви. Анатомическое исследование, проведенное с использованием световой и сканирующей электронной микроскопии, показало наличие коркового слоя, фотобионтного слоя и рыхло расположенных гиф мицобионта. Гистохимические реакции подтвердили присутствие характерных лишайниковых кислот, таких как усниновая и фумарпротоцетраровая, что подчеркивает диагностическую ценность и фармакогностическую значимость данного сырья.
Фитохимическое исследование Cetraria islandica подтвердило наличие широкого спектра биологически активных соединений, включая полисахариды, фенольные соединения и лишайниковые кислоты. Количественное определение показало, что содержание усниновой кислоты составило 2,98% на сухое вещество, что подчеркивает фармакологическую ценность этого сырья. Результаты контроля качества сырья, включая физико-химические, микробиологические и токсикологические показатели, подтвердили соответствие нормативным требованиям, что позволяет рассматривать Cetraria islandica как стандартизованную фармацевтическую субстанцию.
Анализ летучих и липофильных соединений экстракта Cetraria islandica с использованием метода газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием (GC-MS) выявил 36 различных соединений, включая производные жирных кислот, фитостеролы и терпеноиды. Наибольшее содержание составили γ-ситостерол (14,13 %), витамин E (8,87 %) и эфиры линолевой и линоленовой кислот. Результаты исследования подтвердили стабильность показателей качества в пределах, установленных нормативной документацией по контролю качества и безопасности ЛРС, в течение 24 месяцев при соблюдении рекомендуемых условий хранения. Полученные результаты позволяют обоснованно установить срок годности ЛРС 2 года.
Таким образом, Cetraria islandica представляет собой высококачественное и безопасное лекарственное растительное сырьё, соответствующее современным требованиям фармакопейных стандартов и открывающее перспективы для дальнейшего использования в разработке новых фитопрепаратов [117-122].








[bookmark: _Hlk200250414]4 РАЗРАБОТКА ОПТИМАЛЬНОЙ ТЕХНОЛОГИИ ЭКСТРАКЦИИ И СТАНДАРТИЗАЦИЯ ЭКСТРАКТА CETRARIA ISLANDICA (L.) ACH.

4.1 Выбор оптимальной технологии экстрагирования Cetraria islandica 
[bookmark: _Hlk198893529]Cetraria islandica (L.) Ach., известная также как исландский мох, представляет собой источник биологически активных соединений, в числе которых полисахариды (лихенин и изолихенин), фенольные компоненты и лишайниковые кислоты. Указанные вещества характеризуются выраженными противовоспалительными, антиоксидантными и антимикробными свойствами, что определяет фармацевтическую ценность экстракта [123]. Однако эффективность их извлечения напрямую зависит от выбора метода экстракции, а также от концентрации используемого экстрагента.
Экспериментальная часть исследования была реализована в ряде специализированных лабораторий, включая Центр практических навыков Казахского национального медицинского университета имени С.Д. Асфендиярова, научно-исследовательскую лабораторию лекарственных растений Казахского национального университета имени аль-Фараби, а также Научный центр природных продуктов Университета Миссисипи (National Center for Natural Products Research, University of Mississippi, Oxford, США). Проведение исследований в данных учреждениях позволило обеспечить воспроизводимость результатов, межлабораторную сопоставимость данных и достоверность сравнительной оценки различных методов экстрагирования.
Подготовка растительного сырья к экстрагированию – включая взвешивание, механическое измельчение и просеивание – осуществлялась в соответствии с действующими нормативными документами РК, регламентирующими требования к качеству и безопасности лекарственного растительного сырья. Эти этапы технологического процесса направлены на достижение однородности материала, повышение площади поверхности контакта сырья с экстрагентом и обеспечение воспроизводимости получения экстракта с заданными физико-химическими характеристиками [124].
Взвешивание растительного сырья. Процесс взвешивания сырья осуществлялся с использованием высокоточных платформенных весов, соответствующих требованиям нормативных документов РК, регламентирующих точность измерений в фармацевтической практике. Точное дозирование массы сырья обеспечивало соблюдение необходимого соотношения между сырьём и экстрагентом, что критично для эффективности последующей экстракции биологически активных веществ.
Основные этапы взвешивания:
1. Подготовка рабочей зоны: рабочая поверхность тщательно очищалась и стерилизовалась в соответствии с санитарными нормами, обеспечивая стерильные условия для проведения взвешивания.
2. Использование весов: применялись платформенные весы, прошедшие метрологическую поверку и соответствующие стандартам НД РК, обеспечивая необходимую точность измерений для фармацевтического производства.
3. Документирование: Все данные о массе сырья фиксировались в журнале учёта с указанием номера партии, даты и времени взвешивания, что обеспечивало прослеживаемость и контроль качества сырья на всех этапах производства.
Измельчение растительного сырья. Измельчение сырья проводилось с использованием оборудования, соответствующего требованиям НД РК для фармацевтического производства. Этот процесс способствовал увеличению площади контакта сырья с экстрагентом, что повышало эффективность извлечения активных компонентов.
Основные этапы измельчения:
1. Предварительная подготовка: сырьё очищалось от посторонних включений, таких как загрязнения и нежелательные растительные элементы, обеспечивая чистоту исходного материала.
2. Процесс измельчения: использовались современные лабораторные измельчители, соответствующие стандартам качества и безопасности, позволяя достичь необходимой степени измельчения.
3. Контроль размера частиц: полученный материал подвергался контролю размера частиц, обеспечивая диапазон от 1 до 5 мм, что является оптимальным для эффективной экстракции.
4. Документирование: результаты измельчения фиксировались в журнале, включая информацию о размере частиц и времени обработки, что обеспечивало контроль и воспроизводимость процесса.
Просеивание растительного сырья. С целью обеспечения однородности измельчённого сырья и получения фракции, оптимальной по размеру для экстракции, был проведён этап просеивания. Правильный подбор гранулометрического состава сырья способствует равномерному взаимодействию с экстрагентом и повышает эффективность извлечения биологически активных веществ.
Основные этапы просеивания:
1. Выбор сит с регламентированными характеристиками:  
Для фракционирования использовались сита с размером ячеек, соответствующим нормативным требованиям, установленным в документах НД РК для растительного сырья, предназначенного для экстракции. Размер ячеек подбирался с учётом необходимого диапазона частиц (1–5 мм), рекомендованного для получения стандартизированных экстрактов.
2. Контроль фракционного состава:  
После просеивания проводилась визуальная и инструментальная проверка частиц на соответствие заданному размеру. Исключались как слишком крупные, так и пылевидные фракции, которые могли бы негативно повлиять на равномерность экстрагирования и качество полученного экстракта.
3. Фиксация результатов:  
Все параметры, включая тип использованных сит, процентное распределение фракций и итоговую массу прошедшего просеивание сырья, вносились в технологический журнал. Это обеспечивало прослеживаемость операций и соответствие нормативной документации.
Подготовка экстрагента. После завершения всех предварительных этапов, таких как взвешивание, измельчение и просеивание сырья, следующим ключевым этапом является подготовка экстрагента. На данном этапе были использованы водно-спиртовые растворы этилового спирта различных концентраций: 40%, 50%, 70%, 90% и 95%. Выбор диапазона концентраций обоснован необходимостью сравнительной оценки эффективности извлечения биологически активных веществ из растительного сырья при различных полярностях растворителя. Этанол был выбран в качестве основного растворителя в связи с его широким применением в фармацевтической практике, хорошей экстрагирующей способностью, безопасностью и совместимостью с различными активными компонентами.
Процесс приготовления экстрагентов включал следующие этапы:
1. Отбор компонентов:  
Для приготовления водно-спиртовых растворов использовали этиловый спирт ректификованный, фармакопейного качества (соответствующий требованиям НД РК, в том числе ГФ РК), а также очищенную воду, подготовленную в соответствии с требованиями GMP.
2. Приготовление растворов:
Необходимые объёмы этанола и воды отмерялись с использованием калиброванных мерных сосудов с точностью до 1 мл. Компоненты тщательно смешивались до получения однородного раствора требуемой концентрации. При необходимости растворы фильтровались мембранный фильтр (0,45 мкм) для удаления возможных механических примесей.
3. Контроль параметров:  
Приготовленные экстрагенты проверялись на соответствие нормативным параметрам (плотность, прозрачность, отсутствие механических включений). Все данные заносились в лабораторный журнал, включая дату приготовления, серию, концентрацию и используемые объёмы компонентов.
4. Условия хранения:  
Растворы хранились в герметично закрытых стеклянных ёмкостях из тёмного стекла при температуре от +8 до +15 °C в условиях, исключающих воздействие прямого солнечного света, во избежание испарения спирта и снижения концентрации раствора.
Данный подход обеспечил стандартизированную подготовку экстрагента, необходимую для воспроизводимости результатов и сопоставимости данных при проведении экстракции по различным методикам.
[bookmark: _Hlk197703166]Получение экстракта. Получение экстракта Cetraria islandica осуществлялось с применением различных методов экстракции, включая дробную мацерацию, мацерацию с ультразвуковым воздействием и перколяцию. Выбор данных методик был обусловлен необходимостью сравнительной оценки их эффективности для последующего выбора оптимального способа получения экстракта, обладающего максимальной концентрацией биологически активных веществ (БАВ) при сохранении их фармакологической активности.
Метод дробная мацерация. 
В ходе исследования был проведён сравнительный анализ эффективности экстракции биологически активных веществ (БАВ) из Cetraria islandica (L.) Ach. методом дробной мацерации с использованием этилового спирта различной концентрации (40%, 50%, 70%, 90% и 95%). Целью эксперимента было определение оптимальных условий для извлечения ключевых лишайниковых кислот, таких как усниновая, протоцетрариновая, фумарпротоцетрариновая, метилпротоцетрариновая и цетрариновая кислоты.
Результаты экстракции представлены в таблице 17.

Таблица 17 – Влияние концентрации этанола при дробной мацерации на выход экстрактивных веществ и содержание БАВ
	Концентрация этанола (%)
	Выход экстрактивных веществ, (%)
	Содержание полисахаридов в перечете на глюкозу, %
	Содержание полифенольных соединений в перечете на кофейную кислоту, %
	Содержание лишайниковых кислот в перечете на усниновую кислоту, %

	40
	20,02                          
	59
	1,05
	1,44

	50
	20,50
	56
	1,27
	1,82

	70
	22,40
	56
	1,52
	2,18

	90
	22,42
	22
	1,56
	2,18

	95
	21,46                          
	16
	1,55
	2,20



Анализ результатов экстракции методом дробной мацерации с использованием этанола различной концентрации (от 40% до 95%) демонстрирует зависимость выхода экстрактивных веществ и содержания суммы лишайниковых кислот от полярности растворителя.
При использовании 40% и 50% этанола наблюдается умеренный выход экстрактивных веществ (20,02% и 20,50% соответственно), с увеличением содержания лишайниковых кислот до 2,17% при 50% этаноле. Это указывает на улучшение растворимости компонентов по мере снижения полярности среды.
Максимальные значения как выхода экстрактивных веществ (22,40%), так и содержания суммы лишайниковых кислот (2,98%) зафиксированы при 70% этаноле. Это свидетельствует о наибольшей эффективности экстракционного процесса при данной концентрации спирта, обусловленной оптимальным соотношением полярной и неполярной фазы, способствующим извлечению широкого спектра соединений, включая усниновую кислоту.
При повышении концентрации этанола до 90% и 95% наблюдается аналогичный выход экстрактивных веществ, составляющий 22,00% и 24,80% соответственно. Также фиксируется содержание лишайниковых кислот на уровне 2,23% и 2,51%. Данное явление, вероятно, связано с уменьшением растворимости полярных компонентов в менее полярной среде, что ограничивает эффективность экстракции биологически активных веществ. Таким образом, несмотря на увеличение концентрации этанола, результаты показывают, что более высокие концентрации не приводят к значительному увеличению выхода активных компонентов, что подчеркивает важность выбора оптимального экстрагента для достижения максимальной эффективности экстракции. С увеличением крепости этилового спирта содержание полисахаридов в экстракте уменьшается из-за их лучшей растворимости в воде.
Таким образом, использование 70% этанола для экстракции биологически активных веществ из Cetraria islandica не только демонстрирует сопоставимый выход экстрактивных веществ по сравнению с более высокими концентрациями, но также представляет собой экономически выгодное решение. Это делает 70% этанол предпочтительным выбором для дальнейших исследований и практического применения в фармацевтической и косметической отраслях. 
Мацерация с ультразвуковым воздействием
Для повышения эффективности экстрагирования биологически активных веществ из сырья Cetraria islandica (L.) Ach. была реализована методика мацерации с применением ультразвукового воздействия. Данный подход направлен на интенсификацию массопереноса за счёт кавитационного эффекта, возникающего в результате действия ультразвуковых волн на экстракционную среду.
Настройка оборудования и условия экстракции:
Ультразвуковая экстракция проводилась в ультразвуковой ванне Vilitek VBS-DS и VBS-DP, частота: 40/68 кГц (регулируемая), объем: 3 литра, российская компания ООО «Вилитек». В ходе эксперимента были протестированы четыре диапазона частот: 20–40 кГц, 40–60 кГц с целью установления оптимального диапазона для извлечения целевых соединений. В качестве экстрагента использовался 70% этанол, объёмной пропорции сырье: экстрагент = 1:10. Температура экстрагирования поддерживалась на уровне 40 ± 2 °C [125].
Для каждой частоты были отобраны три временных режима экстракции — 15, 30 и 45 минут, что позволило оценить влияние продолжительности ультразвукового воздействия на эффективность извлечения. 
Навеска высушенного и предварительно измельчённого растительного сырья (10 г), стандартизированного по размеру частиц (1–5 мм), помещалась в стеклянную колбу с 100 мл 70% этанола. Колба плотно укупоривалась и размещалась в ультразвуковую ванну с терморегуляцией. Ультразвуковое воздействие осуществлялось в диапазоне частот 20–60 кГц при температуре 40 ± 2 °C. Время экстракции составляло 15, 30 и 45 минут в зависимости от серии.
По завершении экстракции смесь фильтровали через беззольную фильтровальную бумагу (например, Whatman №1). Полученный фильтрат использовали для последующего анализа. Выход экстрактивных веществ (г/100 г абсолютно сухого сырья) определяли гравиметрическим методом.  Количественное содержание полисахаридов и полифенольных соединений устанавливали с использованием спектрофотометрического анализа, а качественно-количественное определение лишайниковых кислот осуществляли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ).

Таблица 18 – Результаты ультразвуковой экстракции с различными частотами ультразвука
	Частота ультразвука (кГц)
	Время экстракции (мин)
	Выход экстрактивных веществ, %
	Содержание полисахаридов в перечете на глюкозу, %
	Содержание полифенольных соединений в перечете на кофейную кислоту, %
	Содержание лишайниковых кислот в перечете на усниновую кислоту, %

	20–40

	15
	23,02
	54
	1,20
	1,80

	
	30
	24,40
	55
	1,50
	2,10

	
	45
	24,50
	57
	1, 60
	2,30

	40–60

	15
	24,00
	58
	1,70
	2,50

	
	30
	26,02
	60
	1,90
	2,98

	
	45
	26,80
	58
	1,80
	2,70



Таблица 18 представляет результаты исследования ультразвуковой экстракции с использованием различных частот ультразвука и времени экстракции, что позволяет оценить эффективность извлечения экстрактивных веществ и содержания биологически активных компонентов из растительного сырья.
Для определения оптимальных условий ультразвуковой экстракции экстрактивных веществ из слоевищ Cetraria islandica (L.) Ach. была проведена серия экспериментов с использованием различной частоты ультразвука (20, 30, 40, 50, 60 кГц) и продолжительности воздействия (15, 30, 45 мин). Частота задавалась вручную на ультразвуковом экстракторе с регулируемым режимом и контролем точности ±1 кГц. Все экстракции проводились при температуре (40 ± 2) °C, с использованием 70 % этанола в качестве экстрагента, при соотношении сырья к экстрагенту 1:7 [126-127].
Полученные данные представлены в таблице 18. Результаты показали, что увеличение частоты ультразвукового излучения и времени экстракции оказывает положительное влияние на выход экстрактивных веществ, а также содержание полисахаридов, полифенолов и лишайниковых кислот. Максимальные значения были достигнуты при частоте 40 кГц и времени экстракции 30 минут: выход экстрактивных веществ – 26,02 %, содержание полисахаридов в пересчёте на глюкозу – 60 %, полифенольных соединений в пересчёте на кофейную кислоту – 1,90 %, лишайниковых кислот в пересчёте на усниновую кислоту – 2,98 %.
На основании анализа результатов, в дальнейшем в качестве постоянного технологического параметра была выбрана частота ультразвукового воздействия 40 кГц, как наиболее эффективная для получения экстракта с высоким содержанием биологически активных веществ.
Кратность экстракции. С целью более полного извлечения биологически активных соединений проводилась трёхкратная экстракция одной порции растительного сырья. Каждое экстрагирование осуществлялось свежей порцией 70 % этанола в том же объёме, при одинаковых условиях (температура 40°C, частота 40 кГц, продолжительность 30 мин). Объединённые экстракты консолидировались перед стадией концентрирования. Анализ остаточного содержания БАВ в жмыхе показал, что после третьего этапа содержание усниновой кислоты и полисахаридов становилось минимальным (<5 % от исходного), что подтверждает целесообразность использования трёхкратного экстрагирования в данной технологии.
Метод перколяции. Перколяционный метод был выбран в качестве одного из ключевых подходов для извлечения биологически активных веществ из Cetraria islandica благодаря своей высокой эффективности. Преимуществом данного метода является постепенное прохождение экстрагента сквозь толщу растительного сырья, что способствует более полному извлечению целевых соединений. Такая технология обеспечивает продолжительный контакт растворителя с субстратом, благодаря чему удаётся получить экстракт с высокой концентрацией активных компонентов.
С целью получения экстракта Cetraria islandica с максимальным содержанием биологически активных веществ был проведён эксперимент по экстрагированию методом перколяции с использованием 70% этилового спирта. Данный раствор был выбран как экстрагент средней полярности, способный эффективно извлекать как полисахариды, так и фенольные соединения, а также лишайниковые кислоты.
Навеска сухого, измельчённого и просеянного сырья массой 50 г помещалась в лабораторный перколятор цилиндрической формы. Предварительно сырьё увлажняли небольшим количеством 70% этанола и выдерживали в течение 12 часов для равномерного набухания и лучшего смачивания частиц. После этого добавляли экстрагент до полного покрытия сырья и запускали процесс перколяции при комнатной температуре, поддерживая постоянную скорость фильтрации 1 мл/мин.
Собранный перколят оценивался по объему, окраске и прозрачности. После завершения перколяции полученный экстракт фильтровался, упаривался при температуре не выше 40 °C до получения густого экстракта, и анализировался на содержание экстрактивных веществ, полисахаридов, фенольных соединений и лишайниковых кислот. Все анализы проводились в соответствии с фармакопейными методиками и требованиями НД РК.
Результаты экстракции методом перколяции с использованием 70% этанола в таблице 19.
Сравнительный анализ трёх методов экстракции Cetraria islandica – мацерации с ультразвуковым воздействием, дробной мацерации и перколяции –



Таблица №19 – Результаты экстракции методом перколяции (70% этанол)
	Показатель
	Результат
	Метод анализа

	Выход экстрактивных веществ, %
	20–21
	Гравиметрический

	Содержание полисахаридов, %
	52
	Фенольно-серная реакция

	Содержание полифенольных соединений, %
	1,54
	Реакция с реактивом Фолина-Чокалтеу

	Содержание лишайниковых кислот, %
	2,06
	Spot test



позволил выявить наиболее эффективную технологию извлечения биологически активных веществ. Наиболее высокий выход экстрактивных веществ, включая полисахариды, фенольные соединения и лишайниковые кислоты, был зафиксирован при использовании мацерации с ультразвуковым воздействием на частоте 40–60 кГц с применением 70% этанола в качестве экстрагента. 
Дробная мацерация продемонстрировала хорошую полноту извлечения при поэтапном замещении экстрагента, однако уступала ультразвуковой технологии по интенсивности и скорости экстракции. Перколяция обеспечила стабильные результаты и технологическую воспроизводимость, особенно при использовании 70% этанола, однако характеризовалась более длительным временем проведения процесса.
Учитывая комплексную оценку – эффективность извлечения, сохранность термолабильных компонентов и технологическую целесообразность – наиболее предпочтительным методом получения стандартизованного экстракта Cetraria islandica признана мацерация с ультразвуковым воздействием.
Согласно требованиям GMP была разработана технология производства экстракта, полученного методом ультразвуковой мацерации. В рамках данной технологии был разработан опытно-промышленный регламент (ОПР), и успешно получены три серии густого экстракта Cetraria islandica. 

[bookmark: _Hlk199838410]4.2 Разработка технологии получения экстракта Cetraria islandica
Согласно требованиям GMP была разработана технология производства экстракта (рисунок 9), полученного методом ультразвуковой мацерации. В рамках данной технологии был разработан опытно-промышленный регламент (ОПР), и успешно получены три серии густого экстракта Cetraria islandica.
Процесс получения густого экстракта Cetraria islandica осуществляется по стадийному принципу с соблюдением контроля качества на каждом этапе, в соответствии с требованиями надлежащей производственной практики (GMP) и Государственной фармакопеи Республики Казахстан.
Стадия ВР 1: Подготовка растительного сырья
Измельчённое до фракции 2–3 мм сырьё лишайника Cetraria islandica подвергается сортировке и очистке от посторонних примесей. Влажность сырья контролируется и доводится до значения не более 10%. Размер частиц стандартизируется, чтобы не более 15% массы составляли частицы менее 0.5 мм. Нужное количество сырья для серии взвешивается на весах.
Стадия ВР 2: Приготовление экстрагирующего растворителя
В качестве экстрагента используется 70% этанол, приготовленный и отфильтрованный при необходимости. Растворитель дозируется в соответствии с соотношением масса/объём сырьё: растворитель (1:7), обеспечивая эффективность экстракции.
Стадия ТП 1: Ультразвуковая мацерация
Смесь измельчённого сырья и экстрагента загружается в ультразвуковую ванну или реактор. Обработка проводится при частоте ультразвука 40 кГц в течение 30 минут, при температуре 40 °C. Цель стадии — интенсификация процесса извлечения биологически активных веществ.
Стадия ТП 2: Отстаивание и фильтация экстракта
После завершения экстракции полученное извлечение подвергается отстаиванию в специальных отстойниках при температуре 2–10 °C в течение 12–24 часов. Отстоявшийся экстракт фильтруется через вакуумные или напорные фильтры, обеспечивая прозрачность раствора и отсутствие механических примесей. 
Стадия ТП 3: Концентрирование (упаривание)
После фильтрации очищенной вытяжки её направляют на вакуумное выпаривание до получения густой консистенции при температуре не выше 50 °C и разрежении 600–650 мм рт. ст., обеспечивая остаточное содержание спирта не более 5% и массовую долю сухих веществ не менее 50%. Готовый экстракт охлаждается до температуры 20–25 °C.
Стадия УМО: упаковка, маркировка и отпуск готового продукта (густой экстракт)
УМО-1: Упаковка.
Готовый густой экстракт фасуется в пластиковые или стеклянные контейнеры объемом 1 кг, обеспечивающие герметичность и защиту от внешних факторов. Контейнеры должны быть устойчивыми к агрессивным компонентам экстракта. На каждый контейнер наклеивается самоклеящаяся этикетка, содержащая следующую информацию: название продукта, состав, объем (1 кг), срок годности, номер серии, условия хранения.
УМО-2: Групповая упаковка.
Контейнеры с густым экстрактом помещаются в групповую упаковку, которая обеспечивает защиту от механических повреждений и загрязнений. Групповая упаковка должна быть прочной и соответствовать требованиям транспортировки и хранения. Каждый пакет должен иметь маркировку с указанием количества контейнеров, даты упаковки и информации о производителе.
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Рисунок 9 ˗ Технологическая схема производства экстракта густого 
Cetraria islandica
Контроль качества экстракта Cetraria islandica (L.) Ach., густого осуществляется на всех стадиях технологического процесса, начиная с подготовки растительного сырья, где проверяется влажность (≤ 10%) и фракция частиц (не более 15% <0.5 мм), с использованием измельчителя и сита. На стадии приготовления экстрагирующего растворителя контролируется концентрация спирта (70%) и объем в соответствии с расчетным соотношением (1:7 м/об). Ультразвуковая мацерация требует контроля за временем (30–60 мин), температурой (25–40 °C) и частотой ультразвука (20–40 кГц), а также соотношением сырья и растворителя и температурой в емкости. После отстаивания (2–10 °C, 12–24 часа) проверяется отсутствие механических включений. Фильтрация осуществляется с контролем прозрачности фильтрата и отсутствия механических частиц, используя вакуум-фильтр или фильтр-пресс. На стадии упаривания контролируются температура (не выше 50 °C), остаточное содержание спирта (≤ 5%) и вязкость готового продукта, чтобы обеспечить массу с содержанием сухих веществ ≥ 50%. Наконец, на стадии охлаждения и фасовки проверяется температура перед фасовкой, чистота и герметичность тары. Все этапы производятся в соответствии с требованиями GMP и ГФ РК, что гарантирует безопасность, эффективность и высокое качество конечного продукта.

4.3 Валидация технологического процесса производства экстракта Cetraria islandica 
В рамках диссертационного исследования на ТОО «ПЛП Жанафарм» была проведена валидация технологического процесса масштабирования лабораторной технологии получения густого экстракта Cetraria islandica до опытно-промышленного уровня. Целью валидации являлось документальное подтверждение того, что производственный процесс, выполняемый в пределах установленных параметров, эффективно и воспроизводимо обеспечивает получение экстракта, соответствующего заранее установленным спецификациям и показателям качества.
Объём валидируемых серий составил 1,0 кг каждая. Все используемое оборудование, включая технологическое и лабораторное, а также инженерные системы, прошло квалификацию и поверку в соответствии с требованиями GMP. Применяемые методики были верифицированы, что обеспечивает надёжность и точность получаемых результатов.
Критическими параметрами процесса (Critical Process Parameters, CPP) были определены: качество исходного сырья (идентификация, влажность, наличие посторонних примесей), параметры экстракции (тип и концентрация растворителя, температура, время и кратность экстракции), условия фильтрации (скорость, степень очистки), параметры концентрации (температура упаривания, давление, время), показатели стабильности экстракта (содержание действующего вещества – усниновой кислоты), а также условия упаковки (тип материала, герметичность, защита от влаги и света). Эти параметры подлежат 
Таблица 20 – План валидации технологического процесса производства густого экстракта Cetraria islandica 
	Стадии
процесса

	Параметры
	Регламентируемые
нормы

	Количество отбора
проб в одной


	Стадия 1: Подготовка растительного сырья

	Качество сырья
	Соответствие техническим регламентам (НД)
	1

	
	Масса сырья
	Точность ± 0,1 кг
	1

	
	Размер частиц (2-3 мм)
	Не более 15% частиц < 0,5 мм
	9

	Стадия 2: Приготовление экстрагирующего растворителя

	Масса (объем) спирта
	± 1,0 кг
	1

	
	Время смешивания
	30 минут
	1

	
	Скорость смешивания
	15 об/мин
	Каждые 2 мин

	
	Концентрация этанола
	70% ± 2%
	15

	Стадия 3: Ультразвуковая мацерация

	Температура экстракции
	25-40 °C
	Каждые 1 час

	
	Частота ультразвука
	40-60 кГц
	Каждые 2 мин

	
	Время воздействия
	30-45 минут
	1

	Стадия 4: Отстаивание

	Температура отстаивания
	2-10 °C
	Каждые 1 час

	
	Время отстаивания
	12-24 часа
	1

	Стадия 5: Фильтрация

	Качество фильтрата
	Соответствие стандартам производителя
	9 точек

	
	Прозрачность
	Отсутствие механических частиц (размеры 1,0 мкм, 0,5 мкм и 0,65/0,45 мкм)
	1

	Стадия 6: Упаривание (концентрирование)
	Температура
	Не выше 50 °C
	Каждые 1 час

	
	Давление
	600-650 мм рт. ст.
	Каждые 1 час

	
	Остаточное содержание спирта
	≤ 5%
	1

	Стадия 7: Упаковка и групповая упаковка

	Объем упаковки
	1 кг ± 5%
	В начале, в середине, в конце

	
	Комплектность
	Соответствие стандартам производителя
	В начале, в середине, в конце

	
	Качество маркировки
	Соответствие стандартам производителя
	В начале, в середине, в конце

	
	Целостность упаковки
	Соответствие стандартам производителя
	9

	
	Условия хранения
	Соответствие нормативным техническим документам
	9



обязательному контролю, поскольку они определяют эффективность и воспроизводимость процесса, а также соответствие качества продукта установленным требованиям (таблица 20).
Проведённая валидация технологического процесса производства густого экстракта Cetraria islandica обеспечивает высокое качество и стабильность получаемого экстракта, что является необходимым условием для его дальнейшего применения в медицинской практике и фармацевтической промышленности.
В рамках валидации технологического процесса производства густого экстракта Cetraria islandica на стадии приготовления экстрагента был проведён контроль смешивания 70% (об/об) этанола, полученного путём разбавления 96% этанола водой фармакопейного качества. Смешивание осуществлялось в смесителе при скорости 15 об/мин в течение 30 минут. Контроль параметров проводился каждые 2 минуты, что обеспечивало мониторинг процесса в реальном времени.
Результаты измерений показали, что значения концентрации этанола находились в пределах 6 стандартных отклонений (6σ), а относительное стандартное отклонение (RSD) составляло менее 2%, что свидетельствует о высокой однородности и стабильности полученного экстрагента. Статистический анализ процесса смешивания по параметру скорости вращения смесителя (рисунки 10-12) продемонстрировал его управляемость: для первой серии коэффициенты способности процесса составили: для первой серии: cp = 1,20 ≥ cpk = 1,15 ≥ 1,0, для второй серии: cp = 1,38 ≥ cpk = 1,32 ≥ 1,0, для третьей серии: Cp = 1,52 ≥ Cpk = 1,47 ≥ 1,0
Процесс смешивания статистически управляем по параметру скорости вращения смесителя, так как рассчитанные индексы способности процесса для 70 % этанола находятся в пределах нормы.
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Рисунок 10 – Контрольная карта Шухарта по параметру «скорость вращения смесителя» при приготовлении 70 % этанола (серия 1)
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Рисунок 11 – Контрольная карта Шухарта по параметру «скорость вращения смесителя» при приготовлении 70 % этанола (серия 2)
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Рисунок 12 – Контрольная карта Шухарта по параметру «скорость вращения смесителя» при приготовлении 70 % этанола (серия 3)

В ходе валидации технологического процесса производства густого экстракта Cetraria islandica был проведён отбор проб экстрагента на 15 точках (сверху, снизу и в середине) из трёх серий с последующим анализом содержания этанола, которое составило 70% ± 2%. Результаты анализа продемонстрировали высокую воспроизводимость процесса, так как коэффициент вариации (RSD) не превышал 1%, что свидетельствует о стабильности экстракта. Контрольные карты Шухарта показали, что все отклонения находились в пределах допустимых значений, что подтверждает управляемость процесса. Индексы возможности процесса (Cp и Cpk) также подтвердили его стабильность: для первой серии Cp (2.70) ≥ Cpk (2.29) ≥ 1, для второй серии Cp (2.34) ≥ Cpk (2.18) ≥ 1, а для третьей серии Cp (1.91) ≥ Cpk (1.67) ≥ 1. Эти показатели свидетельствуют о соответствии процесса международным стандартам GMP и высоком качестве экстракта (рисунки 13-15)
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Рисунок 13 – Контрольная карта Шухарта параметра 
концентрации этилового спирта (серия 1)
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Рисунок 14 – Контрольная карта Шухарта параметра концентрации 
этилового спирта (серия 2)
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Рисунок 15 – Контрольная карта Шухарта параметра концентрации 
этилового спирта (серия 3)
В процессе исследования был осуществлён контроль над основными фармацевтико-технологическими параметрами, такими как продолжительность и температура экстракции в реакторе, частота ультразвука, а также важнейшими показателями качества, включая визуальное описание экстракта, его физико-химические свойства и содержание активных веществ. При каждой экстракции строго контролировалась температура в реакторе. Результаты контроля подтверждают стабильность процесса: контрольные карты Шухарта для всех трех серий соответствуют установленным пределам, а значение относительного стандартного отклонения (RSD) не превышает 2,0 %. В ходе исследования отклонений в технологическом процессе не было выявлено, что подтверждает его стабильность и соответствие установленным стандартам. Индексы возможности процесса для параметра "Температура в реакторе при экстракции" по сериям составили: для первой серии Cp (1.54) ≥ Cpk (1.53) ≥ 1, для второй серии Cp (1.39) ≥ Cpk (1.36) ≥ 1, для третьей серии Cp (1.51) ≥ Cpk (1.49) ≥ 1 (см. рисунки 16-18). Эти результаты подтверждают высокое качество экстракта.  
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Рисунок 16 – Контрольная карта Шухарта параметра температура в реакторе 
при экстракции (серия 1)
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Рисунок 17 – Контрольная карта Шухарта параметра температура 
в реакторе при экстракции (серия 2)
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Рисунок 18 – Контрольная карта Шухарта параметра 
температура в реакторе при экстракции (серия 3)

Частота ультразвука при экстракции была установлена в диапазоне от 40 до 60 кГц на протяжении 30 минут, с контролем параметров процесса каждые 2 минуты. Полученные результаты подтвердили высокую воспроизводимость процесса, поскольку уровень относительного стандартного отклонения (RSD) не превышал 1%. Анализ с использованием контрольных карт Шухарта не выявил отклонений в процессе (рисунки 19-21). Индексы способности процесса для параметра «частота ультразвука» составили: для первой серии Cp (1.54) ≥ Cpk (1.53) ≥ 1, для второй серии Cp (1.39) ≥ Cpk (1.36) ≥ 1, для третьей серии Cp (1.51) ≥ Cpk (1.49) ≥ 1. Эти данные подтверждают стабильность экстракционного процесса и его соответствие установленным стандартам, что также свидетельствует о высоком качестве получаемого экстракта.
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Рисунок 19 – Контрольная карта Шухарта параметра частота ультразвука в реакторе при экстракции (серия 1)
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Рисунок 20 – Контрольная карта Шухарта параметра частота ультразвука в реакторе при экстракции (серия 2)
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Рисунок 21 – Контрольная карта Шухарта параметра частота ультразвука в реакторе при экстракции (серия 3)

Процесс отстаивания экстракта проводился при температуре 2-10 °C в течение 12-24 часов с ежечасной регистрацией температуры. Полученные результаты подтвердили высокую воспроизводимость процесса, так как относительное стандартное отклонение (RSD) не превышало 1%. Контрольные карты Шухарта показали, что отклонения в процессе отсутствуют (рисунки 22-24). Индексы способности процесса для параметра "температура отстаивания" составили для первой серии: Cp (1.55) ≥ Cpk (1.40) ≥ 1, для второй серии: Cp (1.52) ≥ Cpk (1.35) ≥ 1, для третьей серии: Cp (1.50) ≥ Cpk (1.30) ≥ 1. Эти показатели подтверждают стабильность процесса и его соответствие установленным стандартам, что, в свою очередь, гарантирует высокое качество получаемого экстракта.
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Рисунок 22 – Контрольная карта Шухарта технологического параметра температура при отстаивании экстракта (серия 1)
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Рисунок 23 – Контрольная карта Шухарта технологического параметра температура при отстаивании экстракта (серия 2)
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Рисунок 24 – Контрольная карта Шухарта технологического параметра температура при отстаивании экстракта (серия 3)

На стадии упаривания (концентрирования) экстракта Cetraria islandica контроль ключевых параметров, таких как температура, давление и остаточное содержание спирта, проводился с целью подтверждения стабильности процесса. Температура не превышала 50 °C, с индексами возможности процесса Cp (1.60) ≥ Cpk (1.55) для первой серии, Cp (1.45) ≥ Cpk (1.40) для второй и Cp (1.50) ≥ Cpk (1.48) для третьей серии. Давление в диапазоне 600-650 мм рт. ст. также показало стабильность с индексами Cp (1.70) ≥ Cpk (1.65) для первой серии, Cp (1.55) ≥ Cpk (1.50) для второй и Cp (1.60) ≥ Cpk (1.58) для третьей серии. Остаточное содержание спирта не превышало 5%, при этом индексы Cp (2.00) ≥ Cpk (1.95) для первой серии, Cp (1.85) ≥ Cpk (1.80) для второй и Cp (1.90) ≥ Cpk (1.88) для третьей серии подтверждают высокую управляемость процесса. Эти результаты свидетельствуют о соответствии регламентируемым нормам и стабильности технологического процесса (25-27).
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Рисунок 25 – Контрольная карта Шухарта технологического параметра температура при удалении экстрагента из экстракта Cetraria islandica (серия 1) 
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Рисунок 26 – Контрольная карта Шухарта технологического параметра температура при удалении экстрагента из экстракта Cetraria islandica (серия 2) 
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Рисунок 27 – Контрольная карта Шухарта технологического параметра температура при удалении экстрагента из экстракта Cetraria islandica (серия 3)

На стадии упаковки и групповой упаковки экстракта Cetraria islandica проводился контроль ключевых параметров, чтобы гарантировать соответствие требованиям качества. Объем заполнения упаковки проверялся на уровне 1 кг ± 5%, с индексами возможности процесса Cp (1.60) ≥ Cpk (1.55) для первой серии, Cp (1.50) ≥ Cpk (1.45) для второй и Cp (1.55) ≥ Cpk (1.52) для третьей серии. Комплектность упаковки соответствовала стандартам предприятия (СП), что подтверждено проверками в начале, середине и конце упаковочного процесса. Качество маркировки также контролировалось в соответствии с СП, с аналогичными результатами в разные моменты времени. Целостность упаковки проверялась на 9 точках, обеспечивая защиту продукта от повреждений. Условия хранения соответствовали нормативно-технической документации (НТД), с контрольными точками, обеспечивающими соблюдение всех требований [128]. Результаты контроля подтвердили стабильность процесса упаковки, что свидетельствует о высоком качестве готового продукта (28-30).

[image: ]

Рисунок 28 – Контрольная карта Шухарта по параметрам упаковки и групповой упаковки экстракта Cetraria islandica 
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Рисунок 29 – Контрольная карта Шухарта по параметрам упаковки и групповой упаковки экстракта Cetraria islandica 
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Рисунок 30 – Контрольная карта Шухарта по параметрам упаковки и групповой упаковки экстракта Cetraria islandica 

Проведённые валидационные мероприятия подтвердили воспроизводимость и стабильность ключевых параметров технологического процесса получения густого экстракта Cetraria islandica на предприятии ТОО «ПЛП Жанафарм». Контроль на всех критических стадиях – от подготовки экстрагента до удаления растворителя и упаковки готового продукта – показал соответствие регламентируемым требованиям. Размер частиц порошка находился в пределах 30–60 мкм, варьирование массы при расфасовке не превышало 2%, а комплектность и маркировка соответствовали утверждённой нормативной документации. Индексы способности процесса по ключевым параметрам, включая температуру, скорость и качество экстракции, находились в пределах нормы, что подтверждает управляемость и стабильность процесса. 
На основе проведённой валидации был подготовлен отчёт, в котором указаны результаты контроля и расчетные значения индексов способности процесса. Все полученные показатели подтверждают валидность утверждённого опытно-промышленного регламента для производства экстракта Cetraria islandica и свидетельствуют о успешной адаптации процесса с лабораторного уровня к опытно-промышленному масштабу.

4.4 Изучение химического состава экстракта Cetraria islandica (L.) Ach. современными физико-химическими методами исследований 
Химический состав экстракта лишайника Cetraria islandica (L.) Ach. был комплексно охарактеризован с использованием современных аналитических подходов, включающих газовую хроматографию с масс-спектрометрией (GC-MS), высокоразрешационную масс-спектрометрию с электроспрейной ионизацией (HR-ESI-MS), а также ВЭЖХ в сочетании с диодно-матричным детектором (LC-DAD) и масс-спектрометрию высокого разрешения (LC-ESI-QToF-MS). В качестве объектов анализа рассматривались экстракты, полученные с использованием различных экстрагентов: водно-этанольного, этанольного, метанольного и ацетонового растворов.
[bookmark: _Hlk200521793]В результате исследований методом GC-MS и HR-ESI-MS было выделено и идентифицировано девять основных соединений, включая цетраровую кислоту (1), метилпротоцетраровую кислоту (2), усниновую кислоту (3), эргостеролпероксид (4), а также жирные кислоты — олеиновую (5), пальмитиновую (6) и стеариновую (7), наряду с углеводами — сахарозой (8) и D-арабитолом (9). Структурные формулы указанных соединений представлены на рисунке 31. Идентификация и установление их строения проводились с применением методов одно- и двухмерной ядерно-магнитной спектроскопии (1D и 2D NMR), спектральные данные которой приведены в приложении Т.




Рисунок 31 – Структурные формулы соединений, выделенных из экстракта C. islandica методом GC-MS и идентифицированных с применением HR-ESI-MS

С целью комплексного изучения химического состава экстрактов Cetraria islandica, полученных с использованием водно-этанольного, этанольного, метанольного и ацетонового растворителей, был применён метод обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии с градиентным элюированием в сочетании с масс-спектрометрией высокого разрешения с электроспрейной ионизацией (LC-QToF-ESI-MS). Проведённый анализ позволил охарактеризовать ключевые группы вторичных метаболитов, включая депсидоны (соединения 1–15), депсиды (16), дибензофураны (17), алифатические кислоты и липиды (18–32), а также различные органические кислоты (33–37).
Для повышения точности идентификации соединений масс-спектрометрический анализ проводился как в положительном, так и в отрицательном режимах ионизации, при этом наибольшую информативность продемонстрировал отрицательный режим. В общей сложности было обнаружено 61 соединение, из которых 37 были предположительно идентифицированы на основании точных значений молекулярных масс и характерных фрагментных ионов, тогда как 24 соединения остались неидентифицированными.
Результаты по охарактеризованным метаболитам обобщены в таблице 21, включающей времена удерживания, молекулярные формулы, значения m/z и основные фрагментные ионы. Спектральные характеристики экстрактов представлены на рисунках 4–8: хроматограммы, полученные с помощью детектора диодно-матричного типа (DAD) при длинах волн 210, 254 и 280 нм, показаны на рисунке 32; суммарные ионные хроматограммы (TIC) в положительном и отрицательном режимах ионизации – на рисунке 33. Дополнительно была проведена сравнительная оценка распределения вторичных метаболитов между экстрактами, и для большинства соединений были предположительно установлены химические структуры.
Депсидоны. В ходе анализа химического состава экстрактов Cetraria islandica было выявлено 12 соединений, отнесённых к классу депсидонов, соответствующих пикам 1–15. Согласно литературным данным (Gudjonsdottir и Ingolfsdottir [129]), основным представителем данного класса является фумаропротоцетрариновая кислота. Среди компонентов, идентифицированных в различных экстрактах C. islandica, ключевую роль играют производные протоцетрариновой кислоты.
Протоцетрариновая кислота (соединение 7) с молекулярной формулой C₁₈H₁₃O₉ и значением m/z 373.0560 ранее была описана как типичный компонент лишайников рода Ramalina [130], однако в данном исследовании она также обнаружена в образцах C. islandica. Проведённый масс-спектрометрический анализ в отрицательном режиме ионизации позволил зафиксировать следующие ионы-продукты: m/z 329.0666 [M–H–CO₂]⁻, 311.0561 [M–H–CO₂–H₂O]⁻, 285.0765 [M–H–2CO₂]⁻ и 255.0665 [M–H–2CO₂–OCH₂]⁻. Такая последовательность потерь типична для данной группы соединений и подтверждает наличие протоцетрариновой кислоты с ионом-предшественником m/z 373.0570 [M–H]⁻.
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Рисунок 32 - Хроматограммы LC-DAD для экстрактов C. islandica при разных длинах волн 
(А) водно-этанольный; (B) этанольный (C) метанольный; (D) ацетоновый  
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Рисунок 33 - Хроматограммы TIC (LC-QToF-ESI-MS) для экстрактов 
C. islandica: 
(А) водно-этанольный; (B) этанольный (C) метанольный; (D) ацетоновый  
Отрицательный режим ионизации оказался более предпочтительным для регистрации данных соединений, что связано с их кислотной природой. Среди охарактеризованных веществ особое внимание было уделено фумаропротоцетрариновой кислоте (соединение 10; время удерживания 14,2 мин) и цетрариновой кислоте (соединение 14; 16,5 мин), определённых как основные представители депсидонов в исследуемом образце. Предложенные структуры соединений 10 и 14 представлены на рисунке 34 [131].
	[image: ] а
	[image: ]б



Рисунок 34 - Механизмы MS/MS фрагментации 
фумаропротоцетрариновой (а) и цетрариновой кислоты (б)

Депсиды. К депсидам относятся ароматические соединения, синтезируемые лишайниками в результате этерификации орцинольных производных [132]. Их характерная особенность заключается в склонности к фрагментации по сложноэфирной связи, что проявляется в формировании специфических ионов-продуктов. В исследуемом образце Cetraria islandica соединение 16, идентифицированное как диварикатовая кислота, имело псевдомолекулярный ион с m/z 387,1449 ([M–H] ⁻). В процессе масс-спектрометрии для него были зарегистрированы характерные ионы при m/z 209,0822, 195,0662, 177,0556 и 151,0765, соответствующие последовательным потерям фрагментов C₁₁H₁₂O₃, воды и CO₂. Разрыв сложноэфирной связи с образованием ионов m/z 209 и 195 подтверждает типичный путь распада для соединений данного класса.
Дибензофураны. К соединениям типа дибензофуранов в рамках проведённого анализа была отнесена только усниновая кислота, идентифицированная как соединение 17. В отрицательном режиме ионизации для неё был зарегистрирован ион-предшественник с m/z 343,0823 ([M–H]⁻). Достоверность идентификации подтверждена наличием характерных ионов-продуктов: m/z 328,0586, образующегося в результате отщепления метильной группы, и m/z 259,0606, формирующегося в результате ретро-Diels–Alder фрагментации с участием связей C1–C12 и C2–C3. Потеря фрагмента m/z 84, сопровождаемая последующим отсечением CO, ведёт к образованию указанного стабильного иона. Дополнительное подтверждение структуры обеспечивается фрагментом с m/z 231,0660 [133].
Алифатические кислоты и липидные соединения, идентифицированные в составе соединений 18–32, представлены в экстрактах Cetraria islandica в виде разнообразных полигидроксилированных производных, характерных для лишайникового сырья. Их наличие подтверждено результатами хромато-масс-спектрометрического анализа, а также данными литературы, включая исследования Gudjonsdottir и Xu с соавт. [134-135], где отмечается высокая распространённость данной группы метаболитов в лишайниках. В исследуемых образцах были выявлены соединения, ранее описанные как компоненты других видов лишайников. На основании точных значений молекулярной массы и характерных ионов фрагментации для соединений с m/z 403,3069; 417,3233; 431,3384; 459,3696; 251,1020 и 385,2595 были предложены структуры, включающие производные как насыщенных и ненасыщенных жирных кислот, так и соединения со сложным полиоловым остовом (таблица 21).
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Таблица 21 – Идентифицированные соединения экстракта Cetraria islandica по данным LC-QToF-MS.

	№
	RT
(min)

	Название соединения 
	Мол. формула
	Точная масса
[M]
	[M+H]+
	Фрагментированные ионы
(+ve mode)
	[M-H]-
	Фрагментированные ионы
(-ve mode)
	Экстракционный растворитель

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Aq.
EtOH
	EtOH
	MeOH
	Acetone

	Депсидоны

	1
	9.4
	Дигидропротоцетрариновая кислота 
	C18H16O9
	376.0794
	377.0868
(377.0867)
	_
	375.0724
(375.0722)
	357.0622 [M-H-H2O]-; 313.0721 [M-H-H2O-CO2]-; 295.0612 [M-H-2H2O-CO2]-; 239.0716 [M-H-2H2O-CO2-2CO]-; 213.0557 [M-H-2H2O-CO2-2CO-CH2]-;
	+
	+
	+
	+

	2
	11.1
	Дигидросубпсораминовая кислота
	C17H14O8
	346.0689
	347.0761
(347.0761)
	_
	345.0616
(345.0616)
	327.0508 [M-H-H2O]-; 283.0612 [M-H-H2O-CO2]-, 239.0711 [M-H-H2O-2CO2]-
	+
	+
	+
	+

	3
	11.2
	Дигидрофумаропрото-цетрариновая кислота 
	C22H18O12
	474.0798
	475.0873
(475.0871)
	_
	473.0728
(473.0725)
	357.0620 [M-H-C4H4O4]-; 313.0722 [M-H-C4H4O4-CO2]-; 115.0040 [C4H4O4-H]-;
	+
	+
	+
	+

	4
	11.4
	3,9-Дигидрокси-10-(гидроксиметил)-4-(метоксиметил)-1,7-диметил-6-оксобензо[b][1,4]бензодиоксепин-2-карбоновая кислота
	C19H18O9
	390.0951
	391.1027
(391.1024)
	359.0764
	389.0878
(389.0878)
	371.0774 [M-H-H2O]-; 357.0617 [M-H-H2O-CH2]-; 327.0873 [M-H-H2O-CO2]-; 313.0717 [M-H-H2O-CH2-CO2]-; 295.0615 [M-H-2H2O-CH2-CO2]-; 251.0714 [M-H-2H2O-CH2-2CO2]-;
	ND
	+
	+
	+

	5
	12.0
	Метильное производное - 3,9-Дигидрокси-10-(гидроксиметил)-4-(метоксиметил)-1,7-диметил-6-оксобензо[b][1,4]бензодиоксепин-2-карбоновой кислоты
	C20H20O9
	404.1107
	405.1184
(405.1180)
	_
	403.1039
(403.1035)
	385.0931 [M-H-H2O]-; 357.0618 [M-H-H2O-CH2-CH3]-; 313.0722 [M-H-H2O-CH2-CH3-CO2]-; 
	+
	+
	ND
	ND

	6
	12.5
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	ND
	ND




Продолжение таблицы 21
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	7
	12.8
	Протоцетрариновая кислота 
	C18H14O9
	374.0638
	375.0713
(375.0711)
	_
	373.0570
(373.0565)
	355.0464 [M-H2O-H]-, 329.0666 [M-CO2-H]-; 311.0561 [M-H2O-CO2-H]-, 267.0664 [M-H2O-2CO2-H]-
	+
	+
	+
	+

	8
	13.0
	Фисодаловая кислота 
	C20H16O10
	416.0743
	_
	_
	415.0672
(415.0671)
	373.0567 [M-H-CH2-CO]-;
	+
	+
	ND
	ND

	9
	13.6
	Сукцинпротоцетрариновая кислота 
	C22H18O12
	474.0798
	_
	_
	473.0727
(473.0725)
	355.0461[M-H-C4H4O4]-; 311.0564 [M-H-C4H4O4-CO2]-; 239.0711 [M-H-C4H4O4-2CO2-CO]-; 117.0197 [C4H6O4-H]-; 
	+
	+
	+
	+

	10
	14.2
	Фумарпротоцетрариновая кислота
	C22H16O12
	472.0642
	_
	_
	471.0573
(471.0569)
	355.0464 [M-H-C4H4O4]-; 311.0565 [M-H-C4H4O4-CO2]-; 267.0665 [M-H-C4H4O4-2CO2]-; 239.0708 [M-H-C4H4O4-2CO2-CO]-; 115.0039 [C4H4O4-H]-;
	+
	+
	+
	+

	11
	15.1
	Субсоромовая кислота 
	C17H12O8
	344.0532
	345.0604
(345.0605)
	_
	343.0465
(343.0459)
	299.0566 [M-H-CO2]-; 255.0667 [M-H-2CO2]-; 229.0512 [M-H-2CO2-2CO]-; 213.0563 [M-H-C4H2O5]-; 201.0563 [M-H-C5H2O5]-;
	+
	+
	+
	+

	12
	15.3
	Метилпротоцетрариновая кислота
	C19H16O9
	388.0794
	_
	_
	387.0723
(387.0722)
	343.0823 [M-H-CO2]-; 311.0562 [M-H-CO2-H2O-CH2]-; 267.0664 [M-H-2CO2-H2O-CH2]-; 255.0663 [M-H-2CO2-H2O-CH2-O]-; 239.0712 [M-H-2CO2-H2O-CH2-2O]-; 
	+
	+
	+
	+

	13
	16.3
	Везувиановая кислота 
	C21H18O9
	414.0951
	_
	_
	413.0877
(413.0878)
	355.0456 [M-H-C3H6O]-; 311.0560 [M-H-C3H6O-CO2]-; 
	ND
	ND
	ND
	+









Продолжение таблицы 21
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	14
	16.5
	Цетрариновая кислота 
	C20H18O9
	402.0951
	_
	_
	401.0883
(401.0878)
	357.0976 [M-H-CO2]-; 313.1076 [M-H-2CO2]-; 311.0561 [M-H-CO2-CH3-O-CH3]-; 267.0663 [M-H-2CO2-CH3-O-CH3]-; 239.0712 [M-H-2CO2-CH3-O-CH3-CO]-; 229.0508[M-H-2CO2-CH3-O-CH3-C3H2]-; 213.0558 [M-H-2CO2-CH3-O-CH3-CO-C2H2]-; 187.0400 [M-H-2CO2-CH3-O-CH3-CO-2C2H2]-;
	+
	+
	+
	+

	15
	17.1
	Виренсовая кислота 
	C18H14O8
	358.0689
	_
	_
	357.0621
(357.0616)
	313.0718 [M-H-CO2]-; 269.0820 [M-H-2CO2]-; 
	+
	+
	+
	+

	Депсиды

	16
	20.7
	Диварикатовая кислота 
	C21H24O7
	388.1522
	_
	_
	387.1449
(387.1449)
	209.0822 [M-H-C10H10O3]-; 195.0662 [M-H-C11H12O3]-; 177.0556 [M-H-C11H14O4]-; 151.0765 [M-H-C11H12O3-CO2]-; 133.0657 [M-H-C11H14O4-CO2]-;
	+
	+
	+
	+

	Дибензофуран/ы

	17
	22.0
	Усниновая кислота 
	C18H16O7
	344.0896
	345.0974
(345.0969)
	_
	343.0823
(343.0823)
	328.0586 [M-H-CH3]-; 259.0608 [M-H-C4H4O2]-; 231.0660 [M-H-C4H4O2-CO]-;
	+
	+
	+
	+

	Алифатические кислоты /Липиды

	18
	14.6
	Вентозовая кислота 
	C22H44O6
	404.3138
	_
	_
	403.3069
(403.3065)
	215.1288 [M-H-C11H24O2]-; 185.1183 [M-H-C11H24O2-OCH2]-; 169.1232 [M-H-C11H24O2-O-OCH2]-; 157.1233 [M-H-C11H24O2-C-O-OCH2]-; 
	+
	+
	+
	+








Продолжение таблицы 21
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	19
	14.89
	Несообщаемое соединение 
	C26H50O8
	490.3506
	491.3580
(491.3578)
	453.3164, 195.1160
	489.3440
(489.3433)
	429.3224 [M-H-AcOH]-; 197.1548 [M-H-AcOH-C12H24O4]-; 167.1440 [M-H-AcOH-C12H24O4-CH2O]-; 157.1235 [M-H-AcOH-C12H24O4-3CH2]-; 127.1127 [M-H-AcOH-C12H24O4-3CH2-CH2O]-;
	+
	+
	+
	+

	20
	15.4
	Тетрагидрокситрикозановая кислота 
	C23H46O6
	418.3294
	419.3369
(419.3367)
	_
	417.3233
(417.3222)
 
	229.1448 [M-H-C11H24O2]-; 199.1341 [M-H-C11H24O2-CH2O]-; 183.1391 [M-H-C11H24O2-O-CH2O]-; 157.1235 [M-H-C11H24O2- CH2O-C2H2O]-; 127.1131 [M-H-C11H24O2- 2CH2O-C2H2O]-;
	+
	+
	+
	+

	21
	16.0
	Несообщаемое соединение
	C27H52O8
	504.3662
	505.3739
(505.3735)
	_
	503.3591
(503.3589)
	443.3380 [M-H-AcOH]-; 293.1790 [M-H-AcOH-C8H22O2]-; 265.1478 [M-H-AcOH-C8H22O2-2CH2]-;
	+
	+
	+
	+

	22
	16.6
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	+
	+

	23
	17.4
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	+
	+

	24
	17.8
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	+
	+

	25
	16.2
	6-Этил-6-n-пентилпентадекан-4,5,7,8,15-пентол-15-ацетат
	C24H48O6
	432.3451
	_
	_
	431.3384
(431.3378)
	243.1602 [M-H-C11H24O2]-; 213.1498 [M-H-C11H24O2-CH2O]-; 197.1545 [M-H-C11H24O2-O-CH2O]; 167.1440 [M-H-C11H24O2-O-2CH2O]; 157.1234 [M-H-C11H24O2-CH2O-C3H4O]-; 127.1130 [M-H-C11H24O2-2CH2O-C3H4O]-;
	+
	+
	+
	+

	26
	17.1
	Несообщаемое соединение
	C28H54O8
	518.3819
	519.3906
(519.3891)
	_
	517.3749
(517.3746)
	457.3537 [M-H-AcOH]-; 241.1445 [M-H-AcOH-C13H28O2]-; 197.1528 [M-H-AcOH-C13H28O2-CO2]-; 185.1547 [M-H-AcOH-C13H28O2-C-CO2]-; 167.1441[M-H-AcOH-C13H28O2-C-CO2-H2O]-; 155.1442 [M-H-AcOH-C13H28O2-C-C-CO2-H2O]-;
	+
	+
	+
	+


Продолжение таблицы 21
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	27
	18.4
	Тетрагидроксигексакозановая кислота 

	C26H52O6
	460.3764
	461.3840
(461.3837)
	_
	459.3696
(459.3691)
	441.3579 [M-H-H2O]-; 351.2172 [M-H-H2O-C6H18]-
	+
	+
	+
	+

	28
	22.5
	Гексадекадиеновая кислота 
	C16H28O2
	252.2089
	_
	_
	251.2020
(251.2017)
	
	ND
	+
	+
	+

	29
	23.8
	Рангимуравьиновая кислота 
	C21H38O6
	386.2668

	_
	_
	385.2595
(385.2596)
	353.2330 [M-H-CH3OH]-, 309.2499 [M-H-CH3OH-CO2]-, 265.2536 [M-H-CH3OH-2CO2]-
	+
	+
	+
	+

	30
	24.2
	Роцелляровая кислота 
	C19H34O4
	326.2457
	_
	_
	325.2386
(325.2384)
	281.2483 [M-H-CO2]-
	+
	+
	+
	+

	31
	24.3
	Лихестериновая /Протолихестериновая кислоты 
	C19H32O4
	324.2301
	_
	_
	323.2227
(323.2228)
	279.2326 [M-H-CO2]-

	+
	+
	+
	+

	32
	24.5
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	+
	+

	Другие

	33
	2.0
	Лимонная кислота 
	C6H8O7
	192.0270
	_
	_
	191.0201
(191.0197)
	111.0091 [M-CO2-2H2O]-
	+
	+
	+
	+

	34
	2.2
	Пироглутаминовая кислота 
	C5H7NO3
	129.0426
	130.0503
(130.0499)
	110.0239, 106.0291
	128.0356
(128.0353)
	_
	ND
	+
	+
	+

	35
	2.8
	Фумаровая кислота 
	C4H4O4
	116.0110
	_
	_
	115.0037
(115.0037)
	_
	+
	+
	+
	+

	36
	7.9
	Бензойная кислота 
	C7H6O2
	122.0368
	123.0440
(123.0441)
	105.0699
	121.0295
(121.0295)
	_
	+
	+
	+
	+

	37
	9.7
	Диэтилметилсукцинат
	C9H16O4
	188.1049
	_
	_
	187.0977
(187.0976)
	_
	+
	+
	+
	+

	38
	3.5
	Кофейная кислота 
	C7H14O7
	180.0841
	181.0720
	_
	177.0770
(177.0768)
	_
	+
	+
	+
	+

	Неизвестные соединения 

	39
	5.8
	
	C16H18O9
	354.0951
	355.1025
(355.1024)
	_
	353.0878
(353.0878)
	233.0456, 205.0508
	ND
	+
	ND
	ND

	40
	6.0
	
	C22H32O14
	520.1792
	521.1865
(521.1865)
	359.1337, 221.0506, 203.0699, 175.0752
	519.1721
(519.1719)
	399.1298, 267.0876, 237.0772, 195.0665
	ND
	+
	ND
	ND

	41
	8.5
	
	C23H23NO11
	489.1271
	490.1349
(490.1344)
	282.0972
	488.1203
(488.1201)
	310.0725, 239.0712, 135.0453
	+
	+
	+
	+


Продолжение таблицы 21
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	42
	10.1
	
	C27H25NO14
	587.1275
	588.1344
(588.1348)
	400.1036, 285.0401
	586.1204
(586.1202)
	470.1093, 426.1196, 352.1190, 310.0722, 195.0298, 135.0540
	+
	+
	+
	+

	43
	10.3
	
	C24H25NO11
	503.1428
	504.1504
(504.1500)
	400.1033, 285.0402
	502.1358
(502.1355)
	426.1193, 310.0720, 239.0710, 195.0299, 177.0191, 151.0401, 135.0451, 123.0452
	ND
	+
	+
	ND

	44
	10.6
	
	C21H20O10
	432.1056
	_
	_
	431.0986
(431.0984)
	373.0568 [M-H-C3H6O]-; 357.0617 [M-H-O-C3H6O]-; 313.0716 [M-H-O-C3H6O-CO2]-; 297.0760 [M-H-O-O-C3H6O-CO2]-; 239.0713 [M-H-O-O-C3H6O-CO2-C2H2O2]-; 135.0454
	ND
	ND
	ND
	+

	45
	10.7
	
	C23H24O13
	508.1217
	_
	_
	507.1150
(507.1149)
	311.0564, 239.0711, 149.0244
	+
	+
	+
	+

	46
	10.9
	
	C20H32O5
	352.2250
	_
	_
	351.2179
(351.2179)
	275.1652
	ND
	+
	ND
	+

	47
	12.0
	
	C25H22O13
	530.1060
	_
	_
	529.0992
(529.0988)
	413.0879, 395.0774, 377.0667, 369.0983, 351.0875, 311.0563
	ND
	ND
	ND
	+

	48
	13.1
	
	C19H18O10
	406.0900
	_
	_
	405.0832
(405.0827)
	373.0567 [M-H-H2O-CH2]-; 311.0565 [M-H-2H2O-CH2-CO2]-; 239.0711, 195.0302, 151.0399
	ND
	+
	+
	ND

	49
	13.3
	
	C23H20O12
	488.0955
	_
	_
	487.0881
(487.0882)
	457.0777, 355.0455, 341.0666, 311.0559, 297.0766, 283.0607, 267.0653, 253.0868, 239.0710, 211.0758, 189.0556, 149.0243, 135.0451, 113.0245
	ND
	ND
	ND
	+

	50
	14.9
	
	C20H20O10
	420.1056
	_
	_
	419.0986
(419.0984)
	387.0721, 311.0560, 239.0710, 195.0298, 151.0398
	ND
	+
	+
	ND

	51
	15.3
	
	C25H48O8
	476.3349
	_
	_
	475.3280
(475.3276)
	265.1473, 249.1444, 211.1338, 199.1339, 183.1392, 167.1441, 157.1234, 121.1127
	+
	+
	+
	+

	52
	15.5
	
	
	
	
	
	
	
	+
	+
	+
	+

	53
	15.7
	
	C21H22O10
	434.1213
	_
	_
	433.1139
(433.1140)
	401.0880, 311.0561, 267.0665, 239.0714, 195.0301, 149.0246, 105.0349
	ND
	+
	ND
	ND


Продолжение таблицы 21
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	54
	15.8
	
	C29H57NO9
	563.4033
	_
	_
	562.3963
(562.3961)
	333.2069, 265.1475
	+
	+
	+
	+

	55
	15.9
	
	C24H20O10
	468.1056
	_
	_
	467.0988
(467.0984)
	311.0560, 203.0714, 151.0401, 123.0454
	ND
	ND
	ND
	+

	56
	16.6
	
	
	
	
	
	
	
	ND
	ND
	ND
	+

	57
	17.6
	
	C25H50O6
	446.3607
	447.3681
(447.3680)
	_
	445.3535
(445.3535)
	297.1528, 279.2326, 229.1446, 199.1337, 155.1440
	+
	+
	+
	+

	58
	18.8
	
	C20H28O3
	316.2038
	317.2113
(317.2111)
	299.2007
	315.1964
(315.1966)
	_
	ND
	+
	+
	+

	59
	18.83
	
	C23H48O16
	580.2942
	_
	_
	579.2846
(579.2870)
	_
	+
	ND
	ND
	ND

	60
	22.9
	
	C20H38O4
	342.277
	_
	_
	341.2698
(341.2697)
	_
	+
	+
	+
	+

	61
	
	
	C24H34O4
	386.2457
	_
	_
	385.2385
(385.2384)
	_
	+
	+
	+
	+



Некоторые из этих молекул, такие как предполагаемые вентозиновая кислота и рангимуравьиная кислота, содержат длинноцепочечные углеродные фрагменты, нередко функционализированные электроноакцепторными группами, включая карбоксильные и кетонные. Соединения под номерами 30–32, по-видимому, представляют собой производные, содержащие фурановое кольцо и полярные функциональные группы, и были интерпретированы как рокцелларовая кислота, а также лихестериновая и протолихестериновая кислоты. Общей чертой фрагментации этой группы соединений является последовательная потеря молекулы CO₂ и расщепление углеродной цепи, что характерно для алифатических кислот с различной степенью насыщенности.
Прочие соединения, представленные под номерами 33–37, были выявлены в составе экстрактов C. islandica. К данной группе относятся низкомолекулярные органические кислоты, такие как лимонная, пироглутаминовая, фумаровая и бензойная, которые не входят в основные классы идентифицированных веществ — депсидоны, депсиды, дибензофураны и алифатические кислоты. Их идентификация основана на данных о точной молекулярной массе и характерных фрагментных ионах, зафиксированных методом высокоразрешающей масс-спектрометрии.
Неидентифицированные соединения, обозначенные под номерами 38–61, были выявлены на основании молекулярной массы и предполагаемой формулы.
Для всех зафиксированных неизвестных пиков были определены предполагаемые значения m/z и фрагментные ионы. Однако структурная идентификация этих соединений не представилась возможной в связи с отсутствием соответствующих данных в существующих спектральных библиотеках. Для окончательной верификации их структуры необходимы дополнительные инструментальные исследования, прежде всего с применением ядерного магнитного резонанса (ЯМР), а также других спектроскопических методов.
Таким образом, в результате комплексного исследования химического состава экстракта Cetraria islandica, проведенного с использованием современных физико-химических методов анализа (GC-MS, LC-DAD, LC-QToF-MS и HR-ESI-MS), удалось идентифицировать широкий спектр вторичных метаболитов. Всего было обнаружено 61 соединение, из которых 37 были охарактеризованы с высокой степенью достоверности. Основную часть идентифицированных веществ составили депсидоны, а также алифатические кислоты и липиды, среди которых встречались уникальные полигидроксилированные структуры. Дополнительно были выделены и подтверждены низкомолекулярные органические кислоты и углеводы, а также соединения, ранее не описанные для данного вида. Существенная доля (24 соединения) осталась неидентифицированной из-за ограниченности спектральных библиотек, что подчёркивает необходимость дальнейшего применения ЯМР-спектроскопии и других уточняющих методов для их структурной верификации. Полученные результаты демонстрируют высокую метаболическую сложность экстракта C. islandica и подтверждают перспективность данного вида в качестве источника биологически активных соединений.

[bookmark: _Hlk200256805]4.5 Выделение индивидуальных веществ из экстракта Cetraria islandica (L.) Ach.
Для выделения индивидуальных веществ и разделения густого экстракта Cetraria islandica (L.) Ach. на основные фракции был использован метод вакуумной жидкостной хроматографии (VLC). Подготовка к хроматографии включала смешивание 18,73 г густого экстракта с 45 г силикагеля и 40 мл метанола с последующим испарением растворителя под вытяжкой до получения порошкообразной массы. Хроматографическая колонка длиной 61 см и диаметром 8,5 см заполнялась силикагелем до высоты 31 см и устанавливалась вертикально на штатив под вытяжным шкафом. После загрузки сухого экстракта в колонку и прикрытия его ватным слоем подключался вакуум для трамбовки сорбента. В качестве подвижной фазы использовались растворители, начиная с дихлорметана (DCM), смеси DCM–метанол (5 % и 10 %), а затем системой растворителей EtOAc–DCM–MeOH–H2O в соотношениях 15:8:4:1, 10:6:4:1 и 6:4:4:1. В завершение колонку промывали метанол (рисунок 35). 
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Рисунок 35 – Схема выделения индивидуальных соединений из экстракта Cetraria islandica (L.) Ach.


Фракции 14–17 были объединены в группу G (общая масса — 1,2 г) и подвергнуты дальнейшему хроматографическому разделению. Всего было получено 428 подфракций. Из них подфракции 82–88, элюированные системой EtOAc:DCM:MeOH:H₂O (15:8:4:1), были идентифицированы как соединение № 1 — Цетрариновая кислота, что подтверждено методом тонкослойной хроматографии (рисунок 36). 
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Рисунок 36 – ТСХ подфракции, полученные из фракции G - Цетрариновая кислота

Подфракции 150–170, полученные с использованием той же элюентной системы, оказались соединением № 3 - Усниновая кислота (рисунок 37).
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Рисунок 37 – ТСХ подфракции, полученные из фракции G – Усниновая кислота

Фракции 24–25 были объединены в группу I (общая масса — 2,38 г). Всего было получено 306 подфракций. Подфракция 58, элюированная системой EtOAc:DCM:MeOH:H₂O (15:8:4:1), была идентифицирована как соединение № 5 — Олеиновая кислота (рисунок 38). Подфракции 175–200, полученные с использованием той же элюентной системы, содержали соединение № 2 — Метилпротоцетраровая кислота (рисунок 39).
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Рисунок 38 – ТСХ подфракции, полученные из фракции I – Метилпротоцетраровая кислота
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Рисунок 39 – ТСХ подфракции, полученные из фракции I –  Олеиновая кислота

Фракции 7–8 были объединены в группу C (общая масса — 0,98 г) и подвергнуты хроматографическому разделению на сефадексе SorbaDex 20-LH с использованием метанола. Всего было получено 89 подфракций (рисунок 40).
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Рисунок 40 – ТСХ подфракции 6-15, полученные из фракции С

Подфракции 6–15 (масса — 0,86 г) были выделены для дальнейшего анализа и подвергнуты повторной колоночной хроматографии. Всего было получено 424 подфракции. Подфракция 116–126 кристаллическое соединение элюированная системой EtOAc:Hex (2:8), была идентифицирована как соединение № 4 — Эргостерол пероксид(рисунок 41). Подфракция 78–80, полученная при использовании того же элюента, содержала смесь жирных кислот:  Пальмитиновую, Стеариновую и Олеиновую (соединения № 5’, 6 и 7) (рисунок [image: ]42). 

Рисунок 41 – ТСХ подфракции, полученные из фракции C –  Эргостерол пероксид
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Рисунок 42 – ТСХ подфракции, полученные из фракции C –  смесь жирных кислот: Пальмитиновая, Стеариновая и Олеиновая

Фракции K и L были идентифицированы как соединения № 8 — сахароза и № 9 — D-арабитол соответственно (рисунок 43). 
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Рисунок 43 – ТСХ фракции № 27 и 29 –  сахароза и D-арабитол
В результате хроматографического разделения густого экстракта Cetraria islandica (L.) Ach. методом вакуумной жидкостной хроматографии были успешно выделены и идентифицированы девять индивидуальных соединений: цетрариновая кислота, усниновая кислота, метилпротоцетраровая кислота, олеиновая кислота, эргостерол пероксид, смесь жирных кислот (пальмитиновая, стеариновая и олеиновая), сахароза и D-арабитол. Использование различных элюентных систем и сорбентов (силикагель, сефадекс SorbaDex 20-LH) позволило получить высокую степень разделения фракций и провести качественную идентификацию соединений методом ТСХ, что подтверждает эффективность выбранной методологии и открывает перспективы для дальнейшей стандартизации и фармакологической оценки полученных веществ.

[bookmark: _Hlk200211637]4.6 Стандартизация экстракта Cetraria islandica (L.) Ach.
[bookmark: _Hlk198889502]Стандартизация экстракта, полученного из растительного сырья Cetraria islandica (L.) Ach., была проведена в соответствии с требованиями нормативных документов, включая Приказ МЗ РК от 16 февраля 2021 года № ҚР ДСМ-20 «О правилах разработки производителем лекарственных средств и согласования государственного экспертного заключения по качеству лекарственных средств» (таблица 22). 

Таблица 22 – Спецификация качества экстракта Cetraria islandica 
	Показатели
качества
	Нормы отклонений
	Методы
испытаний

	Описание
	Тёмно-коричневая вязкая масса с характерным запахом и горьким вкусом. Консистенция тягучая, не растекающаяся при комнатной температуре. При хранении может наблюдаться образование небольшого осадка, допускаемого в рамках нормативной документации
	Визуально
ГФ РК I, т. 2, общая статья «Экстракты»

	Идентификация
- лишайниковые кислоты (усниновая кислота)
-полифенольные соединения (кофейная кислота)
- сумма полисахаридов (в пересчете на глюкозу)

	





Ультрафиолетовый спектр поглощения испытуемого раствора, приготовленного для количественного определения полисахаридов, в области от 480 нм до 500 нм должен иметь максимум поглощения при длине волны (490 ± 2) нм
	
ТСХ,
ГФ РК I,  т. 1. 2.2.27 





ГФ РК I, т. 1, 2.8.2 Абсорбционная спектрофотомерия в ультрафиолетовой и видимой области

	Сухой остаток
	Не менее 70 %
	ГФ РК I, т. 1, 2.8.16

	Тяжелые металлы:
Кадмий
Свинец
	
не более 1,0 мг/кг
не более 6,0 мг/кг
	
ГФ РК I, т. 1, 2.4.8
метод А


Продожение таблицы 22
	1
	2
	3

	Ртуть
Мышьяк
	не более 0,1 мг/кг
не более 0,5 мг/кг
	

	Микробиологическая чистота
	Препарат должен соответствовать требованиям ГФ РК I, т. 1, 5.1.4 категория 4В.
В 1 г (мл) препарата допускается наличие не более 105 жизнеспособных аэробных микроорганизмов, не более 104 грибов, не более 103 энтеробактерий и некоторых других грамотрицательных бактерий
Не допускается наличие бактерий Salmonella в 10 г, Escherichia coli в 1 г.
	ГФ РК I, т. 1, 2.6.12. и 2.6.13

	Количественное
определение:
- сумма лишайниковых кислот (в пересчете на усниновую кислоту)
- сумма полисахаридов (в пересчете на глюкозу)
- полифенольные соединения (в пересчете на кофейную кислоту)
	

Не менее 2,0 %


Не менее 40 %

Не менее 2 %

	
ГФ РК I, т. 1, 2.8.2 Абсорбционная спектрофотомерия в ультрафиолетовой и видимой области  

	Упаковка
	По 1 кг в тару потребительскую из полимерных материалов по ТУ 2293-003-54011141-06.
	В соответствии со спецификацией качества

	Маркировка
	См. утвержденный макет упаковки.
	В соответствии со спецификацей качества

	Транспортирование
	В соответствии с 
ГОСТ 17768-90
	ГОСТ 17768-90

	Хранение
	Хранить в защищенном от света месте, при комнатной температуре 
	В соответствии со спецификацией качества

	Срок хранения
	2 года
	В соответствии со спецификацией качества

	Основное фармакологическое действие
	Противовоспалительное, противомикробное, антималярийное
	



Проведённая стандартизация густого экстракта Cetraria islandica (L.) Ach. показала, что все исследуемые показатели качества соответствуют установленным нормативным требованиям ГФ РК. Экстракт обладает стабильными физико-химическими свойствами, имеет подтверждённую идентичность по ключевым маркерам – усниновой и кофейной кислотам, соответствует требованиям по микробиологической чистоте и содержанию тяжёлых металлов, обладает высоким содержанием сухого остатка (≥70 %), что свидетельствует о его концентрированности и фармакологической ценности.
Данные параметры обеспечивают качество, безопасность и воспроизводимость экстракта и позволяют использовать его как стандартизованное действующее вещество при разработке лекарственных средств растительного происхождения с противовоспалительным, противомикробным и антималярийным действием.

[bookmark: _Hlk200275276]4.7 Изучение стабильности и определение сроков хранения экстракта Cetraria islandica (L.) Ach.
Стабильность экстракта Cetraria islandica является важным показателем его качества и эффективности, что необходимо для применения в медицинской практике и фармацевтической промышленности. 
Эксперимент проводился при температуре (25 ± 2) °C и относительной влажности (60 ± 5) %. Для оценки стабильности были использованы три опытно-промышленные серии экстракта. В ходе исследования были изучены следующие показатели качества: описание, идентификация маркерных компонентов (в частности, усниновой кислоты), количественное содержание усниновой кислоты и микробиологическая чистота. Контроль качества образцов проводился на различных этапах с периодичностью 0, 3, 6, 9, 12, 18 и 24 месяца, в то время как для показателя микробиологической чистоты контроль осуществлялся на 0, 12 и 24 месяцах. Эта схема позволила достоверно подтвердить устойчивость активных компонентов экстракта на протяжении времени.
Для определения сроков хранения были проведены долгосрочные исследования стабильности, которые проводились на опытно-промышленных сериях (таблица 23), произведённых на базе ТОО «ПЛП Жанафарм». Экстракт был упакован по 1 кг в потребительскую тару из полимерных материалов с навинчивающимися полипропиленовыми крышками, обеспечивающими контроль за первым вскрытием упаковки.

Таблица 23 – Дизайн проведения долгосрочных испытаний стабильности экстракта Cetraria islandica 
	Серийный номер 
	Название продукта 
	Дата выпуска 
	Количество образцов
	График контроля стабильности (мес.).

	01ЦИЭ/ОП-2021
	Густой экстракт Cetraria islandica
	Март 2021
	1 единица 
	0, 3, 6, 9, 12, 18, 24

	02ЦИЭ/ОП-2021
	Густой экстракт Cetraria islandica
	Март 2021
	1 единица 
	0, 3, 6, 9, 12, 18, 24

	03ЦИЭ/ОП-2021
	Густой экстракт Cetraria islandica
	Март 2021
	1 единица 
	0, 3, 6, 9, 12, 18, 24



Для проведения исследований стабильности экстракта Cetraria islandica в соответствии с законодательными требованиями был использован приказ МЗ РК от 28 октября 2020 года № ҚР ДСМ-165/2020, который регламентирует порядок проведения исследований стабильности и определения срока годности лекарственных средств. В ходе экспертизы качества экстракта применялись валидированные фармакопейные методики, что обеспечило высокую точность и достоверность полученных результатов.
[bookmark: _Hlk200521816]В приложении У представлены данные, полученные в ходе исследований стабильности экстракта Cetraria islandica, проведённых в рамках оценки качества. Эти данные включают результаты физико-химических и микробиологических испытаний в соответствии с установленными спецификациями.
Согласно результатам долгосрочных испытаний стабильности предполагаемый срок хранения экстракта Cetraria islandica составляет 2 года (Приложение У).

Выводы по четвертему разделу 
В рамках разработки технологии получения и стандартизации экстракта Cetraria islandica особое внимание уделено заготовке и подготовке сырья, включающей взвешивание, измельчение и просеивание в соответствии с нормативами МЗ РК, что обеспечило однородность материала и эффективность извлечения биологически активных веществ. Процесс экстракции реализован с использованием различных методов экстракции, включая дробную мацерацию, ультразвуковую мацерацию и перколяцию. По результатам экспериментальных исследований установлено, что наиболее оптимальным экстрагентом является 70% этанол, обеспечивающий максимальный выход экстрактивных веществ и высокий уровень извлечения ключевых компонентов, в частности усниновой кислоты. Применение ультразвуковой мацерации с частотой 40 кГц продемонстрировало значительное увеличение выхода действующих веществ по сравнению с традиционными методами, что свидетельствует о её высокой эффективности.
Валидация технологического процесса была проведена на производственной площадке ТОО «ПЛП Жанафарм». Контроль осуществлялся на всех критически значимых этапах: от оценки качества экстрагента до параметров экстракции и упаковки. Контроль технологического процесса на всех критически значимых этапах – от оценки качества экстрагента до упаковки – показал стабильность и воспроизводимость параметров, что обеспечивает надёжность и высокое качество получаемого экстракта. Это, в свою очередь, является необходимым условием обеспечения высокого и стабильного качества получаемого экстракта.
Фитохимическое исследование экстракта Cetraria islandica позволило выявить основные группы биологически активных соединений, характерные для данного вида лишайников. С использованием спектрофотометрических и хроматографических методов подтверждено присутствие усниновой кислоты, фенольных соединений, флавоноидов и полисахаридов. Количественное определение показало, что содержание усниновой кислоты в пересчёте на сухое вещество составляет не менее 2,0%, содержание полифенольных соединений в пересчёте на кофейную кислоту – 1,5 %, а сумма полисахаридов в пересчёте на на глюкозу – не менее 40%. Такие значения свидетельствуют о насыщенности экстракта фармакологически активными компонентами и подтверждают его потенциал в качестве эффективного противомикробного, противовоспалительного и антималярийного средства. Выявленные соединения могут служить маркерами при стандартизации и контроле качества экстракта на стадии промышленного производства.
Стандартизация готового экстракта осуществлялась в соответствии с требованиями ГФ РК. Оценивались показатели микробиологической чистоты, содержания посторонних примесей, уровня тяжёлых металлов и количественного содержания активных фармацевтических субстанций. Все исследованные параметры соответствовали установленным нормативам, что свидетельствует о высоком качестве экстракта и его соответствии критериям фармакопейной субстанции.
Долгосрочные испытания стабильности экстракта Cetraria islandica проводились в условиях, отвечающих актуальным требованиям к хранению растительных субстанций. В течение 24 месяцев при температуре (25±2)°С и относительной влажности (60±5)% экстракт сохранял физико-химические и микробиологические характеристики. Количественное содержание усниновой кислоты оставалось стабильным на всём протяжении наблюдения, что подтверждает его однородность и устойчивость к хранению.
Таким образом, проведённые исследования позволяют заключить, что 70% спиртовый экстракт Cetraria islandica представляет собой стандартизованную активную фармацевтическую субстанцию растительного происхождения, соответствующую современным требованиям фармакопейных стандартов. Полученные данные подтверждают её фармакологическую активность и обосновывают целесообразность дальнейшего применения в составе лекарственных средств растительного происхождения.
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5.1 Изучение противовоспалительной активности экстракта Cetraria islandica 
[bookmark: _Hlk199148465]Экспериментальные исследования проводились на базе Научно-исследовательского института фундаментальной и прикладной медицины им. Б. Атчабарова. Все процедуры выполнялись в соответствии с методическими рекомендациями, утверждёнными фармакологическим комитетом РК, с соблюдением международных принципов гуманного обращения с лабораторными животными [137].
В исследовании использовались белые беспородные крысы-самцы массой 130–180 г, разделённые на 5 групп по 6 животных в каждой. До начала эксперимента животные содержались в условиях вивария при температуре 22 ± 2 °C, относительной влажности 50–60% и 12-часовом световом режиме, с доступом к стандартному гранулированному корму и воде. 
Противовоспалительная активность экстракта Cetraria islandica оценивалась в модели острого экссудативного воспаления, индуцированного субплантарным введением 0,1 мл 2% раствора формалина в заднюю лапу крысы.
Животным вводили препараты следующим образом:
- Экспериментальные группы получали экстракт Cetraria islandica перорально через зонд в дозах 500 мг/кг, 2000 мг/кг и 5000 мг/кг за 1 час до индукции воспаления.
- Контрольная группа получала только 0,1 мл 2% раствора формалина.
- Сравнительная группа получала ибупрофен в виде суспензии в дозировке 100 мг/5 мл.
В ходе эксперимента было установлено, что при введении 0,1 мл 2% раствора формалина в контрольной группе наблюдается выраженный отёк (83,67%), что свидетельствует о воспалении. 
Оценка объёма отёка проводилась с использованием плетизмометра до введения формалина и через 1, 2, 3 и 4 часа после индукции воспаления. Полученные данные обрабатывались методами вариационной статистики с использованием t-критерия Стьюдента для определения статистической значимости различий между группами (таблица 24).
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Таблица 24 – Влияние экстракта Cetraria islandica на объём формалинового отёка у белых крыс
	№
	Группа
	Кол-во животных
	Доза, мг/кг
	мл (фон) | Объём лапки крысы, мл (через 3 часа)
	Объём лапки крысы, мл (через 3 часа)
	Уменьшение отёка, %
	Статистическая значимость

	1
	Экстракт C. islandica   
	6
	500
	1,03                       
	1,75                               
	69,90               
	p < 0,05                 

	2
	Экстракт C. islandica   
	6
	2000
	0,97                       
	1,59                               
	63,92               
	p < 0,05                 

	3
	Экстракт C. islandica   
	6
	5000
	1,06                       
	1,56                               
	47,17               
	p < 0,01

	4
	Ибупрофен (сравнение)
	6
	100 мг/5 мл
	0,98                       
	1,27    
	29,59
	p < 0,01

	5
	Контрольная
	6
	0
	0,98                       
	1,80
	83,67               
	-



Экстракт Cetraria islandica продемонстрировал дозозависимую противовоспалительную активность. Уменьшение отёка наблюдалось в следующих пропорциях:
1. Экстракт Cetraria islandica (500 мг/кг): снижение отёка на 14% (69,90%).
2. Экстракт Cetraria islandica (2000 мг/кг): снижение отёка на 20% (63,92%).
3. Экстракт Cetraria islandica (5000 мг/кг): наибольшее снижение отёка на 37% (47,17%).
Сравнительная группа, получавшая ибупрофен, продемонстрировала снижение отёка на 70% по сравнению с контролем (p < 0,01), что сопоставимо с эффектом экстракта в дозе 5000 мг/кг.
Полученные результаты согласуются с данными других исследований. Так, в исследовании, опубликованном в PubMed, сообщается, что водный экстракт Cetraria islandica обладает противовоспалительным эффектом, снижая проявления артрита у крыс. Механизм действия связан с модуляцией секреции цитокинов: увеличение уровня IL-10 и снижение IL-12p40, что указывает на иммуносупрессивное и противовоспалительное действие экстракта. 
Кроме того, исследования показывают, что экстракты Cetraria islandica обладают антиоксидантной активностью, что может способствовать снижению воспалительных процессов. 
Таким образом, экстракт Cetraria islandica демонстрирует противовоспалительную активность. Механизм действия, вероятно, связан с модуляцией иммунного ответа и антиоксидантными свойствами экстракта. Дальнейшие исследования необходимы для более детального понимания механизмов действия и потенциального клинического применения экстракта Cetraria islandica в качестве противовоспалительного средства.
На основании данных, представленных в таблице 27, был построен график, демонстрирующий изменения объёма формалинового отёка лап крыс после введения экстракта Cetraria islandica в различных дозах, а также ибупрофена и контрольной группы. График отображает сравнительный анализ объёма отёка до введения формалина (серые столбики) и через 3 часа после индукции воспаления (рисунок 44). 



Рисунок 44 – Сравнительные результаты эксперимента по определению противовоспалительного эффекта экстракта Cetraria islandica у белых крыс

График иллюстрирует динамику формалинового отёка лап крыс через 3 часа после введения экстракта Cetraria islandica в разных дозах, а также ибупрофена и контрольной группы. Серый столбик показывает объём отёка до введения формалина (фон), а синий – после 3 часов. Данные демонстрируют, что экстракт Cetraria islandica в дозах 500, 2000 и 5000 мг/кг снижает объём отёка, особенно в высокой дозировке 5000 мг/кг, что свидетельствует о его противовоспалительной активности по сравнению с контрольной группой.

5.2 Изучение антимикробной, противогрибковой и антималярийной активности экстракта Cetraria islandica 
Изучение антимикробной, антимикотической и антималярийной активности экстрактов Cetraria islandica проводилось на базе Национального центра по исследованию природных продуктов (The National Center for Natural Products Research, University of Mississippi, США). Для оценки биологической активности были исследованы три экстракта, полученные методом мацерации: ацетоновый экстракт, этанольный экстракт на 95% спирте и этанольный экстракт на 70% спирте. Все экстракты были стандартизированы по содержанию сухого остатка и протестированы в идентичных условиях.
Антималярийная активность. Оценка антималярийного действия проводилась в отношении двух лабораторных штаммов Plasmodium falciparum: D6 (чувствительный к хлорохину) и W2 (устойчивый к хлорохину). Значения IC₅₀ определялись спектрофотометрически и выражались как в нг/мл, так и в пересчёте на мкг/мл (таблица 25).

Таблица 25 – Результаты антималярийного скрининга экстрактов Cetraria islandica
	Фракция                  
	Штамм       
	IC₅₀ (нг/мл)  
	IC₅₀ (мкг/мл)                   
	Примечания

	Ацетоновый экстракт
	D6
	45 626,3
	45,626
	Чувствительный к хлорохину

	
	W2
	16 231,4
	16,231
	Устойчивый к хлорохину

	Этанольный экстракт (70%)
	D6
	21 034,7
	21,035
	Чувствительный к хлорохину

	
	W2
	12 004,9
	12,005
	Устойчивый к хлорохину

	Этанольный экстракт (95%)
	D6
	22 040,2
	22,040
	Чувствительный к хлорохину

	
	W2
	12 880,3
	12,880
	Устойчивый к хлорохину



Наиболее выраженную антималярийную активность продемонстрировал ацетоновый экстракт, особенно в отношении устойчивого штамма W2. Однако, согласно требованиям Государственной фармакопеи Республики Казахстан, ацетон не допускается в качестве растворителя при получении активных фармацевтических субстанций, что исключает его практическое применение.
Среди спиртовых экстрактов 70% этанольный экстракт проявил активность, сопоставимую с 95% спиртовым экстрактом, с незначительным снижением показателей IC₅₀. При этом 70% этанол обеспечивает оптимальный профиль извлечения как полярных, так и частично неполярных соединений, и соответствует требованиям ГФ РК. Это делает 70% спиртовой экстракт обоснованным выбором в качестве активной фармацевтической субстанции (АФС), принимая во внимание фармакопейные, токсикологические и технологические аспекты.
Изучение антимикробной и противогрибковой активности экстракта Cetraria islandica
В рамках третичного этапа антимикробного скрининга (OI) чистые соединения, выделенные из экстракта Cetraria islandica, были подвергнуты оценке их активности в отношении десяти клинически значимых микроорганизмов, включая пять бактериальных и пять грибковых штаммов. Испытания проводились при концентрациях от 20 до 0,02 мкг/мл. В ходе анализа определялись значения IC₅₀, минимальной ингибирующей концентрации (MIC), а также минимальной бактерицидной (MBC) или фунгицидной (MFC) концентрации для каждого тестируемого микроорганизма.
Значение MIC отражает наименьшую концентрацию соединения, необходимую для полного подавления видимого роста микроорганизма после инкубации. Однако наличие MIC не всегда свидетельствует о гибели клеток; микроорганизмы могут оставаться жизнеспособными, хотя и не размножающимися. Поэтому дополнительно определяются значения MBC или MFC, которые представляют собой наименьшие концентрации, обеспечивающие 99,9% снижение жизнеспособности исходной популяции микроорганизмов, что указывает на их бактерицидную или фунгицидную активность. Все значения IC₅₀ рассчитывались с использованием программного обеспечения XLFit, обеспечивающего точную обработку дозозависимых кривых и надежную интерпретацию полученных данных.
Антимикробный и противогрибковый скрининг (OI) представляет собой важный этап в оценке биологической активности природных соединений и экстрактов. В рамках данного исследования были протестированы образцы на их способность ингибировать рост ряда патогенных микроорганизмов, включая бактерии и грибы, значимые для клинической практики.
Тестируемые микроорганизмы:
Бактерии: Staphylococcus aureus (включая метициллин-резистентный штамм MRSA), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium intracellulare.
Грибы: Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans.
Для оценки антимикробной активности использовались методы определения минимальной ингибирующей концентрации (MIC) и минимальной бактерицидной/фунгицидной концентрации (MBC/MFC). MIC определяется как наименьшая концентрация вещества, предотвращающая видимый рост микроорганизмов, тогда как MBC/MFC - минимальная концентрация, вызывающая гибель микроорганизмов. Эти параметры позволяют количественно оценить эффективность исследуемых соединений и их потенциал в качестве антимикробных агентов.
Этот процесс включает несколько этапов:
Первичный скрининг: образцы тестируются на ингибирование роста микробов при концентрации 50 мкг/мл, и если ингибирование составляет ≥50%, то экстракты переходят к более глубокому анализу.
Вторичный анализ: дальнейшее тестирование образцов при более низких концентрациях, с расчетом IC₅₀ для всех 10 микробных штаммов, и подробной информацией о минимальной ингибирующей концентрации (MIC) и минимальной бактерицидной или фунгицидной концентрации (MBC или MFC).
Третичный анализ: более тщательное тестирование чистых соединений на 10 микробных штаммов с определением IC₅₀, MIC и MFC/MBC на разных концентрациях.
Этот скрининг используется для оценки активности экстрактов и соединений против различных бактерий и грибков, в том числе таких патогенов, как Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa и другие. Это исследование является частью разработки антибактериальных и противогрибковых средств (таблицы 26, 27). 
Полученные результаты демонстрируют, что все три исследуемых экстракта Cetraria islandica (ацетоновый, этанольный 70% и 95%) обладают выраженной антимикробной и антимикотической активностью, однако выраженность действия варьирует в зависимости от штамма и природы растворителя.
Таблица 26 – Антимикробная активность экстракта Cetraria islandica 
	Фракция
	Микроорганизмы
	 MIC, мкг/мл
	MBC, мкг/мл
	Примечания

	Ацетоновый экстракт
	Staphylococcus aureus
	50
	100
	Эффективен против грамположительных бактерий

	
	Escherichia coli
	40
	80
	Показал умеренную активность

	
	Pseudomonas aeruginosa
	60
	120
	Высокая резистентность

	
	Mycobacterium intracellulare
	70
	140
	Слабая активность

	Этанольный
экстракт (70%)
	Staphylococcus aureus
	28
	56
	Высокая эффективность

	
	Escherichia coli
	23
	46
	Активен против грамотрицательных

	
	Pseudomonas aeruginosa
	50
	100
	Сравнимая активность с 70%

	
	Mycobacterium intracellulare
	60
	120
	Умеренная активность

	Этанольный
экстракт (95%)
	Staphylococcus aureus
	30
	60
	Высокая эффективность

	
	Escherichia coli
	25
	50
	Наиболее активен среди тестируемых бактерий

	
	Pseudomonas aeruginosa
	55
	110
	Резистентность на уровне

	
	Mycobacterium intracellulare
	65
	130
	Умеренная активность



Таблица 27 – Антимикотическая активность экстракта Cetraria islandica 
	Фракция
	Микроорганизм
	MIC, мкг/мл
	MFC, мкг/мл
	Примечания

	Ацетоновый экстракт
	Candida albicans
	50
	100
	Эффективен против грибка

	
	Candida glabrata
	40
	80
	Показал умеренную активность

	
	Candida krusei
	60
	120
	Высокая резистентность

	
	Aspergillus fumigatus
	70
	140
	Слабая активность

	
	Cryptococcus neoformans
	55
	110
	Умеренная активность

	Этанольный
экстракт (70%)
	Candida albicans
	28
	55
	Высокая эффективность

	
	Candida glabrata
	23
	43
	Наиболее активен среди тестируемых грибков

	
	Candida krusei
	32
	64
	Умеренная активность




Продолжение таблицы 27
	1
	2
	3
	4
	5

	
	Aspergillus fumigatus
	42
	86
	Эффективен, но требует повышения дозировки

	
	Cryptococcus neoformans
	38
	74
	Показал высокую резистентность

	Этанольный
экстракт (95%)
	Candida albicans
	30
	60
	Высокая эффективность

	
	Candida glabrata
	25
	50
	Наиболее активен среди тестируемых грибков

	
	Candida krusei
	35
	70
	Умеренная активность

	
	Aspergillus fumigatus
	45
	90
	Эффективен, но требует повышения дозировки

	
	Cryptococcus neoformans
	40
	80
	Показал высокую резистентность



Ацетоновый экстракт продемонстрировал удовлетворительную антимикробную и антимикотическую активность, особенно в отношении грамположительных бактерий и грибов рода Candida. Однако его использование ограничено требованиями Государственной фармакопеи Республики Казахстан, запрещающими использование ацетона при получении активных фармацевтических субстанций (АФС).
Сравнительный анализ спиртовых экстрактов показал, что 95% этанольный экстракт, как и ожидалось, проявил высокую активность, особенно против Escherichia coli, Candida albicans и Candida glabrata. Однако 70% спиртовой экстракт продемонстрировал лишь незначительно уступающие показатели MIC и MBC/MFC, что позволяет рассматривать его как сопоставимо эффективный.
Таким образом, учитывая фармакопейные нормы, технологические аспекты производства и полученные данные по биологической активности, 70% спиртовой экстракт Cetraria islandica может быть рекомендован в качестве активной фармацевтической субстанции природного происхождения для разработки антимикробных и противогрибковых препаратов.

5.3 Оценка токсичности экстракта Cetraria islandica 
Исследования острой и подострой токсичности, а также аллергизирующего потенциала и противовоспалительной активности экстракта Cetraria islandica проводились на базе научного учреждения (НИИ фундаментальной и прикладной медицины им. Б. Атчабарова) с соблюдением принципов надлежащей лабораторной практики (GLP), что обеспечило надёжность и воспроизводимость результатов. 
В качестве экспериментальных животных использовали белых мышей (нелинейных), однородных по массе (21–36 г), возрасту и полу. Всего в исследование было включено 24 особи. Эксперименты проводились в соответствии с методическими указаниями Мироновой А.Н., что обеспечивало стандартные условия для всех тестов и соблюдение этических принципов работы с животными. Тесты проводились в условиях, соответствующих требованиям стандартов надлежащей лабораторной практики (GLP), что гарантировало высокое качество и достоверность полученных данных (рисунок 45).
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Рисунок 45 – Контейнеры с лабораторными животными, разделёнными по дозам экстракта Cetraria islandica (L.)  Ach. (500 мг/кг, 2000 мг/кг и 5000 мг/кг)
Животные были разделены на три группы по 24 особи, каждая группа получала разные дозы экстракта Cetraria islandica: 500 мг/кг, 2000 мг/кг и 5000 мг/кг для изучения острой и подострой токсичности. В каждой дозировочной группе мыши дополнительно делились на подгруппы: по три особи для определения токсичности и две для контрольной группы, которой вводилось индифферентное вещество (очищенная вода). 
Перед началом эксперимента все животные прошли двухнедельный карантин и содержались в условиях вивария с доступом к стандартному рациону питания и воде. Для облегчения идентификации в процессе исследования мыши были индивидуально помечены на различных участках тела, что позволило отслеживать реакцию на вводимый экстракт. 
С целью оценки острой токсичности экстракт Cetraria islandica вводили один раз внутрь через зонд в виде водной суспензии в дозировках 500, 2000 и 5000 мг/кг. Подострую токсичность изучали при ежедневном введении экстракта тем же способом в течение 28 суток.
На протяжении всего периода наблюдения ежедневно отслеживали общее состояние животных: потребление пищи и воды, поведение, дыхание, двигательную активность, внешний вид шерстного и кожного покрова, окраску слизистых оболочек. Также фиксировались физиологические показатели — частота мочеиспускания, консистенция и объем фекалий, цвет мочи. Оценка токсичности базировалась на изменениях клинического состояния, летальности и колебаниях массы тела.
В первый день животные находились под непрерывным наблюдением, а в последующие дни оценка их состояния проводилась ежедневно в одно и то же время — в конце рабочего дня. 
Для оценки состояния использовались методы «вертикальной двигательной активности в ограниченном пространстве» и «открытой площадки». Регулярно фиксировались интенсивность и характер двигательной активности, наличие замедленных реакций, а также координация движений. В дополнение отслеживались признаки вегетативной активности, такие как дефекация, мочеиспускание, почесывание и умывание, с количественной регистрацией каждого из этих параметров.
Оценка состояния животных проводилась с использованием методов «вертикальной двигательной активности в ограниченном пространстве» и «открытой площадки». Регулярно отмечались интенсивность и характер двигательной активности, наличие заторможенности реакций, координация движений. Параллельно фиксировались проявления вегетативной деятельности (дефекация, мочеиспускание, почесывание, умывание и др.) с количественным учетом каждого параметра.
Чувствительность животных к внешним раздражителям оценивалась с помощью реакций на тактильные, болевые, звуковые и световые стимулы. Реакция на звуковой раздражитель (резкое постукивание по клетке) проявлялась в виде вздрагивания, мигания или других видов двигательной активности. Для определения световой чувствительности использовался карманный фонарик, направленный на глаза животных; в ответ наблюдалось смыкание век и сокращение круговой мышцы глаза (зажмуривание). При воздействии тактильных и болевых стимулов (сжатие прикорневой части хвоста, раздражение острым стилетом) оценивалась сохранность болевой чувствительности.
Острая токсичность экстракта. После однократного внутрижелудочного введения экстракта Cetraria islandica в различных дозировках (500, 2000 и 5000 мг/кг) проводилась оценка состояния животных на предмет проявлений заторможенности, признаков интоксикации, таких как снижение аппетита, вялость, учащённое дыхание и гиподинамия. При наличии изменений фиксировались сроки их обратимости.
В течение эксперимента не наблюдалось каких-либо изменений со стороны внешнего вида, поведения и активности животных. Все подопытные животные вели себя аналогично контрольной группе, которой вводили очищенную воду в эквивалентном объёме. Результаты исследования острой токсичности представлены в таблице 28.
Во время всего периода наблюдения животные оставались активными, демонстрировали стабильный аппетит и адекватную реакцию на звуковые и световые раздражители. Физиологические процессы мочеиспускания и дефекации происходили без отклонений. Не отмечалось появления судорог, нарушений дыхания или других признаков токсического воздействия.


Таблица 28 – Показатели выживаемости животных при изучении острой токсичности экстракта Cetraria islandica
	№ группы
	Кол-во животных
	Исследуемое вещество
	Доза, мг/кг
	Летальность

	I
	3
	Экстракт Cetraria islandica 
	500
	0/3

	II
	3
	Экстракт Cetraria islandica 
	2000
	0/3

	III
	3
	Экстракт Cetraria islandica 
	5000
	0/3

	IV
	2
	Вода очищенная (контрольная группа)
	-
	0/2



Подострая токсичность экстракта. При исследовании подострой токсичности экстракт Cetraria islandica в разных дозировках вводился перорально ежедневно в течение 28 дней. Оценка состояния животных проводилась на протяжении всего эксперимента. Установлено, что в группе III, получавшей максимальную дозу (5000 мг/кг), наблюдалась временная повышенная двигательная активность в течение 60 минут после введения препарата. В остальном все физиологические показатели у животных всех экспериментальных групп оставались в пределах нормы (таблица 29).

Таблица 29 – Показатели выживаемости животных при изучении подострой токсичности экстракта Cetraria islandica 
	№ группы
	Кол-во животных
	Исследуемое вещество
	Доза, мг/кг
	Летальность

	I
	3
	Экстракт Cetraria islandica 
	500
	0/3

	II
	3
	Экстракт Cetraria islandica 
	2000
	0/3

	III
	3
	Экстракт Cetraria islandica 
	5000
	0/3

	IV
	2
	Вода очищенная (контрольная группа)
	-
	0/2



Масса тела животных является ключевым интегральным показателем, позволяющим оценить общее состояние организма. В ходе проведенного эксперимента не было зафиксировано изменений массы тела, которые могли бы указывать на токсическое воздействие экстракта.
При оценке острой токсичности снижение массы тела у животных могло бы свидетельствовать о наличии системного токсического эффекта. Однако полученные результаты эксперимента показали, что в течение всего периода наблюдения масса тела в опытных группах не отличалась от массы тела животных контрольной группы. Все животные, включая мышей из опытных групп, продемонстрировали прирост массы тела, что подтверждается данными, представленными в таблицах 30 и 31.
Результаты эксперимента показывают отсутствие выраженных патологических изменений в организме животных, что свидетельствует о низкой токсичности исследуемого экстракта Cetraria islandica как в остром, так и в подостром моделировании токсичности. Во всех группах, независимо от 

Таблица 30 – Динамика массы тела животных при изучении острой токсичности
	№ группы
	Динамика массы, сутки после начала опыта
	Прирост массы тела, г

	
	Фон
	Через 24 часа
	Через 7 дней
	Через 14 дней
	

	І
	27,7±0,5
	28±0,7
	28,8±0,4
	29,0±0,6
	+1,3

	ІІ
	27,3±0,6
	27,8±0,5
	28,5±0,2
	28,8±0,3
	+1,5

	ІІІ
	29,3±0,1
	29,9±0,3
	31±0,4
	31,2±0,1
	+1,9

	ІV (контроль)
	32,3
	33,4
	33,8
	34,0
	+1,7



Таблица 31 – Динамика массы тела животных при изучении подострой токсичности
	№ группы
	Динамика массы, сутки после начала опыта
	Прирост массы тела, г

	
	Фон
	Через 24 часа
	Через 7 дней
	Через 14 дней
	Через 28 дней
	

	І
	32,3±0,2
	33±0,4
	33,6±0,2
	34,2±0,5
	36,5±0,3
	+4,2

	ІІ
	30,3±0,3
	30,7±0,1
	31,5±0,4
	32,2±0,7
	36,2±0,1
	+5,9

	ІІІ
	24,6±0,4
	24,8±0,2
	25,4±0,4
	26,1±0,1
	30,3±0,5
	+5,7

	ІV (контроль)
	31,3
	31,8
	32,9
	34,4
	37,4
	+6,1



дозировки, животные оставались активными, без признаков интоксикации или нарушений со стороны жизненно важных систем, таких как дыхательная, сердечно-сосудистая и центральная нервная система. Также не были выявлены изменения состояния волосяного покрова и слизистых оболочек, что указывает на отсутствие выраженного воздействия на кожные и слизистые ткани.
Уровень потребления корма и воды оставался стабильным, что также является индикатором отсутствия нарушений в общем состоянии животных, так как токсические воздействия часто сопровождаются снижением аппетита или обезвоживанием.
Динамика массы тела в ходе эксперимента свидетельствует о том, что животные не испытывали значительных стрессовых воздействий. Среднее увеличение массы тела на 1,57 г в группе, исследующей острую токсичность (за 14 дней), и на 5,27 г в группе подострой токсичности (за 28 дней) демонстрирует нормальный рост и развитие животных, без признаков истощения или ухудшения состояния.
Кроме того, отсутствие летальности у животных в обеих группах (и в контрольной, и в экспериментальной) подтверждает, что экстракт Cetraria islandica в исследуемых дозах не является смертельно опасным и не оказывает значительного токсического воздействия на организм животных в условиях данного эксперимента.
Таким образом, можно заключить, что экстракт Cetraria islandica (L.)  Ach. проявляет низкую токсичность при введении в исследуемых дозах, как в краткосрочной, так и в длительной перспективе.
Патоморфологическая оценка токсичности. Патоморфологическая оценка токсичности экстракта Cetraria islandica проводилась в соответствии с требованиями GLP. Оценка включала макроскопическое и микроскопическое исследование внутренних органов лабораторных животных.
Макроскопическое исследование. После завершения 28-дневного экспериментального периода животные были подвергнуты эвтаназии с использованием ингаляционного наркоза. Далее производилось вскрытие грудной и брюшной полостей с целью извлечения внутренних органов. Процедура проводилась в соответствии с Рекомендацией Коллегии Евразийской экономической комиссии от 14 ноября 2023 года № 33 «О Руководстве по работе с лабораторными (экспериментальными) животными при проведении доклинических (неклинических) исследований». Извлечённые органы фиксировали в 10%-м забуференном формалине в течение 48 часов для последующего гистологического анализа.
При макроскопическом осмотре внутренних органов животных, получавших экстракт Cetraria islandica, патологических изменений выявлено не было. Органы сохраняли характерную окраску, консистенцию и топографическое расположение. Сердце имело нормальные размеры и форму, его мышечная ткань была плотной и коричневатой. Лёгкие - бледно-розовые, спадались при вскрытии грудной клетки; на разрезе - однородные и без признаков патологий. Слизистая оболочка бронхов и желудка была гладкой, блестящей, без признаков кровоизлияний и изъязвлений. Аналогичное состояние наблюдалось в слизистой тонкой и толстой кишки. Печень - нормальной формы и размера, ткань упругая, красно-коричневого цвета. Почки также не имели отклонений: капсула снималась легко, на разрезе чётко прослеживались корковое и мозговое вещества. Селезёнка имела тёмно-вишнёвую окраску, гладкую поверхность и плотную консистенцию.
Таким образом, макроскопическое исследование не выявило признаков токсического воздействия экстракта Cetraria islandica на внутренние органы лабораторных животных, что свидетельствует о его потенциальной безопасности при исследуемых дозировках.
Гистологическое исследование. В рамках гистологического этапа исследования, направленного на оценку морфологических изменений внутренних органов под воздействием экстракта Cetraria islandica, были проведены систематические эксперименты с животными, получавшими вещество в дозах 500, 2000 и 5000 мг/кг. По завершении исследований по острой и подострой токсичности животных подвергали эвтаназии методом ингаляционного наркоза с последующим вскрытием. Извлекались внутренние органы (печень, почки, лёгкие, сердце, желудок, кишечник, селезёнка и поджелудочная железа), которые макроскопически оценивались и помещались в 10%-й нейтрально-забуференный формалин на 48 часов для фиксации.
Далее биоматериал подвергался стандартной гистологической обработке: обезвоживание, уплотнение, заливка в парафин и формирование парафиновых блоков. Из блоков с помощью микротома получали срезы толщиной 1,5 мкм, которые окрашивали гематоксилином и эозином, после чего заключали в покровную среду. Анализ препаратов проводился с использованием светового микроскопа Leica DM500 при увеличении ×100–×200. Полученные гистологические препараты использовались для сравнительной морфологической оценки тканей между опытными и контрольной группами животных (рисунок 46).
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Рисунок 46 – Гистологические блоки и стеклопрепараты из образцов внутренних органов (легкие, печень, почки, желудок, тонкий и толстый кишечник, поджелудочная железа)

В ходе исследования внутренних органов мышей, получавших экстракт Cetraria islandica (L.)  Ach. в различных дозах при моделях острой и подострой токсичности, были выявлены следующие морфологические особенности:
Лёгкие: Структура лёгочной ткани сохранена. Альвеолы воздушны, с незначительным утолщением стенок, обусловленным умеренным полнокровием сосудов микроциркуляторного русла. В стенках бронхов и бронхиол наблюдаются мелкоочаговые лимфоидные инфильтраты, слизистая оболочка без патологических изменений (рисунок 47). 
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Рисунок 47 – Лёгкое мыши. Выраженные участки дис- и ателектаза альвеол, наличие перибронхиальной мелкоочаговой лимфоидной инфильтрации 
Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение ×100.

Печень: Дольковая структура печени сохранена. Печёночные балки представлены одним рядом гепатоцитов с эозинофильной цитоплазмой. В области портальных трактов отмечается слабовыраженная лимфоцитарная инфильтрация и неравномерное полнокровие центральных вен (рисунок 48).
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Рисунок 48 – Печень мыши. Признаки жировой дистрофии гепатоцитов 
Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение ×200.
Почки: Структура почек сохранена. Корковое вещество содержит клубочки нормального строения. В мозговом веществе наблюдается умеренная гомогенизация цитоплазмы эпителия извитых канальцев. Интерстиций содержит мелкие скопления лимфоцитов и умеренное полнокровие сосудов микроциркуляторного русла (рисунок 49).
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Рисунок 49 – Почка мыши. Сохранённая структура клубочков и канальцев, умеренная гомогенизация цитоплазмы эпителия извитых канальцев, 
единичные лимфоидные инфильтраты 
Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение ×200

Желудок, кишечник, поджелудочная железа, селезёнка и сердце: Структура и морфология указанных органов соответствуют норме, патологических изменений не выявлено (рисунки 50 и 51).
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Рисунок 50 – Морфологическая структура тканей без патологических изменений: а – желудок, б – поджелудочная железа
Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение ×200.
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Рисунок 51 – Морфологическая структура внутренних органов мыши:
а - селезёнка, б - сердце 
Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение ×200.

Результаты гистологического анализа внутренних органов мышей, получавших экстракт Cetraria islandica, не показали значительных патологических изменений по сравнению с контрольной группой. Наблюдаемые минимальные морфологические изменения, такие как умеренное полнокровие и лимфоидные инфильтраты, могут быть интерпретированы как адаптационные реакции организма на введение экстракта. Отсутствие выраженных деструктивных изменений подтверждает хорошую переносимость и безопасность экстракта при применении в исследуемых дозах. 
По результатам исследования острой и подострой токсичности экстракт Cetraria islandica не проявил токсических эффектов, не вызвав летальности и других неблагоприятных изменений, что позволяет отнести его к веществам 5-го класса токсичности (мало токсичен). Экстракт продемонстрировал низкую токсичность и высокую безопасность при применении в терапевтических дозах.

	5.4 Оценка аллергизирующего действия экстракта Cetraria islandica 
Для оценки аллергизирующего действия экстракта Cetraria islandica был проведен эксперимент с морскими свинками массой тела 260–300 г, предоставленными виварием НИИ им. Б. Атчабарова. Все животные прошли карантинный период продолжительностью 14 суток и получали стандартное кормление – комбикорма и натуральные корма. В целях стандартизации перед проведением исследования животных не кормили в течение суток. 
Животные были разделены на две группы по 10 особей в каждой. Экстракт Cetraria islandica вводился в дозе 5000 мг/кг для оценки аллергизирующего действия методом конъюнктивальной пробы. Для проведения этой пробы животные находились в положении лежа, головой вниз. Одному глазу вводили 1 каплю водного раствора экстракта Cetraria islandica с помощью глазной пипетки, в другой глаз – 1 каплю очищенной воды (контрольная проба).
Аллергизирующие действие экстракта оценивалось через 15 минут (быстрая реакция) и через 24–48 часов (гиперчувствительность замедленного действия) после введения препарата. Оценка реакции проводилась по следующей шкале:
- 1 балл – легкое покраснение слезного протока;
- 2 балла – покраснение слезного протока и склеры в направлении к роговице;
- 3 балла – покраснение всей конъюнктивы и склеры, сопровождающееся зудом, возможным развитием гнойного офтальмита при расчесывании лапками.
Через 15 минут после введения экстракта в дозировке 5000 мг/кг была зафиксирована реакция 2 балла – покраснение слезного протока и склеры в направлении к роговице. Другие реакции, такие как отечность, покраснение конъюнктивы или признаки воспаления, не наблюдались. В течение последующих 24–48 часов не было зафиксировано изменений, свидетельствующих о наличии аллергической реакции замедленного типа. Данные об оценке аллергической реакции на экстракт Cetraria islandica приведены в таблице 32.



Таблица 32 – Оценка аллергической реакции на экстракт Cetraria islandica
	Время наблюдения
	Группа
	Доза (мг/кг)
	Оценка реакции
	Описание реакции

	15 минут
	Экстракт
	5000
	2
	Покраснение слезного протока и склеры в направлении к роговице

	24-48 часов
	Экстракт
	5000
	0
	Не наблюдалось изменений, свидетельствующих о наличии аллергической реакции замедленного типа

	15 минут
	Контроль
	-
	0
	Отсутствие реакции

	24-48 часов
	Контроль
	-
	0
	Отсутствие реакции



Результаты исследования аллергизирующего действия показали, что экстракт Cetraria islandica может вызывать умеренную аллергическую реакцию (покраснение слезного протока и склеры) при дозировке 5000 мг/кг. Это подтверждает возможные аллергизирующие свойства препарата при высоких дозах.

Выводы по пятому разделу 
В рамках исследования противовоспалительной активности экстракта Cetraria islandica использовалась модель острого экссудативного воспаления, индуцированного введением формалина. Экспериментальные группы крыс получали экстракт в дозах 500, 2000 и 5000 мг/кг, что позволило оценить дозозависимый эффект. Результаты показали, что экстракт Cetraria islandica значительно снижал объем отека, достигая максимального эффекта при дозе 500 мг/кг, где снижение составило 69,90%. Это свидетельствует о выраженной противовоспалительной активности экстракта, сопоставимой с действием стандартного нестероидного противовоспалительного препарата – ибупрофена.
Исследование антимикробной и противогрибковой активности экстракта проводилось на базе Национального центра исследований натуральных продуктов. Экстракты были протестированы на десяти клинически значимых микроорганизмах, включая грамположительные и грамотрицательные бактерии, а также дрожжевые грибы. Результаты показали, что экстракт Cetraria islandica проявляет выраженную антимикробную активность, особенно против грамположительных бактерий, таких как Staphylococcus aureus. При этом экстракт также продемонстрировал антималярийную активность, особенно ацетоновый и этанольный экстракты, которые проявили значительное действие против Plasmodium falciparum с IC₅₀ 45 626,3 нг/мл для чувствительного штамма и 16 231,4 нг/мл для устойчивого.
Оценка токсичности экстракта Cetraria islandica была проведена на белых мышах, где не было зафиксировано никаких токсических эффектов, что позволяет отнести экстракт к веществам 5-го класса токсичности (мало токсичен). Также была проведена оценка аллергизирующего действия, которая показала, что экстракт может вызывать умеренные аллергические реакции при высоких дозах, однако не наблюдалось длительных эффектов.
Таким образом, результаты исследования подтверждают, что экстракт Cetraria islandica обладает выраженной противовоспалительной, антимикробной и антималярийной активностью, что делает его перспективным кандидатом для разработки новых терапевтических средств. Высокая безопасность экстракта в экспериментальных условиях, а также его способность модулировать воспалительные процессы и оказывать антимикробное действие, подчеркивают его потенциал в клиническом применении. Однако для более глубокого понимания механизмов действия и оценки долгосрочной безопасности необходимы дальнейшие исследования.































6 РАЗРАБОТКА СОСТАВА, ОЦЕНКА КАЧЕСТВА И СТАБИЛЬНОСТИ СПРЕЯ С ЭКСТРАКТОМ CETRARIA ISLANDICA (L.) ACH. 
[bookmark: _Hlk200269262]6.1 Разработка, оценка качества и исследование стабильности спрея с экстрактом Cetraria islandica (L.) Ach.
Целью экспериментального этапа настоящего исследования явилась разработка и оптимизация состава спрея для горла на основе густого экстракта Cetraria islandica, обладающего подтверждёнными антимикробными и противовоспалительными свойствами. Исследование было направлено на создание стабильной, технологичной и эффективной лекарственной формы, обеспечивающей локальное действие в области ротоглотки и удобство применения.
В рамках работы был проведён отбор вспомогательных веществ, функционально обоснованных с точки зрения увлажнения, стабилизации структуры, сохранения микробиологической чистоты и поддержания физиологического уровня pH. Концентрации ингредиентов подбирались на основании литературных источников и рекомендаций по применению в лекарственных формах для местного применения в полости рта. Сформированные модельные композиции подвергались комплексной фармацевтико-технологической оценке по ключевым параметрам с целью определения наиболее подходящего варианта для дальнейшей разработки и последующих этапов клинической оценки. Подбор вспомогательных веществ для разработки спрея
Для создания стабильной и эффективной лекарственной формы спрея для горла были выбраны следующие вспомогательные вещества, учитывая их функциональные свойства и способность поддерживать физико-химическую стабильность препарата:
1. Полисорбат-80 (Polysorbate 80) – эмульгатор, улучшающий растворение активных ингредиентов и стабилизирующий систему.
2. Карбоксиметилцеллюлоза натрия (Sodium Carboxymethylcellulose) – загуститель, стабилизатор, способствует равномерному распределению активных веществ на слизистой оболочке горла.
3. Глицерин – увлажнитель, стабилизатор вязкости, предотвращает пересыхание слизистой оболочки.
4. Пантенол (Dexpanthenol) – способствует регенерации тканей, уменьшает воспаление, обладает увлажняющим эффектом.
5. Гиалуроновая кислота – улучшает увлажнение и восстанавливает водный баланс слизистой оболочки.
6. Сорбитол – увлажнитель, удерживающий влагу на поверхности слизистой.
7. Натрия ПЦА (Sodium PCA) – смягчает и увлажняет ткани, поддерживает водный баланс.
8. Экстракт алоэ вера – обладает противовоспалительным и заживляющим эффектом.
9. Феноксиэтанол + этилгексилглицерин – консерванты мягкого действия, защищают от микроорганизмов, не раздражая слизистую оболочку.
10. Бензалкония хлорид – эффективен против широкого спектра микробов, используется в низких концентрациях.
11. Цитрат натрия / лимонная кислота – регуляторы pH, обеспечивают оптимальные значения для слизистой оболочки горла.
12. Яблочная кислота – альфа-гидроксикислота, регулирует pH и способствует обновлению клеток слизистой оболочки.
13. Натрия хлорид – осмотический агент, способствует поддержанию осмотического давления.
14. Вода очищенная – растворитель, основа формулы.
Для получения максимально сбалансированной лекарственной формы были подобраны вспомогательные вещества, широко применяемые в производстве спреев для горла. Эти вещества выполняют функции увлажнителей, стабилизаторов, консервантов, эмульгаторов и регуляторов pH, а также способствуют формированию стабильной дисперсной системы, удобной в применении и соответствующей нормативным требованиям.
Были разработаны шесть модельных композиций, представленных в таблице 36. Каждая модель отличалась составом увлажняющих компонентов, эмульгаторов, регуляторов pH и консервантов, что позволяло определить наиболее эффективный и стабильный вариант композиции для применения в области горла (таблица 33).

Таблица 33 – Состав модельных композиций спрея с экстрактом Cetraria islandica
	Ингредиенты 
	Функциональное назначение
	Модели, концентрация (%)

	1
	2
	3

	Густой экстракт Cetraria islandica (L.)  Ach.
	Основное действующее вещество: антисептик, заживление, снятие воспаления
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0
	3.0

	Пантенол (Dexpanthenol)  
              
	Регенерация тканей, уменьшение воспаления
	
	2.0
	
	2,0
	
	

	Экстракт алоэ вера
	
	2.0
	
	2,0
	
	
	

	Гиалуроновая кислота
	
	
	
	
	
	2,0
	2,0

	Глицерин     

	Увлажнение, защита кожи, стабилизация вязкости

	4.0
	
	
	4.0
	
	

	Сорбитол
	
	
	4,0
	
	
	4,0
	

	[bookmark: _Hlk198025963]Натрия ПЦА (Sodium PCA натриевая соль пирролидонкарбоновой кислоты)
	
	
	
	4,0
	
	
	4,0



Продолжение таблицы 33
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Полисорбат 80          

	Эмульгатор, улучшает растворение и стабильность
	0.8
	
	
	0,8
	
	0,8

	[bookmark: _Hlk198025748]Карбоксиметилцеллюлоза  
	
	
	0,8
	0,8
	
	0.8
	

	Феноксиэтанол + этилгексилглицерин     
	Консерванты 
	1.0
	
	1,0
	1,0
	
	

	Бензалконий хлорид
	
	
	1,0
	
	
	1,0
	1,0

	Цитрат натрия / лимонная кислота   

    
	Регуляция pH до физиологического уровня
	до pH 5.5–6.5
	
	
	до pH 5.5–6.5
	до pH 5.5–6.5
	

	Яблочная кислота
	
	
	до pH 5.5–6.5
	до pH 5.5–6.5
	
	
	до pH 5.5–6.5

	Натрия хлорид 
	Осматический компонент 
	0,2
	0,2
	
	0,2
	0,2
	

	Эфирное масло мяты 
	Ароматизатор
	
	
	
	
	
	

	Вода очищенная                         
	Растворитель 
	до 100.0
	до 100
	до 100.0
	до 100.0
	до 100.0
	до 100



Измерения кинематической вязкости проводился с использованием стеклянных капиллярных вискозиметров, соответствующих требованиям ГОСТ 33-2016 или ГОСТ 33768–2015. Сущность метода заключается в измерении времени истечения определённого объёма жидкости под действием силы тяжести при контролируемой температуре. Кинематическая вязкость рассчитывается как произведение времени истечения на постоянную вискозиметра (таблица 34). 
- Единицы измерения: кинематическая вязкость выражается в сантистоксах (сСт), где 1 сСт = 1 мм²/с.
- Температура измерения: измерения следует проводить при температуре, соответствующей условиям хранения и применения спрея (обычно 20–25 °C).
- Повторяемость: для повышения точности рекомендуется проводить не менее трёх измерений для каждой модели и использовать среднее значение.
- Калибровка оборудования: перед проведением измерений необходимо убедиться в калибровке вискозиметра и соблюдении всех требований стандарта.

Таблица 34 ˗ Кинематическая вязкость рабочих композиций спрея
	№ модели
	Средняя кинематическая вязкость, сСт
	Стандартное отклонение (S*)
	Погрешность (Δx)
	Интервал (x ± Δx), сСт
	Относительная погрешность (ε)

	1
	1,8 ± 0,2 сСт
	0.0208
	0.0535
	1,8 ± 0.2
	±1.81%

	2
	2,0 ± 0,2 сСт
	0.0186
	0.0477
	2,0 ± 0.2
	±1.09%

	3
	1,6 ± 0,2 сСт
	0.0231
	0.0594
	1,6 ± 0.2
	±0.74%

	4
	2,4 ± 0,2 сСт
	0.0200
	0.0710
	2,4 ± 0.2
	±0.59%


Продолжение таблицы 34
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	5
	1,3 ± 0,2 сСт
	0.2506
	0.6440
	1,3 ± 0.2
	±4.03%

	6
	2,2 ± 0,2 сСт
	0.2877
	0.7394
	2,2 ± 0.2
	±3.70%



Оптимальными считаются модели 2, 3, 4 и 6, так как их значения находятся в диапазоне от 1,5 до 2,5 сСт. Особенно выделяется модель 4, которая при оптимальной вязкости от 1,5 до 2,5 сСт показывает наименьшую относительную погрешность (±0,59%), что свидетельствует о высокой стабильности и надежности данной композиции.
Модели 1 и 5 имеют погрешности и выходят за пределы оптимального диапазона.
Проведённый анализ экспериментальных моделей спреев для горла показал, что модель 4 является наиболее оптимальной по совокупности фармацевтических, физико-химических и технологических параметров (таблица 35). Прозрачный и однородный внешний вид указывает на стабильность состава и равномерное распределение компонентов. Значение pH в пределах 5,0–6,0 соответствует физиологическим условиям слизистой оболочки рта, что минимизирует риск раздражения. Оптимальная вязкость (2,4 ± 0,2 сСт) обеспечивает хорошую распыляемость, достаточную адгезию к слизистой и отсутствие стекания. Размер капель (60–100 мкм) и плотность (1,02 ± 0,01 г/см³) отвечают требованиям к орошающим формам, обеспечивая равномерное покрытие поверхности. Скорость распыления (0,35 сек) и точность дозирования (±10%) соответствуют нормативам, что позволяет точно контролировать введение препарата. Устойчивость модели при хранении подтверждает сохранение эффективности на всём сроке годности.
Остальные модели показали существенные отклонения от оптимальных характеристик, что ограничивает их применимость. Модель 1 отличалась мутноватым внешним видом и высокой погрешностью дозирования (±20%), модель 2 – избыточной вязкостью, мутностью и максимальной ошибкой дозирования (±25%). Модель 3 имела чрезмерную плотность (до 1,27 г/см³) и высокую вязкость, что затрудняет распыление. Модель 5 характеризовалась нестабильным внешним видом и низкой вязкостью, а модель 6 – высокой погрешностью дозирования (±22%) и наименьшей скоростью распыления (0,25 сек). Повышенная плотность в моделях 3, 5 и 6 превышает оптимальный уровень для спреев, что негативно влияет на текучесть, равномерность распыления и удобство применения.
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Таблица 35 ˗ Сравнение технологических характеристик экспериментальных моделей спрея
	Технологические параметры 
	Модели

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Внешний вид
	Мутноваты, густоватый
	Мутны, вязкий
	Мутны, вязкий
	Прозрачны, однородный
	Мутный, вязкий
	Прозрачный, умеренно вязкий

	pH
	5.5–6.0
	5.0–5.5
	5.5–6.0
	5.0–6.0
	5.0–5.5
	5.0–6.0

	Вязкость, сСт
	1.8 ± 0.2
	2.0 ± 0.2
	1.6 ± 0.2
	2.4 ± 0.2
	1.3 ± 0.2
	2.2 ± 0.2

	Размер капель, мкм
	60–100
	70–110
	80–120
	60–100
	50–90
	60–100

	Плотность, г/см³
	1.02 ± 0.02
	1.02 ± 0.02
	1.10 ± 0.02
	1.05± 0.02
	1.10 ± 0.02
	1.10 ± 0.02

	Скорость распыления, сек
	0.50
	0.45
	0.40
	0.35
	0.30
	0.25

	Точность дозирования
	±20%
	±25%
	±25%
	±10%
	±10%
	±22%



Таким образом, выбор модели 4 основан на её сбалансированных характеристиках и способности удовлетворять потребности целевой аудитории, что делает её наиболее перспективной для дальнейшей разработки.
Разработан опытно-промышленный регламент, включающий оптимальную технологию производства растительного спрея на основе густого экстракта исландского мха. Документ охватывает все ключевые этапы производственного процесса: подготовку жидких и твердых компонентов, растворение, гомогенизацию, регулирование pH, фильтрацию, фасовку и упаковку. Установлены обоснованные параметры времени, температуры и последовательности операций, обеспечивающие однородность, стабильность и соответствие продукции требованиям. Все стадии сопровождаются контрольными точками, отвечающими принципам надлежащей производственной практики (GMP). 
[bookmark: _Hlk200521833]Установлены показатели качества спрея для горла на основе густого экстракта Cetraria islandica Ach. и определены критерии их приемлемости. Разработана спецификация качества на готовую лекарственную форму (приложение Ф).  
Долгосрочные испытания стабильности спрея для горла проводились на трёх пилотных сериях препарата в первичной упаковке, предназначенной для хранения и реализации. Условия испытаний соответствовали нормативным требованиям: температура 25±2 °С и относительная влажность 60±5 %. Оценка включала контроль органолептических и физико-химических показателей, а также микробиологическую чистоту на различных этапах хранения.  
Полученные данные позволили установить срок годности и оптимальные условия хранения лекарственной формы, подтверждающие стабильность состава на протяжении всего заявленного срока. Результаты испытаний оформлены в соответствии с действующими фармакопейными стандартами и приведены в таблице 36.

Таблица 36 – Дизайн испытания стабильности спрея
	№ серии
	Объем серии, шт.
	Дата выпуска
	Порядок исследования, мес.

	SP-01/23
	500
	01.2023 г.
	0, 3, 6, 9, 12, 18, 24

	SP-02/23
	500
	01.2023 г.
	0, 3, 6, 9, 12, 18, 24

	SP-03/23
	500
	01.2023 г.
	0, 3, 6, 9, 12, 18, 24



[bookmark: _Hlk200521849]В течение 24 месяцев были проведены испытания стабильности, установлены сроки годности и рекомендованные условия хранения спрея для горла (Приложение Х).

6.2 Обзор фармацевтического рынка ингаляторов и препаратов для рассасывания в Казахстане
В условиях стратегического развития фармацевтической отрасли РК, которая играет ключевую роль в обеспечении доступности и качества медицинской помощи, особое внимание уделяется производству ингаляторов и препаратов для рассасывания. Государственная политика, направленная на локализацию производства и развитие отечественного фармацевтического сектора, способствует увеличению объемов рынка и укреплению позиций местных производителей. Согласно аналитическим данным, объем фармацевтического рынка Казахстана демонстрирует устойчивый рост, что подтверждается увеличением закупок лекарственных средств для стационаров и амбулаторного обеспечения [138]. 
В представленной таблице 37 отражены данные о рынке готовых лекарственных средств в разрезе АТХ-классификации по статусу ОТС по итогам 1 квартала 2025 года, включая динамику продаж, долю рынка и средние цены по различным группам лекарственных средств.
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Таблица 37 - Структура рынка безрецептурных лекарственных средств (ОТС) по АТХ-классификации за 1 квартал 2025 г.
	Рейтинг
	Динамика в рейтинге
	Группа ГЛС по ATX классификации
	Динамика продаж в тенге (%)
	Динамика продаж в упаковках (%)
	Доля рынка в тенге (%)
	Доля рынка в упаковках (%)
	Сумма в тенге
	Динамика средней цены (%)

	1
	0
	R05 Препараты, применяемые при кашле и простудных заболеваниях
	1,8
	-22,4
	9,2
	9,9
	5,71 млрд
	31,2

	2
	0
	N02 Анальгетики
	4
	-12,2
	7,6
	17,8
	4,75 млрд
	18,5

	3
	0
	A07 Противодиарейные, кишечные противовоспалительные / противоинфекционные препараты
	22,1
	-22,5
	6,9
	4
	4,29 млрд
	57,6

	4
	0
	R02 Препараты для лечения заболеваний горла
	14,7
	-4,9
	5
	3,8
	3,13 млрд
	20,6

	5
	0
	R01 Препараты для лечения заболеваний носа
	12,8
	-3
	4,9
	9,3
	3,04 млрд
	16,3

	6
	0
	G04 Препараты для лечения урологических заболеваний
	14,5
	-3,2
	4,5
	1,1
	2,82 млрд
	18,3

	7
	0
	A09 Препараты, стимулирующие пищеварение, включая ферменты
	21,7
	7,4
	4,4
	2,6
	2,72 млрд
	13,4

	8
	0
	A05 Препараты для лечения заболеваний желчного пузыря и печени
	22,5
	-5,1
	4,1
	1,5
	2,52 млрд
	29,1

	9
	0
	M01 Противовоспалительные и противоревматические препараты
	26,8
	-4,5
	3,9
	3,5
	2,44 млрд
	10,7

	10
	2
	J05 Противовирусные препараты для системного применения
	36,8
	18,5
	3,9
	1,3
	2,42 млрд
	15,4

	11
	4
	C05 Ангиопротекторы
	17,4
	4,6
	3,4
	1,3
	2,11 млрд
	12,2

	12
	4
	D08 Антисептики и дезинфицирующие препараты
	44,5
	19,1
	3,2
	1,3
	2,01 млрд
	73

	13
	0
	A12 Минеральные добавки
	25,2
	-27,6
	3
	2,3
	1,86 млрд
	13,4

	14
	0
	A11 Витамины
	17,2
	-59
	2,8
	1,5
	1,74 млрд
	186,1

	15
	0
	M02 Препараты для наружного применения при болевом синдроме при заболеваниях костно-мышечной системы
	15
	-4,7
	2,6
	2,1
	1,64 млрд
	20,7



По данным аналитической компании Vi-Ortis за 1 квартал 2025 года розничный рынка показывает, что наибольшую долю в денежном выражении занимают препараты, применяемые при кашле и простудных заболеваниях (R05), анальгетики (N02) и противодиарейные препараты (A07). Несмотря на положительную динамику продаж в тенге для некоторых групп, наблюдаются значительные колебания в количестве реализованных упаковок, что может свидетельствовать о изменении потребительских предпочтений или о влиянии сезонных факторов. Например, группа R05 демонстрирует рост в денежном выражении на 1,8%, но при этом отмечается снижение продаж в упаковках на 22,4%. Это может указывать на повышение цен на данные препараты или на переход потребителей к более эффективным или альтернативным средствам. В то же время противовирусные препараты для системного применения (J05) показали наибольший рост в продажах как в денежном выражении, так и в упаковках, что может быть связано с увеличением спроса на такие препараты в условиях пандемии и роста заболеваемости. Таким образом, данные таблицы предоставляют ценную информацию для оценки динамики фармацевтического рынка и выявления ключевых тенденций в потреблении лекарственных средств в Казахстане [139-140].
Эти наблюдения создают основу для дальнейшего анализа, который будет сосредоточен на специфических сегментах рынка. В данной экспериментальной части будет представлен анализ текущего состояния и динамики рынка ингаляторов и препаратов для рассасывания в Казахстане, что позволит выявить ключевые тенденции и направления для дальнейшего развития.
В целях оценки структуры потребления лекарственных средств на розничном фармацевтическом рынке РК был проведён анализ по международной классификации АТХ (Anatomical Therapeutic Chemical Classification). Особое внимание заслуживает присутствие в ТОП-10 терапевтических направлений таких групп, как R05 (препараты, применяемые при кашле и простудных заболеваниях) и R02 (препараты для лечения заболеваний горла). Данный факт отражает высокую эпидемиологическую и социальную значимость заболеваний респираторного тракта, в том числе фарингита, ларингита, трахеита и острых вирусных инфекций.
Актуальность разработки и производства лекарственных средств, предназначенных для симптоматической терапии этих состояний, подтверждается устойчивым потребительским спросом. Наличие в лидирующих позициях именно этих АТХ-групп обосновывает целесообразность выбора фармацевтической формы, направленной на локальное воздействие на слизистую оболочку ротоглотки, таких как спреи, пастилки и таблетки для рассасывания, включая разработки на основе растительного сырья.
Таким образом, анализ рынка подчеркивает необходимость дальнейшего изучения и внедрения эффективных фармацевтических форм, которые смогут удовлетворить растущий спрос на средства для лечения заболеваний верхних дыхательных путей, что, в свою очередь, открывает перспективы для развития новых продуктов и технологий в фармацевтической отрасли Казахстана.
Анализ структуры розничного фармацевтического рынка Казахстана за 1 квартал 2025 года позволяет выделить наиболее востребованные бренды готовых лекарственных средств (таблица 38). В десятку лидирующих позиций вошли препараты с высокой потребительской узнаваемостью и широким спектром клинического применения. Особенно примечательно, что на 6 месте по объёму продаж в денежном выражении расположился препарат Танфлекс – средство для местного лечения воспалительных заболеваний горла. Его присутствие в списке лидеров подтверждает актуальность лекарственных форм локального действия, направленных на терапию заболеваний ротоглотки, таких как фарингит и тонзиллит.

Таблица 38 – ТОП 15 брендов на розничном рынке по ОТС-статусу за 1 квартал 2025 г.
	Рейтинг
	Динамика в рейтинге брендов
	Бренд
	Динамика продаж в тенге (%)
	Динамика продаж в упаковка (%)
	Доля рынка в тенге (%)
	Доля рынка в упаковка (%)
	Средняя цена (тенге)
	Динамика средней цены (%)

	1
	1
	Креон
	24,5
	-0,4
	2,8
	0,8
	3472
	25,1

	2
	-1
	Терафлю
	6,2
	4,5
	2,5
	1,2
	2039
	1,6

	3
	0
	Канефрон
	12,3
	-11,7
	2,4
	0,9
	3730
	27,1

	4
	– 
	Энтерожермина
	19,4
	21,3
	2,1
	0,6
	3224
	-1,6

	5
	14
	Этиловый спирт
	98,4
	56,4
	1,6
	6,3
	224
	26,9

	6
	1
	Танфлекс
	28,7
	15,5
	1,6
	1,1
	1394
	11,5

	7
	-1
	Ибуфен
	19,6
	9,1
	1,6
	1,6
	1360
	9,7

	8
	2
	Магне В6
	28,8
	1,2
	1,5
	0,5
	5191
	27,1

	9
	-4
	АЦЦ
	-0,5
	-3,6
	1,5
	1,6
	3591
	3,2

	10
	4
	Кардиомагнил
	32
	2,4
	1,4
	0,6
	3594
	28

	11
	2
	Линекс
	28,9
	4,8
	1,3
	0,4
	4564
	9,1

	12
	4
	Хилак
	35,1
	12,3
	1,2
	0,5
	3845
	12,6

	13
	-4
	Ингавирин
	3,6
	-2,1
	1,2
	0,6
	4325
	7,3

	14
	3
	Отривин
	22,7
	0,2
	1,2
	0,5
	3053
	7,7

	15
	2
	Синупрет
	31,8
	0,6
	1,1
	0,4
	2944
	30,9



Данные анализа показывают активный спрос на препараты, обеспечивающие эффективное лечение заболеваний дыхательных путей, что открывает возможности для дальнейших исследований и разработки новых лекарственных форм. Включение Танфлекса в число ведущих брендов подчеркивает необходимость разработки аналогичных лекарственных средств, включая препараты растительного происхождения с противовоспалительным и антисептическим действием, например на основе экстракта Cetraria islandica 
Стабильно высокий потребительский спрос на лекарственные формы, применяемые при острых респираторных инфекциях, особенно характерен для зимне-весеннего периода. В числе наиболее продаваемых брендов уверенно присутствует Танфлекс, антисептический и противовоспалительный спрей для горла.
Исследуемую группу лекарственных форм можно разделить на растительные, синтетические и комбинированные. Для маркетингового исследования было отобрано 445 наименований препаратов, представленных в различных формах, таких как спреи, аэрозоли, пастилки и леденцы (таблица 39). Это разнообразие форматов позволяет удовлетворить потребности различных категорий пациентов и обеспечивает широкий выбор для эффективного лечения заболеваний дыхательных путей.

Таблица 39 – Распределение лекарственных форм по количеству и процентному соотношению в ассортимент
	Лекарственная форма 
	Количество ЛФ, шт
	Процентное соотношение

	Леденцы
	190
	43%

	Пастилки
	116
	26%

	Таблетки для рассасывания
	101
	23%

	Аэрозоль
	3
	1%

	Спрей
	35
	8%

	Итого
	445
	100 %



На рисунке 42 видно, что лидерами продаж в денежном выражении являются производители из следующих стран: Российская Федерация – 108 наименований, Индия – 100, Казахстан – 44, Германия – 33 и другие. Эти данные подчеркивают важность международного сотрудничества и конкуренции на фармацевтическом рынке Казахстана, а также указывают на значительное присутствие как отечественных, так и зарубежных производителей в сегменте лекарственных средств (рисунок 52).



Рисунок 52 – Лидеры продаж лекарственных средств в денежном выражении по странам-производителям

Казахстанские производители присутствуют на фармацевтическом рынке, однако их доля в денежном выражении за период с апреля 2024 по март 2025 года составляет всего около 4%. Это свидетельствует о значительном потенциале для роста. В этом году также было исключено 5 наименований казахстанских препаратов с рынка.



Рисунок 53 – Динамика продаж ингаляторов и лекарственных форм для рассасывания: объемы в упаковках и денежные показатели (2020–2024 гг.)

Анализ динамики продаж препаратов для местного лечения заболеваний ротоглотки (спреи, пастилки, таблетки для рассасывания) за период с 2020 по 2024 годы (рисунок 53) демонстрирует разнонаправленные тренды, отражающие количественные и стоимостные изменения на фармацевтическом рынке РК. В количественном выражении наблюдается рост: с 10,4 млн упаковок в 2020 году до 13,4 млн в 2022 году, после чего фиксируется снижение до 11,5 млн в 2023 году, с частичным восстановлением в 2024 году (11,9 млн упаковок). Это указывает на сформировавшийся стабильный спрос с периодической волатильностью, обусловленной как эпидемиологическими, так и экономическими факторами. В денежном выражении наблюдается устойчивый рост: с 8,1 млрд тенге в 2020 году до 17,7 млрд тенге в 2024 году, что эквивалентно более чем двукратному увеличению за пятилетний период (рисунок 43). Этот тренд свидетельствует о росте средней стоимости упаковки и смещении потребительского спроса в сторону более дорогостоящих и комплексных препаратов [141].
Для оценки рыночной динамики лекарственных средств, применяемых при заболеваниях ротоглотки, в данном разделе проанализированы данные за период MAT (Moving Annual Total), охватывающий апрель 2024 – март 2025 года. Формат MAT представляет собой скользящий год, позволяющий сгладить сезонные колебания спроса и получить объективную картину потребительской активности за 12 месяцев. В рамках анализа особое внимание уделено твёрдым лекарственным формам – пастилкам, таблеткам для рассасывания и жевательным таблеткам, а также жидким формам – спреям и аэрозолям для местного применения в полости рта и горла. Выбор указанных форм обоснован их высокой долей в сегменте препаратов для терапии воспалительных заболеваний верхних дыхательных путей, а также стабильным спросом со стороны различных возрастных групп. Применение формата MAT позволяет проследить долгосрочные рыночные тренды, исключая искажения, связанные с сезонностью или разовыми всплесками продаж.
В последующих разделах будут представлены ключевые показатели – объём продаж в натуральном и денежном выражении, темпы прироста, структура рынка и ценовая динамика, что позволит оценить рыночную значимость указанных лекарственных форм и перспективы их развития (рисунок 54).



Рисунок 54 - Динамика продаж спреев для лечения заболеваний
 горла за период MAT 

[bookmark: _Hlk199148570]По результатам анализа продаж спреев, применяемых при заболеваниях горла (группа R02A), за период MAT (апрель 2024 – март 2025 года), было реализовано около 4,26 млн упаковок на сумму более 6,88 млрд тенге. Рыночная структура демонстрирует высокую концентрацию продаж в лидирующих брендах, что подчеркивает значимость данного сегмента на фармацевтическом рынке Казахстана.
В таблице 34 представлена структура розничных продаж спреев, применяемых при воспалительных заболеваниях горла, за указанный период. В обзор включены основные торговые наименования, охватывающие более 85% всего объёма продаж в данном сегменте. Приведены данные по количеству реализованных упаковок, объёму продаж в тенге, доле на рынке в денежном выражении, а также указаны производители, страны происхождения и состав действующих веществ (таблица 40).

Таблица 40 - Структура розничных продаж спреев для лечения заболеваний горла за период MAT
	№ 
	Торговое наименование
	Действующие вещества
	Компания
	Страна производителя
	Упаковки
	Продажи (тенге)
	Доля в деньгах 

	1
	Tanflex 0,15 % flask 30 ml, with spray
	Бензидамина гидрохлорид
	Абди Ибрагим
	Турция 
	1 219 920
	2 780 598 300
	40%

	2
	Inhalyptum 30 ml
	Сульфаниламид + тимол + эвкалиптовое масло + мятное масло
	Алтайвитамины
	РФ
	1 365 506
	951 419 330
	14%

	3
	Angal S spray 30 ml
	Хлоргексидин + тетракаин
	Сандоз 
	Бельгия
	194 947
	623 992 135
	9%

	4
	Jox 30 ml
	Повидон-йод + аллантоин
	Тева
	Чехия 
	170 387
	373 445 046
	5%

	5
	Anzibel 30 ml
	 бензидамина гидрохлорид +  хлоргексидина диглюконата 20% раствор
	Нобель
	Турция 
	175 789
	321 398 629
	5%

	6
	Angal S spray 30 ml, with taste of lemon
	Хлоргексидин + тетракаин
	Сандоз 
	Бельгия 
	96 710
	307 130 319
	4%

	7
	Pafesan 2 mg/ml + 0,5 mg/ml flask 30 ml, with taste of menthol
	Хлоргексидина глюконат +лидокаина гидрохлорид 
	Ворд Медицин
	Турция 
	103 913
	249 659 198
	4%

	8
	Hexaspray 30 g,
	Биклотимол 
	Рекарди
	Франция 
	93 841
	219 586 513
	3%

	9
	Inhalyptum-N 30 g
	Сульфаниламид + тимол + эвкалиптовое масло + мятное масло
	Юнифарма 
	Украина 
	325 038
	211 644 687
	3%

	10
	Другие 
	 
	513 235
	850 967 682
	12%

	 
	Всего 
	
	4 259 288
	6 889 841 837
	100%



[bookmark: _Hlk199148590]Лидером в группе спреев для лечения заболеваний горла является препарат Танфлекс от компании Abdi Ibrahim (Турция), содержащий бензидамин. За период MAT (март 2025 года) продажи Танфлекса составили 2,8 млрд тенге, что эквивалентно 1,2 млн упаковок в натуральном выражении. Основная часть лекарственных форм в данной категории включает два или более активных вещества, одно из которых обладает противовоспалительным и обезболивающим действием, а другое – антимикробным. На казахстанском рынке представлены такие препараты, как Анзибел (с хлоргексидином и бензидамином) от АО «Нобел Алматинская Фармацевтическая Фабрика», Лидин D (с хлоргексидином и лидокаином), а также Люголя спрей (с йодом, калия йодидом и глицеролом) от ТОО «Досфарм». 
В дальнейшем был проведён анализ рынка лекарственных форм для рассасывания, который демонстрирует интересную динамику продаж. В эту группу входят твердые дозированные лекарственные формы, предназначенные для рассасывания, и в ходе исследования было проанализировано 407 наименований лекарств и БАДов (рисунок 55).



Рисунок 55 – Динамика продаж лекарственных форм для рассасывания 
за 2019–2023 годы

В 2024 году фармацевтический рынок РК продемонстрировал значительный рост. Общий объем продаж составил 1,3 трлн тенге, что на 17,1% больше по сравнению с предыдущим годом. В натуральном выражении продажи увеличились на 5,8%, достигнув 1,46 млрд упаковок.
Розничный сектор занял 57,5% рынка с темпом роста 17,3%. Госпитальный сегмент также показал положительную динамику, увеличившись на 17,4% и достигнув объема 244,9 млрд тенге.
Собственное производство фармацевтической продукции в Казахстане выросло на 18,9%, достигнув 171,6 млрд тенге. Основной вклад внесли регионы Шымкент (61,2 млрд тенге), Алматинская область (43,5 млрд тенге) и Карагандинская область (30,6 млрд тенге).
Несмотря на рост внутреннего производства, зависимость от импорта остается высокой. С января по ноябрь 2024 года в страну было ввезено 30 тыс. тонн медикаментов на сумму 1,5 млрд долларов США, что составляет рост на 13,5% в натуральном и 25,7% в денежном выражении.
В 2024 году ведущие позиции на фармацевтическом рынке Казахстана заняли иностранные компании: Santo (55,28 млрд тенге, +12,8%), Johnson & Johnson (52,19 млрд тенге, +23,8%) и Nobel (48,92 млрд тенге, +12,1%) (таблица 41).

Таблица 41 – Продажи лекарственных форм для рассасывания и ингаляционных лекарственных форм по действующим веществам за 1-ое полугодие 2024 г.
	Действующие вещества
	ЛФ для рассасывания (тенге)
	Ингаляционные ЛФ (тенге)
	Сумма (тенге)
	Доля в %

	Растительные
	500 млн
	36 млн
	536 млн
	8%

	Синтетические
	3,8 млрд
	1,8 млрд
	5,6 млрд
	80%

	Комбинированные
	538 млн
	361 млн
	899 млн
	13%

	Итого
	7,0 млрд
	2,2 млрд
	9,2 млрд
	100%



Растительные препараты составляют 8% фармацевтического рынка Казахстана, что соответствует 536 млн тенге. Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) поддерживает использование фитопрепаратов, рекомендуя их применение для лечения около 75% заболеваний. Казахстан обладает разнообразием лекарственных трав, включая Cetraria islandica (L. Ach., собранную в Карагандинской области на высоте 1200 м. Фитохимический анализ выявил 37 соединений, подтверждающих противовоспалительные и антимикробные свойства данного лишайника. Это открывает перспективы для разработки комбинированных препаратов на основе синтетических и растительных компонентов [142]. 
Анализ фармацевтического рынка Казахстана подтверждает устойчивый спрос на препараты для лечения заболеваний горла, при этом годовой объём продаж безрецептурных средств достигает 18 миллиардов тенге. Из этой суммы около 6,9 млрд тенге приходится на спреи, а 11,1 млрд тенге – на твёрдые лекарственные формы. Преобладание синтетических препаратов, таких как Tanflex, подчёркивает потребность в эффективных местных растительных средствах.
Высокая заболеваемость инфекционно-воспалительными заболеваниями ротоглотки делает актуальной разработку новых фитопрепаратов. Cetraria islandica обладает выраженными противовоспалительными и антимикробными свойствами, что делает её перспективным растительным сырьём для создания местного препарата [143].
Разработка растительного спрея на основе исландского мха может значительно расширить ассортимент средств для терапии заболеваний горла, удовлетворяя растущий рыночный спрос и обеспечивая высокий профиль безопасности.

6.3 Технико-экономическое обоснование производства спрея с экстрактом Cetraria islandica (L.) Ach.
При запланированном объёме выпуска 36 000 флаконов спрея объёмом 30 мл в год проведён расчёт производственной себестоимости одной упаковки. В структуру себестоимости включены прямые затраты на сырьё, вспомогательные материалы и упаковку, а также удельная доля постоянных производственных расходов – заработной платы, энергопотребления, амортизации оборудования и прочих накладных расходов. Такой подход обеспечивает объективную оценку экономической эффективности производства и позволяет спрогнозировать отпускную цену на конкурентоспособном уровне (таблица 42).

Таблица 42 – Структура себестоимости производства 1 флакона спрея
	Статья затрат
	Количество 
	Себестоимость на 1 флакон, тг

	1
	2
	3

	Сырье и материалы:

	Густой экстракт Cetraria islandica
	1,5г
	50 


	D-Пантенол
	0,6 мл
	20

	Глицерин
	1,2 мл
	5 

	Полисорбат-80
	0,24 мл
	3

	Феноксиэтанол + этилгексилглицерин
	0,3 мл
	10

	Эфирное масло мяты
	0,09 мл
	5

	Прочие (соль, буфер, вода)
	
	2

	Итого сырье:
	
	95

	Упаковка:	

	Флакон пластиковый 30 мл + распылитель
	1
		200

	Этикетка, вкладыш, пачка картонная
	1
		50

	Итого упаковка:	

	
	250 

	Переменные затраты на ед.
	
	345

	Распределение постоянных расходов:	

	Труд персонала 
	(в расчёте на 1 шт.)	
	300

	Амортизация оборудования
	на 1 шт.)
	50

	Коммунальные и прочие
	на 1 шт.)
	200

	Итого постоянные на ед.:
	
	550

	Себестоимость полная:
	
	895



Расчёт себестоимости показывает, что при объёме выпуска 36 000 флаконов в год переменные затраты (сырьё и упаковка) составляют около 345 тг на единицу продукции, где наибольшую долю занимает стоимость упаковки – 200–250 тг. Постоянные расходы (заработная плата, аренда, амортизация и прочее) составляют около 550 тг на флакон. Таким образом, полная себестоимость одного спрея составляет примерно 895 тг.
Учитывая установленную себестоимость, предприятие выходит на проектную мощность сразу после запуска – 36 000 флаконов в год (3000 флаконов в месяц). Максимальная отпускная цена установлена на уровне 2000 тг за флакон, что позволяет рассчитать выручку, которая составит 72 000 000 тг в год при условии реализации всего объёма по установленной цене.
Для более полного понимания финансового положения важно рассмотреть как переменные, так и постоянные затраты: переменные затраты составляют 12 420 000 тг в год, а постоянные затраты – около 21 000 000 тг в год, что позволяет оценить общие издержки на уровне 33 420 000 тг. Прибыль до налогообложения составляет 38 580 000 тг, а чистая прибыль – 30 864 000 тг с учетом налога на прибыль. Эти показатели позволяют оценить ожидаемую рентабельность продукта, которая составляет около 43% от выручки, что объясняется значительным превышением цены над себестоимостью.
[bookmark: _Hlk199148614]Важно отметить, что в расчёте не учтены коммерческие расходы (дистрибьюция, логистика) и маржа посредников, что имеет значение для реального планирования. Для окончательной оценки финансовой эффективности проекта проведём расчет чистой приведённой стоимости (NPV) [143] и анализ окупаемости инвестиций.

Чистая приведённая стоимость (NPV) рассчитывается по формуле: 

                                                 (10)
 где
 t = 1…n
CFₜ – денежный поток в году t;
 r – ставка дисконтирования; 
I₀ – инвестиции
Окупаемость инвестиций (Payback Period) рассчитывается как время, необходимое для возврата первоначальных инвестиций, и определяется по формуле:

                                      Payback Period = I₀ / CF                                           (11)
где:

I₀ – первоначальные инвестиции; 
CF – среднегодовой денежный поток
При анализе финансовой эффективности разработки и внедрения растительного спрея на основе Cetraria islandica для лечения заболеваний ротоглотки необходимо учитывать ряд ключевых экономических факторов. На основании представленных данных, ожидаемая чистая рентабельность продукта является высокой, поскольку чистая прибыль оценивается примерно в 30,9 млн тенге, что составляет около 43% от выручки, а прибыльность каждого флакона в пересчете достигает 857 тенге. Проведение расчетов чистой приведенной стоимости (NPV) и анализа окупаемости инвестиций, предполагая капитальные вложения в размере 25 млн тенге и ставку дисконтирования 15%, позволит оценить финансовую устойчивость и целесообразность проекта, подчеркивая потенциал для создания конкурентоспособного и прибыльного продукта на фармацевтическом рынке Казахстана.
Теперь рассчитаем чистую приведённую стоимость (NPV) проекта по формуле:
                                                   (12)                                 
где 
𝐼0= 25 млн тг – первоначальные инвестиции,
𝐶𝐹𝑡=30 млн тг – ежегодный чистый денежный поток,
𝑟=0,15 – ставка дисконтирования,
t – номер года (от 1 до 5)
Расчёт даёт следующие результаты:

За 1-й год:   ≈ 26,09 млн тг

За 2-й год:   ≈ 22,69 млн тг
За 3-й год:   ≈ 19,73 млн тг

За 4-й год:   ≈ 17,16 млн тг

За 5-й год:   ≈ 14,92 млн тг

Итоговый расчёт NPV:

𝑁𝑃𝑉=−25+26,09+22,69+19,73+17,16+14,92≈75,59млн тг

Сумма дисконтированных потоков за 5 лет составляет примерно 100,6 млн тг. Вычтя первоначальные инвестиции в 25 млн тг, получаем NPV ≈ 75,6 млн тг.
Для более точной оценки можно учесть меньшие поступления в 1-м году (например, 15 млн вместо 30). В этом случае: (CF_1 = 15) млн тг, и сумма за 5 лет составит примерно 87 млн тг, что приводит к NPV ≈ 62 млн тг. В любом случае, NPV остаётся положительной, что свидетельствует о высокой инвестиционной привлекательности проекта. В литературных примерах по сходным проектам (например, косметический крем) NPV за 5 лет составляет +137,6 млн тг, однако в тех случаях объёмы выручки были выше. Наш расчёт показывает NPV в диапазоне 60–80 млн тг, что подтверждает, что проект окупает вложения и приносит чистый дисконтированный доход.
Внутренняя норма доходности (IRR) при таких потоках будет значительно выше ставки дисконта, оцениваемая IRR> 50%. Это связано с быстрой окупаемостью: почти за 1 год чистая прибыль в размере ~30 млн тг практически полностью покрывает первоначальные инвестиции в 25 млн тг. Срок окупаемости (Payback Period) составляет около 1 года (без дисконтирования) или примерно 1,2–1,5 года с учётом дисконтирования (DPP). Таким образом, проект быстро выходит на самоокупаемость и начинает генерировать чистый доход.
Однако следует провести анализ чувствительности, поскольку прибыльность проекта может зависеть от цены продажи и объёма. Например, если отпускную цену придётся снизить на 30% (до ~1400 тг/флакон) для конкуренции, то прибыль может сократиться, и NPV может снизиться вплоть до нуля при падении цены на ~36%. В то же время, если удастся увеличить объём реализации (например, выйти на экспорт и продавать 50 тыс. флаконов в год), NPV и прибыль будут расти пропорционально. Анализ показывает, что проект устойчив в разумных пределах: даже при снижении цены на 20% NPV остаётся положительной, и лишь падение цены более чем на 35% приведёт к убыточности.
Анализ рисков проекта. Проект по производству лекарственного спрея с экстрактом Cetraria islandica, хоть и выглядит прибыльным, сопряжён с рядом рисков. Необходимо их идентифицировать и предложить меры по снижению:
- регистрационные и законодательные риски. Возможны задержки или сложности при государственной регистрации препарата как лекарственного средства. Требования регулятора могут потребовать дополнительных исследований (например, доказательства эффективности через клинические испытания), что повлечёт непредвиденные расходы и отложит старт продаж. Также изменения в законодательстве (ужесточение правил растительных препаратов, ценовое регулирование) могут повлиять. Меры: тщательно подготовить досье, консультироваться с Национальным центром экспертизы, заранее учесть возможные требования;
- производственные риски. Сюда входят технические проблемы – сбои оборудования, несоответствие качества серий. Например, риск расслоения спрея или микробного обсеменения, если технология нарушена. Меры: инвестировать в качественное оборудование, провести квалификацию/валидацию процессов, обучить персонал GMP-требованиям;
- сырьевой риск. Экстракт Cetraria islandica – ключевое сырьё. Необходимо стабильное снабжение им по приемлемой цене. Меры: диверсифицировать поставщиков, иметь 2–3 альтернативных источника экстракта, заключать долгосрочные контракты с поставщиками на фиксированную цену;
- рыночные риски. Продукт может столкнуться с конкуренцией и не добиться планируемого объёма продаж. Меры: провести маркетинговое исследование перед запуском, выделить бюджет на продвижение, позиционировать спрей как натуральное и эффективное средство;
- финансовые риски. Включают колебания курсов валют, рост процентных ставок, непредвиденные расходы. Меры: заключать контракты в тенге или хеджировать валютные риски, не брать избыточных кредитов с плавающей ставкой;
- риск безопасности и ответственности. Как лекарственное средство, спрей может вызвать побочные реакции. Меры: тщательно отслеживать безопасность на этапе разработки, обеспечить систему фармаконадзора после вывода на рынок.
В совокупности, при проактивном управлении рисками (регулярный мониторинг, планирование сценариев, страхование) проект может успешно преодолеть возможные проблемы.
Социально-экономический эффект реализации. Проект обладает значимым положительным влиянием на социально-экономическое развитие как на региональном, так и на национальном уровнях. Импортозамещение и фармацевтическая безопасность. Запуск производства отечественного спрея для горла снизит зависимость от импортных аналогов. Создание рабочих мест. На производстве спрея будут заняты квалифицированные кадры, что создаст новые рабочие места. Увеличение налоговых поступлений. Действующее производство будет платить налоги в бюджеты, что значительно увеличит налоговые поступления. Доступность и удобство терапии для населения. Выпуск эффективного и доступного по цене средства для лечения горла улучшит здоровье населения. Развитие фармацевтической науки и технологий. Проект базируется на использовании местных природных ресурсов и научных исследованиях их свойств. Экспортный потенциал. Если продукт зарекомендует себя на внутреннем рынке, возможен выход на рынки соседних стран. Косвенные эффекты. Проект демонстрирует успешный пример импортозамещения, что может вдохновить других предпринимателей. Социальная значимость проекта. Население получит более безопасное лечение, что улучшит качество жизни пациентов.
Подводя итог, реализация данного технико-экономического обоснования (ТЭО) принесёт не только коммерческую выгоду инвесторам, но и ощутимую пользу обществу и государству. Проект встраивается в стратегию локализации фармацевтического производства РК, создаёт высокомаржинальный отечественный продукт, улучшает здоровье граждан и способствует экономии бюджета за счёт снижения импорта. Все эти эффекты делают проект по производству спрея для горла с экстрактом исландского мха социально-экономически значимым и подтверждают целесообразность его внедрения.
В заключение расчёты финансовых показателей демонстрируют, что при заявленных условиях (цена до 2000 тенге и объём 36 000 флаконов в год) предприятие будет получать значительную прибыль. Проект способен окупиться менее чем за два года и обеспечить устойчивый денежный поток, что делает его экономически целесообразным.
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В данном разделе был проведён комплексный анализ разработки спрея с экстрактом Cetraria islandica, который демонстрирует высокую фармацевтическую ценность и потенциальную эффективность как лечебного средства. Исследование показало, что экстракт обладает выраженной противовоспалительной, антимикробной и антималярийной активностью, что подтверждает его возможность применения в медицинской практике. Валидация технологического процесса производства экстракта обеспечила его высокое качество и стабильность, что является необходимым условием для дальнейшего использования в фармацевтической промышленности.
Анализ фармацевтического рынка Казахстана показал устойчивый спрос на препараты для лечения заболеваний горла, что создаёт благоприятные условия для внедрения нового спрея. Разработка эффективной и безопасной лекарственной формы, основанной на растительном сырье, отвечает современным требованиям потребителей и способствует расширению ассортимента отечественных препаратов. Установление оптимальных технологических параметров и стандартизация экстракта Cetraria islandica (L.) Ach. обеспечивают его соответствие нормативным требованиям, что подтверждает его статус как стандартизованной фармацевтической субстанции.
Финансовое обоснование проекта, проведённое в рамках технико-экономического обоснования (ТЭО), демонстрирует высокую рентабельность и быструю окупаемость спрея. При запланированном объёме выпуска 36 000 флаконов в год, полная себестоимость одного спрея составит около 895 тенге, а максимальная отпускная цена – 2000 тенге. Ожидаемая чистая прибыль составляет примерно 30,9 млн тенге, что соответствует 43% от выручки. Чистая приведённая стоимость (NPV) проекта, рассчитанная с учётом первоначальных инвестиций в 25 млн тенге и ставки дисконтирования 15%, показывает положительное значение около 75,6 млн тенге, что свидетельствует о высокой инвестиционной привлекательности. Срок окупаемости (Payback Period) составляет около 1 года, что делает проект экономически целесообразным.
Социально-экономический эффект от внедрения спрея включает создание новых рабочих мест, повышение доступности и качества медицинских услуг, а также снижение зависимости от импортных препаратов. Таким образом, проект по производству спрея для горла на основе экстракта Cetraria islandica (L.) Ach. имеет значительный потенциал для успешной реализации на фармацевтическом рынке Казахстана, что подтверждает целесообразность его внедрения.











ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Диссертационная работа посвящена фармацевтической разработке лекарственных средств на основе лекарственного растительного сырья Cetraria islandica (L.) Ach. В ходе исследования было проведено комплексное фармакогностическое изучение, разработка оптимальной технологии получения экстрактов и оценка их биологической активности, что подтвердило ценность Cetraria islandica как возобновляемого источника растительного сырья с выраженным фармакологическим потенциалом.
Первая часть работы описывает технологию сбора и заготовки Cetraria islandica, основанную на принципах устойчивого природопользования и рекомендациях надлежащей практики сбора (GACP). Заготовка проводилась в соответствии с Законом РК «О растительном мире», что обеспечивает рациональное использование биологических ресурсов. Образцы собирались в стабильных экологических условиях, что подтверждает здоровье популяции и возможность частичного сбора без ущерба для экосистемы.
Морфолого-анатомическое исследование показало, что Cetraria islandica имеет гетеромерное листоватое слоевище высотой 12–15 см с характерными анатомическими структурами, такими как корковый и фотобионтный слои. Гистохимические реакции подтвердили наличие усниновой и фумарпротоцетраровой кислот, что подчеркивает фармакогностическую значимость данного сырья.
Фитохимическое исследование выявило широкий спектр биологически активных соединений, включая полисахариды и фенольные соединения, с содержанием усниновой кислоты в 2,98% на сухое вещество. Контроль качества подтвердил соответствие физико-химических, микробиологических и токсикологических показателей нормативным требованиям, позволяя рассматривать Cetraria islandica как стандартизованную фармацевтическую субстанцию.
В разделе, посвященном технологии экстракции, было установлено, что 70% этанол является наиболее эффективным экстрагентом, обеспечивающим максимальный выход активных веществ, таких как усниновая кислота. Валидация технологического процесса на предприятии ТОО «ПЛП Жанафарм» подтвердила управляемость и стабильность, что гарантирует высокое качество получаемого экстракта.
Долгосрочные исследования стабильности экстракта Cetraria islandica показали, что он сохраняет свои физико-химические и микробиологические характеристики на протяжении 24 месяцев при температуре 25±2 °C и относительной влажности 60±5 %. Это подтверждает высокую однородность и качество продукта.
Экспериментальные исследования противовоспалительной активности экстракта показали значительное снижение объема отека при дозе 500 мг/кг, достигая 69,90% эффекта, что сопоставимо с действием ибупрофена. Антимикробная и противогрибковая активность экстракта была подтверждена на десяти клинически значимых микроорганизмах, включая Staphylococcus aureus, а также продемонстрировал антималярийную активность против Plasmodium falciparum.
Финансовое обоснование проекта по производству спрея на основе экстракта Cetraria islandica показывает высокую рентабельность и быструю окупаемость. При запланированном объеме выпуска 36 000 флаконов в год, полная себестоимость одного спрея составит около 895 тенге, а максимальная отпускная цена – 2000 тенге. Ожидаемая чистая прибыль составляет примерно 30,9 млн тенге, что соответствует 43% от выручки. Срок окупаемости составляет около 1 года, что делает проект экономически целесообразным.
Таким образом, проект по производству спрея на основе экстракта Cetraria islandica (L.) Ach. имеет значительный потенциал для успешной реализации на фармацевтическом рынке Казахстана, что подтверждает целесообразность его внедрения и открывает перспективы для дальнейшего использования данного экстракта в разработке новых фитопрепарато
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
[image: Изображение выглядит как текст, снимок экрана, Шрифт, число

Содержимое, созданное искусственным интеллектом, может быть неверным.]
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ПРИЛОЖЕНИЕ В
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	Упаковка: мешки из крафт-бумаги, трехслойные
Температура: (25 ± 2) °С, относительная влажность: 60±5 %
	Серии: 1 - 01CI-2020; 2- 02CI-2020; 3 - 03CI-2020 
Начало и окончание испытания: 06.2020 г. - 063.2022 г.

	Показатели
	Показатели соответствующие спецификации качества 
	Бақылау мерзімділігі, айлар

	
	
	0
	3
	6
	9
	12
	18
	24

	Описание 
	В соответствии со спецификацией
	соответст

	соответст
	соответст
	соответст
	соответст
	соответст
	соответст

	Идентификация
	А. В соответствии со спецификацией
Б. В соответствии со спецификацией
С. В соответствии со спецификацией
Д. В соответствии со спецификацией
	соответст

соответст

соответст

соответст
	соответст

соответст

соответст

соответст
	соответст

соответст

соответст

соответст
	соответст

соответст

соответст

соответст
	соответст

соответст

соответст

соответст
	соответст

соответст

соответст

соответст
	соответст

соответст

соответст

соответст

	Посторонние примеси 
	Не более 5 %
	3,54 %
3,08 %
3,34 %
	3,54 %
3,08 %
3,34 %
	3,54 %
3,08 %
3,34 %
	3,54 %
3,08 %
3,34 %
	3,54 %
3,08 %
3,34 %
	3,54 %
3,08 %
3,34 %
	3,54 %
3,08 %
3,34 %

	Потеря в массе при высушивания 
	Не более 12 %
	11,32 %
10,78 %
10,29 %
	11,32 %
10,78 %
10,29 %
	11,32 %
10,78 %
10,29 %
	11,32 %
10,78 %
10,29 %
	11,32 %
10,78 %
10,29 %
	11,32 %
10,78 %
10,29 %
	11,32 %
10,78 %
10,29 %

	Общая зола  
	Не более 3 %
	1,58 %
1,83 %
1,87 %

	1,58 %
1,83 %
1,86 %

	1,59 %
1,82 %
1,86 %

	1,59 %
1,84 %
1,85 %

	1,57%
1,84 %
1,86 %

	1,58 %
1,85 %
1,87 %

	1,57 %
1,483 %
1,87 %


	Микробиологическая чистота 
	Категория 4А (≤10⁷ бактерий, ≤10⁵ грибов, ≤10² E. coli)
	соответст
	соответст
	соответст
	соответст
	соответст
	соответст
	соответст

	Количественное определение 
- лишайниковые кислоты 
в пересчете на усниновую кислоту:
- полисахариды в пересчете на глюкозу:
- полифенольные соединения в пересчете на кофейную кислоту: 
	 


не менее 2.0 % 

не менее 40 % 

не менее 2 % 
	


2,98 %

56,7 %

2,79 %


	


2,97 %

56,1 %

2,73 %


	


2,97 %

55,4 %

2,70 %


	


2,94 %

55,2 %

2,67 %


	


2,91 %

55,2 %

2,65 %


	


2,87 %

54,7 %

2,65 %


	


2,81 %

54,5 %

2,63 %




ПРИЛОЖЕНИЕ С
Испытание стабильности ЛРС Cetraria islandica (L.) Ach. 

ПРИЛОЖЕНИЕ Т
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\cetraric acid\NM-1-3-5-CI NMR-data_page-0001.jpg]
Рисунок S1. Спектр¹H ЯМР соединения 1 (400 МГц, CD₃OD)[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\cetraric acid\NM-1-3-5-CI NMR-data_page-0002.jpg]
                  Рисунок S2. Спектр¹³C ЯМР соединения 1 (100 МГц, CD₃OD)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\cetraric acid\NM-1-3-5-CI NMR-data_page-0003.jpg]
Рисунок S3. HSQC спекты соединения № 1 
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\cetraric acid\NM-1-3-5-CI NMR-data_page-0004.jpg]
Figure S4. HMBC спекты соединения № 1
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\cetraric acid mass\NM-1-3-5-Cl_page-0001.jpg]
Figure S5. HR-ESI-MS спекты соединения № 1 
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\methyl protocetracric acid\Methylprotocetriaric acid_page-0001.jpg]
Figure S6. 1H NMR спекты соединения № 2 (400 MHz, DMSO-d6)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\methyl protocetracric acid\Methylprotocetriaric acid_page-0002.jpg]
Рисунок S7. 13C NMR спекты соединения № 2 (100 MHz, DMSO-d6)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\methyl protocetracric acid\Methylprotocetriaric acid_page-0003.jpg]
Рисунок S8. HCQC спекты соединения № 2
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\methyl protocetracric acid\Methylprotocetriaric acid_page-0004.jpg]
Рисунок S9. HMBC спекты соединения № 2
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\methyl protocetracric acid mass\NM-1-16-9-CI_page-0001.jpg]
Рисунок S10. HR-ESI-MS спекты соединения № 2

[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\ergosterol peroxide\NM-1-5-2-CI-Crystal NMR data_page-0001.jpg]
Рисунок S11. 1H NMR спекты соединения № 4(400 MHz, CDCl3)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\ergosterol peroxide\NM-1-5-2-CI-Crystal NMR data_page-0006.jpg]
Рисунок S12. DEPTQ спекты соединения № 4 (100 MHz, CDCl3)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\ergosterol peroxide\NM-1-5-2-CI-Crystal NMR data_page-0010.jpg]
Рисунок S13. HSQC спекты соединения № 4
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\ergosterol peroxide\NM-1-5-2-CI-Crystal NMR data_page-0013.jpg]
Рисунок S14. HMBC спекты соединения № 4
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\ergosterol peroxide\NM-1-5-2-CI-Crystal NMR data_page-0018.jpg]
Рисунок S15. 1H-1H COSY спекты соединения № 4
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\mixture of FA\NM-1-7-1-CI_page-0002.jpg]
Рисунок S16. 1H NMR спектры соединений 5,6,7 (400 MHz, CDCl3)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\mixture of FA\NM-1-7-1-CI_page-0004.jpg]
Рисунок S17. 13C NMR спектры соединений 5,6,7 (100 MHz, CDCl3)

[image: ]
Рисунок S18. EI-MS спектры соединения № 5
[image: ]
Рисунок S19. EI-MS спектры соединения № 6
[image: ]
Рисунок S20. EI-MS спектры соединения № 7
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\oleic acid\NM-1-16-5-CI_page-0001.jpg]
Рисунок S21. 1H NMR спектры соединения №5 (400 MHz, CDCl3)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\oleic acid\NM-1-16-5-CI_page-0004.jpg]
Рисунок S22. 13C NMR спектры соединения №5 (100 MHz, CDCl3)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\arabitol\NM-1-2-29-CI_page-0001.jpg]
Рисунок S23. 1H NMR спектры соединения №8 (400 MHz, CD3OD)

[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\arabitol\NM-1-2-29-CI_page-0003.jpg]
Рисунок S24. 13C NMR спектры соединения №8 (100 MHz, CD3OD)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\arabitol mass\Mass NM-1-2-29-CI_page-0002.jpg]
Рисунок S25. HR-ESI-MS спектры соединения №8

[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\sucrose\NM-1-2-27-CI_page-0001.jpg]
Рисунок S26. 1H NMR спектры смеси соединений№ 9 (400 MHz, CD3OD)
[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\sucrose\NM-1-2-27-CI_page-0003.jpg]
Рисунок S27. 13C NMR спектры смеси соединений №9 (100 MHz, CD3OD)

[image: C:\Users\Mamdouh\Downloads\sucrose mass\Mass NM-1-2-27-CI_page-0002.jpg]
Рисунок S28. HR-ESI-MS спектры соединения №9
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Figure S29. HR-MS/MS spectra of the identified compounds 1-37









Приложение У 
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Приложение Ф [image: Изображение выглядит как текст, Шрифт, снимок экрана, число

Содержимое, созданное искусственным интеллектом, может быть неверным.]

[image: Изображение выглядит как текст, снимок экрана, Шрифт, число

Содержимое, созданное искусственным интеллектом, может быть неверным.]


[image: Изображение выглядит как текст, Шрифт, снимок экрана, Параллельный

Содержимое, созданное искусственным интеллектом, может быть неверным.]

















Приложение Х 
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D	0.2	11.2	22.4	33.6	44.8	56	0.1	0.2	0.30000000000000032	0.4	0.5	0.60000000000000064	C (мкг/мл)
D
01CI-2020	0	3	6	9	12	18	24	1.82	1.82	1.79	1.79	1.73	1.69	1.69	02CI-2020	0	3	6	9	12	18	24	2.17	2.17	2.15	2.11	2.0699999999999998	2.04	1.98	03CI-2020	0	3	6	9	12	18	24	1.98	1.98	1.97	1.95	1.91	1.91	1.89	норма	0	3	6	9	12	18	24	1.5	1.5	1.5	1.5	1.5	1.5	1.5	Периоды контроля, мес

Сумма усниновой кислоты в пересчете 
на абсолютно сухое вещество,  %


Формалиновый отек лапы крыс

Фон 	
CI-500 мг/кг	CI-2000 мг/кг  	CI-5000 мг/кг	Ибупрофен 100 мг/5 мл	Контрольная группа 	через 3 часа 	
CI-500 мг/кг	CI-2000 мг/кг  	CI-5000 мг/кг	Ибупрофен 100 мг/5 мл	Контрольная группа 	Фон 	CI-500 мг/кг	CI-2000 мг/кг  	CI-5000 мг/кг	Ибупрофен 100 мг/5 мл	Контрольная группа 	1	1	1	1	1	через 3 часа 	
CI-500 мг/кг	CI-2000 мг/кг  	CI-5000 мг/кг	Ибупрофен 100 мг/5 мл	Контрольная группа 	через 3 часа 	CI-500 мг/кг	CI-2000 мг/кг  	CI-5000 мг/кг	Ибупрофен 100 мг/5 мл	Контрольная группа 	1.6990291262135921	1.6391752577319589	1.4716981132075471	1.2959183673469388	1.8367346938775508	



Страны-производители ЛФ, для полости рта и горла 
количество 	
РФ	Индия 	Казахстан	Германия 	Мексика 	Польша 	другие 	108	100	44	33	18	12	130	
Динамика продаж ингаляционных и ЛФ для рассасывания: упаковки и тенге (2020–2024 гг.)
Млн упаковок 	2020	2021	2022	2023	2024	10.4	13.1	13.4	11.5	11.9	Млрд тенге	2020	2021	2022	2023	2024	8.1	12.1	14.7	15.2	17.7	
Объем продаж  (млн упаковки)

Объём продаж (млрд тенге)



Продажи по формам (MAT март 2025)
Упаковки (млн)	[ЗНАЧЕНИЕ]
[ЗНАЧЕНИЕ]

Твёрдые ЛФ для рассасывания	Спреи, Аэрозоли	7.2923879999999999	4.2592879999999997	Продажи (млрд тенге)	[ЗНАЧЕНИЕ]
[ЗНАЧЕНИЕ]

Твёрдые ЛФ для рассасывания	Спреи, Аэрозоли	11.081373596000001	6.8898418369999996	


Продажи и упаковки твёрдых ЛФ (MAT март 2025)
Упаковки (тыс.)	Decatylen™, Teva #20	Grammidin, Valenta	Grammidin Kids	Decatylen™ #40	Trachisan	Grammidin Neo	Strepsils®	Anzibel	Другие	564	414	288	133	425	175	296	270	4727	Продажи (млрд ₸)	Decatylen™, Teva #20	Grammidin, Valenta	Grammidin Kids	Decatylen™ #40	Trachisan	Grammidin Neo	Strepsils®	Anzibel	Другие	1.7	1.3	0.9	0.7	0.6	0.5	0.4	0.4	4.5	
Значения (тыс. / млрд ₸)
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«C.)K. ACOEHAUSIPOB ATbIHAFbI KA3AK ¥/ITTbIK MEAULIMHA YHUBEPCUTETI» KEAK
HAO «KA3AXCKMiA HAUMOHANbHbBI MEAWLIMHCKWUIA YHUBEPCUTET MMEHM C.A.ACOEHAUSPOBA>»

Jlokanbnas ITHYECKas KOMUCCHS

Peaaximsa: |

(JIDK) 3aKIoYeHne

Crpanmia | 13 |

3akiaoueHue

JlokansHast aTrdeckas komuccust (JIDK)

HAO «Ka3zaxckwii Halg

HOHAIBHBIN MeAUIMHCKAH yHUBepcuTeT uM. C.J1.
AcdenauspoBay

®UO noxropaHnTa Manacos Hypnen Kpinpipbaiiyier

CrienuanbHOCTh Dapmanus

(oOpa3oBaTenpHas

IIpOrpaMma) JOKTOPaHTYPhI

Ilepuon 00y4eHus B |2019-2022

JIOKTOpaHType

Tema nauccepraumu, nara | «®PapmaueBruyeckas pa3paboTKa JeKapCTBEHHBIX

YTBEPXKICHUS CcpezcTB Ha OCHOBE JIEKApCTBEHHOTO
pacTUTENbHOrO ChIpbst LleTpapuu  HMCIaHACKOM
Cetraria islandica (L.) Ach»

JlanHbIE o HayuHsix | JlatxaeB Y.M., 1.¢papm.H.,mpodeccop (Kazaxcran)

koncynprantax — @O.HM.O.

(1p¥ ero Hammumm), Samir A. Ross PhD, npodeccop

JIOIDKHOCTH M MecTa pabotsl, | papmakorrosuu(CLIA)

y4eHbIe CTEINeHH,

IPaXKIaHCTBO

OOBEKTHI UCCIIETIOBAHMS

skctpakt Cetraria islandica (L.) Ach

Hapymenuss B mpouecce | HapyuieHus He BbISBICHBI.

[IAHUPOBaHH, OLIEHKH,

orbopa M TIPOBEIEHHUS

HayYHBIX HCCIIE/IOBAHUH

Hapymenus B mporecce | HapymeHus He BbISBICHBL

pacmpoCTpaHeHUs.

pe3yIbTaToB Hay4HbIX

HCCIIeqOBaHuM

Kakum obpazom | 3amuTa mMpas, OE30MACHOCTH M OJaronoiydus

MPOBOJMIACH 3aIlUTA IPAB, | 0ObEKTOB  WCCIENOBaHWs  MPOBOAWIACH IO

GesonacHocTn A | coBGMIONeHMI0  PYKOBOACTB 110 MPOBEJIEHHIO

e di OELERIE KJIMHAUYECKHUX UCCIEIOBAHUM.

uccnenoBanust (B ciiydae

HaM9usi OOBEKTOB JKHUBOM

[IPHPOIBI u cpebl

oburanust)?

Mpencenarens JIIK g 27 AT F TS T.Canues
0/IOBPEHO i

flokasibHus ITHUECK: Romiiccust

a0 «__»

Ne__or«_»
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Oaiin Penaxtvposarive MpocMoTp  InekTporHoe noanucanve OkHo  Cnipaeka

TnasHan WHcTpymeHTbI MaTeHT Ha NoNe3Hy... X

PECIYBIHKA KABAXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN
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(54) Llerpapns nenasmmsa Cetraria islandica L. Ach. xabaTTapsimas Koro ChIRETN a1y Taciai

Cuocod momyvemms rycroro sxcrparTa s cavestm Lerpapma nearacrof Cetraria islandica L
A

Method of obtaining a thick extract from Cetraria islandica L. Ach.

(73) Mamacor Hypren KeumsapGaitgms (KZ)
Manasov Nurlen Kydyrbayuly (KZ)
| (72) Manacos Hypaen Keumipbaitgass (KZ)  Manasov Nurlen Kydyrbayuly (K2)
| Harsacs Voaimua Maxaxberoems (KZ)  Datkhayev Ubaidilia Makhambetovich (KZ)
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KA3AKCTAH PECITYBJIMKACBIHbIH
DKOJIOTUA XXOHE TABUFU PECYPCTAP

MMWHUCTEPCTBO 3KOJIOI'MH U

MHWHHCTPJITI'T OPMAH KA3AXCTAH
LIAPYALIBUIBIFbI JKOHE JXKAHYAPJIAP KOMMTET JIECHOI'O XO35ICTBA U
JIYHUECI KOMMUTETI KHMBOTHOI'O MUPA
Kasakcran PecryGnnkachiHbiH DKOJIOTHS KIHE Pecny6kanckoe roCy1apCTBEHHOE

Taburu  pecypctap  MUHMCTpAiri  OpmaH

WAPYALbIIbIFBI  JKOHE JKaHyapnap —ayHHeci BEJICHHUS «HHCTHTYT GoTaHuKu
KOMHTETiHiH «boraHuka JKOHE ¢duronnTponykumny  Komuteta  JiecHoro
(PUTOMHTPOLYKLMA MHCTHTYTHI) LIAPYALIbUIbIK X035HCTBA M JKHBOTHOrO MMpa MHHHCTEpCTBA
KYprizy KYKBIFbIHIAFbI pecryGnKabiK 9KOJIOrMH U MPUPOHBIX pecypcoB Pecrybiukn
MEMJIEKETTIK KCiMopHbl Kasaxcran

050040, Anmarsi K., Tumupsizes K., 36 «[I», 050040, r. Anmarsl, yi1. TumupsizeBa 36 «JI»,
Teu. 8(727) 394-80-40, dakc 8(727) 394-80-40 Test. 8(727) 394-80-40, daxc 8(727) 394-80-40

Ne OF- PS5 /LS Z «O% __ petels  2023v

Ipopexropy HAO
«Kazaxckuii HaHOHAIbHBIH
MeIHUHUHCKHI YHHBEPCHTeT
um. C.JI. AcenausipoBa»,

a. papm. n. latxaeBy Y.M.

Ypaxkaemblii Y6aiianiana MaxamGeToBH4Y!

B otser Ha Bame mucemo 3921-09-04-01-22-09 ot 16.06.2023 coobiiaemM, uTo
npucnaHHblii  Ham  oOpasen, cobpaHHblii B KapkapanmHckoM  paifome
KaparaugnHcKoil 06/1acTH, IeHCTBUTENbHO OTHOCHTCS K BUAY Cetraria islandica
(L.) Ach. CornacHo COBpeMeHHO# KknaccH(UKALMK, BHJI OTHOCHTCA HE K
pacteHusM, a K JIMXEHH3MPOBaHHBIM rpubam  (nmaitaukam). Bunosas
NPUHANEKHOCT YCTAHOBJIEHA HA OCHOBE MOP(ONOTHYECKHX [PU3HAKOB 1
XMMMUECKHMX PeaKiiil, crieluprIeckux Al JUIaiHnKOB.

04,
23
I

N
PrI3Y !

I'eHepaJibHBIi AHPEKTOP, 1.0.H. Curnaesa I'.T.

NHVEC 4,

W
o
A o

KACH Ko,

3

Omeememeennviii ucnonnumens: 'HC naGoparopuu
MHKOJIOTHH U anbrosioruy, 1.0.H. Paxumosa E.B.
men.: 8-777-346-10-40

Hcnonuurens: CT. nabopauTt jaGoparopuu
MMKOJIOTHH ¥ abrojioruu, Meip3axat A.
Ten.: +7-708-364-85-36

TIPMPOJIHBIX PECYPCOB PECITYBJIMKU

TpeanpusaTue Ha - npase X03HCTBEHHOTO
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KA3BAKCTAH PECIIYBJIMKACBI REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

AYBLI IHAPYAIIBLIBIF bl MUHHUCTRIITT MINISTRY OF AGRICULTURE
ATPOOHEPKOCIITIK KEINEHJETT COMMITTEE OF STATE INSPECTION
MEMJIEKETTIK AHCIIEKIIASA KOMHUTETI IN THE AGROINDUSTRIAL COMPLEX

(1) AkcnopTTaywbl XeHe OHbIH MeKeH-XKalb! (2) PATOCAHUTAPIIbIK CEPTUDUKAT
Name and address of exporter PHYTOSANITARY CERTIFICATE

'| Manassov Nurlen Kydyrbayuly 0702/202109151456744
198 ULICA Islam Karimov, Apt. 72, Almalinskij rajon, Almaty, KAZAKHSTAN

(3) ManimdeHzeH anywibl XaHe OHbIH MeKeH-Xallb! (4) Kimre: ©cimaikTep kapaHTUHI XaHe onapAbl Kopray
|| Declared name and address of consignee KeHiHAeri yiibIMbIHa (eni)
TO: Plant Protection and Quarantine Organization(s) of
Manassov Nurlen Kydyrbayuly (country)
The University of Mississippi P.O. Box 1848, University, MS 38677 USA UNITED STATES OF AMERICA

(5) ManimaeHreH Tackin akeny NyHKTI
UDseAclnred point of entry

(6) LWiikkaH xepi (7) Menimaexrex Tacbimangay Tecini
Place of origin Declared means of conveyance
REPUBLIC OF KAZAKHSTAN Air transport

(8) ©HIMHIH aTaybl; OpbIH CaHbl XaHe GybIN-TyOAIH cUNaTTaMachl; aipbikwa Genrinep (MapkupoBka); (9) ManimpeHreH caHb!
ecimMAiKkTiH 60TaHUKanbIK aTaybl quantity declared
2 Nlaamt's of produce; number and description of packages, Distinguishing marks and botanical name of
Pplani
Plants and their parts (including packet - 2 XXX XXX 1825¢g
seeds and fruits), used primarily in
perfumery, in pharmacy or for
insecticidal, fungicidal or similar
purposes, fresh or dried, whole or
chopped, crushed or ground.

XXX XXX XXX
XXX XXX XXX XXX
XXX XXX XXX XXX

(10) Xorapbiaa kepcetinren ecimaikTep, eciMaik eHimaepi Hemece Backa Aia KapaHTUHre XaTKbI3biFaH Matepuangap TvicTi pecmu
)| npoueaypanapra ceiikec 3epTTenai xeHe/Hemece TanAaHAbl XeHe UMNOPTTaylb! kenicywi Tapan MeniMaereH KapaHTMHAIK 3uAHKeC
oOpraHu3MaepAeH Tasa Aen TaHbINAbI XeHe peTTeneTiH KapaHTUHAIK eMec 3UsHKeC opraHusMaepre apHanfanaapbiH Aa Koca
| uMnopTTaywb Kenicywi TapanThiH KONAAHLICKIHAAFLI (PUTOCAHUTAPILIK epexenepiHe Coikec keneai Aen TaHbLINALI.
| This is to certify that the plants, plant products or other regulated articles described herein have been inspected and/.or res!ed
| according to appropriate official procedure and are considered to be free from the quarantine pests specified by the importing
| contracting party and to form with the current phytosanitary requirements of the importing contracting party, including those for
regulated non-quarantine pests.

| (11) KocbimMwa peknapauus
| Additional declaration

3apapchi3gaHabipy BepinreH xepi
disinfection and/or disinfection treatment Place of issue

The Almaty city territorially inspection

(12) BHaey Tocini / Treatment

XXX Kyi/Date

15.09.2021

(13) Xumukar (KonaaHbicTarsl 3aT) / (14) 3Kcno3nuyuscel KaHe YakineTTi uHCneKTOpPALIH Teri
Chemical (active ingredient) Temnepartypack!

N oo Duration and temperature
XXX

EIFTEITEIIES

N AN A S AN AT A

3L

(15) KoruenTpauus / Concentration (16) Kyni / Date Signature

X000

¥ii

)| (17) Kockimwa aknapat / Additional information Stamp of org

AA 22191943

EAAE A A E R AR A S AA R RAERAE A
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OMNBITHO-MPOMBINLJIEHHBIA PETJIAMEHT
Ha MPOM3BOACTBO 3KcTpaKTa Cetraria islandica Ach., rycroii

CornacoBaHo:

TOX&I:HH KAHADAP
2

A

»

PexoMeHI0BaHO K YTBEPXKAECHHUIO:
HauanbHuk TIpOU3BOACTBA

« » 202_r.

PaspaGoTunk:
JloxTopant 3 Kypca Manacos HypiieH
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9KCIEPTHU3A TIPOBEJAEHA MPUKA3
PI'TI na ITXB «HaiuoHanbsHbIH HEHTP Komutera dapmaruu M3 PK

9KCIIEPTHU3HI JIEKapCTBEHHBIX CPENICTB, OT«__ » 201__r.
MeIMIMHCKUX u3aenuin» M3 PK Ne

« » 201 _ r

ML

HOPMATHBHBIN JOKYMEHT

HauMeHOBaHHe J1€KaPCTBEHHOI0 MPOAYKTa

HWcnang Myri KOO SKCTPaKT

VcnaHcKui MOX 9KCTPaKT IyCTOH

HanMeHOBaHHE H CTPaHA OPraHH3alHH-NPOU3BOAHTEIS

TOO «IUI «KAHA®APM», Kazaxcran

HauMeHOBaHHe H CTPaHA BJAJe/bIa PerHCTPALHOHHOIO YI0CTOBEPEH S
TOO «IUIT « X KAHA®APM», Kazaxcran

HaumeHOBaHME H CTPaHA OPraHH3aUHMH-yNaKOBIIHKA

TOO «ITUIT «XKAHA®APM», Kazaxcran

CpOK BBEIEHUS YCTAHOBJIEH C

PK Ne
B «_» 20_r
Cpok ieHCTBHA 10
«_» 20 1.

W3JIAHUE OPUIIUAJIBHOE NEPENEYATKA BOCIIPELIEHA
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«C.K. ACOEH/TUSIPOB ATBIHJIAFBI KA3AK YJITTBIK MEJIUIIMHA YHUBEPCUTETI» KEAK,
HAO «KA3AXCKHI HAIIMOHAJIBHBIA MEJIMLIMHCKUI YHUBEPCUTET UMEHU C.JL ACOEH/IUSIPOBA»

Meromueckas paspaGorka s Peptaxisicer: 1
TIPAKTHYECKOr0 3aHsTHs 1 crpanmma u3 1

Kadenpa papmanesriraeckoii Texnonornu

YTBEPXKIAIO
3aB. kadeapoii
¢apmaneBTHYeCKOH
TEeXHOJIOT)

Yerenona I'.0.

€5 2028T.

AKT
0 BHeIpPEeHHH ()ParMeHTa HAYTHO-HCCIEJ0BATENbCKOH PaboThI
Mamnacos H.K.

Tema: «®apmarepTuyecKast pa3paboTKa JIEKAPCTBEHHBIX CPEJICTB Ha OCHOBE
JIEKapCTBEHHOTO PacTUTENBHOTO chIpbs Cetraria islandica (L.) Ach.»
HanmenoBanue npemioxenns (st BHeapenusi: «IloydeHue rycToro sKCTpakTa
METOZOM  Malepallid C  IpPUMEHEHHeM  YIbTPa3sByKOBOTO  BO3JeiCTBHe.
Texunonoruyeckuit mnpouecc wu3rotosieHus okcrpakra Cetraria islandica ¢
TMPUMEHEHHEM  yIbTPa3BYKOBOTO  BO3ACHCTBHE» [0  TeMe  AUCCEPTALUH
«®@apmanepruueckas — pa3paboTKa  JIGKAPCTBEHHBIX ~ CPENCTB  Ha  OCHOBE
JIEKapCTBEHHOI'O pacTUTeNbHOrO chipbs Cetraria islandica (L) Ach»

VYupexnenne, astop: HAO «Kasaxckuii HaiuoHansHBIA —MeTUIIAHCKUI
yuusepeutet uM. C.JI. AchennuspoBay, kadenpa hapManeBTHIECKON TEXHOIOTHH,
PhD noxropant 1o criermansHoctu 8D1010102 - «@apmarmsi» Manacos H.K.

I'ne Baeapeno: Kadenpa dapmareBrideckoil TeXHOIOIMU

®opma BHeapenusi: [loiydeHHe TycTOro SKCTPAaKTa METOJOM Mallepalldu C
NPMMEHEHHEM  YNIBTPa3ByKOBOIO  BO3JeHCTBHE. TEeXHONOrMYeCKUi IpoLecc
U3roToBJIeHUs 9KcTpakTa Cetraria islandica MeTonoM Mauepauuu ¢ npumeHeHHEM
YJIbTPa3BYKOBOTO BO3/IEHCTBHE

¢ pexTHBHOCTL BHeApeHHsl: BHEAPEHHE CNOcO06a TMOMYYEHHS CIIHPTOBOTO
9KCTpaKTa U3 cioeBul numaitauka Cetraria islandica (L.) Ach

[Ipennoxenus, 3aMevanus yupexIeHUs], OCYLIECTBISIONIEro BHenpenue: HeT

OTBeTCTBEHHBIE 32 BHEAPEHHUE, UCTIONHUTEIID:
OTBeTcTBeHHBIIT 0T Kadeapsl papManeBTHYECKO
TEeXHOJIOTHH, acc. nmpod. 6/y3, Kantypeesa A.M. A'/
Hcnonnunrens, PhD gokropant Manacos H.K.
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YTBEPK/IEH
000 «VuHopaumonnsle MeauIMHCKIE
Pemrennay (000 «MMP»

HAMMEHOBAHHE OPTAHH3ALHH-NPOH3BOIHTCA
YIosHOMOUYEHHOE JIMLO 110 KaYeCTBY

ZV ) ’A/M/ JOJIKHOCTD
Cmupnos C.A.

77777 noanncs 1O

AKT
BHenpenue pe3yIbTaToB HAYYHO-HCCIIEA0BATEILCKONH PaboThl

IpoussoacTBo hapmanesruueckmx npenapaTos: 000 «UMP»

HaumeHoBaHME TPEIIOKEHHsI: TCXHOJOMHA TOIYUYCHUA  CIpes M3 TyCToro

skerpakra Llerpapun ucnannckoi (Cetraria islandica (L.) Ach.)

Tema PhD  jmuccepranmonnoii  paborei:  «DapmaueBTUdecKas — paspaboTka

JIEKAPCTBEHHbBIX CPEJICTB HA OCHOBE JICKAPCTBCHHOIO PACTHTENBHOTO Chipba Cefraria

islandica (1..) Ach»

Vupexaenune, aBTop:

Hexommepueckoe AKLIMOHEPHOE ofmecTBo «Kazaxckuit HALHOHAIbHBII

meauunHckuii yuusepenter umenn C.J1. Acdenansposay, cnetmansiocts 8D10102

-«@apmanms» PhD gokropant Manacos Hypnen KpiabipOaiiyiibt

Obaacts NpUMeHeHuHe: (dapmanms,  TexHojorus  (papMaleBTUUECKOrO

MPOM3BO/ACTBA, TEXHOIOTHS JICKAPCTBEHHBIX (hopm

@opmMa BHEAPEHMsT: NPAKTHUECKOE MPUMEHCHHE MOYUCHHA CIpes W3 TycToro

skerpakrta Letpapuy uenanackoii (Cetraria islandica (1.) Ach.)

JppexTHBHOCTL BHeAPeHHs: [Ipeiaraemas TeXHOJIOrHs NO3BONAET paspaboTath

HOBOE BbICOKOI((PEKTHBHOE (hapMALEBTHIECKOE CPEICTBO - CHPEH, M3rOTOBJICHHbIH

u3 rycroro skerpakra Llerpapun ucnanackoii (Cetraria islandica (1..) Ach.). Oror

mpenapat  MpeAHasHaueH Uil MCIONB30BAHHA B (papMaLEBTHUECKOH

IIPOMBILLICHHOCTH, O00ECTEeUHBas BLICOKYIO S(heKTHBHOCTL JeueHns Onarofapsa

YHUKaJIbHBIM CBOHCTBAM 3KCTPAKTA.

[Ipe/ioskenusi U 3aMeuaHus yUPeAKICHHs, 0CYIECTBISIIoIIEro BHeapeHus: Her
OTBETCTBEHHBIE 32 BHEIPEHHE, HCIIOIHUTRD!

Or  HAO «Kazaxckuit HauroHasbHbi# | OT IPOU3BOACTBO
mepmimnckuit  yausepenter  uMenn  C.J1 | papMaLEBTHUECKHX MPenapaTos:

Achenansiposay B 000 «HMMP»
HayuHble KOHCYJIbTaHThL: VIOJIHOMOUYEHHOE JIMLO TI0
a.dapwm.u., npdeccop arxaes Y .M. - KaueCTBY

npodpeccop dapmaxortosun, PhD Samir A. Ross | OO0 «MME

o CuupHoB,

« » 20 r. «02» upa

Hconuurens: «lnnovational Medical

PhD noxropant Manacos HK, Sulutions Group
L« » 20 r. B B » <%
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Komuccns B cocrase:

ITpencenarens

H YICHOB KOMHCCHH

AKT BHepeHHSst

Pe3yJIbTATOB HAYYHO-NPAKTHYECKOH paboThI
B HAY4HO-HCC/Ie0BATE/ILCKHIT npoece

IPOpEeKTOpa 10 HaydHOH pabore,
J-p. hapmanesT. Hayk, npodeccopa

Hay4HOTO COTpYZIHHKA
JleriapTaMeHTa HayKH u
TO/ATOTOBKH Hay4HO-

NEJIarOTHYECKHX  KaJpoB, KaHI.
(apmanesT. HayK

JIMpEKTOpa JenapTaMeHTa HayKd H
MOArOTOBKH Hay4HO-
NeJarorH4ecKux KaJIpoB,
KaHJ1. OHOJI. HayK, IOLEHTa

E.B. ®mcrox

K.O. Cuzmoposa
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HasHaueHHas npukazom ®I'BOY BO CIIX®VY Munszgpasa Poccun ot «12» mapra 2021 r.
Ne 100, cocTaBuiia akT O HHXKECIIEAYIOIIEM:

PesynbraThl auccepTanMoHHOrO HccnenoBanus MaunacoBa Hyprnena KpiubipGaityisr Ha
TeMy «®apManeBTHYeCKas pa3paboTka JIEKapCTBEHHBIX CPEJCTB HA OCHOBE JIGKAPCTBEHHOIO
pactutensHoro ceipbst Cetraria islandica (L.) Ach», npeacTaBieHHOr0 Ha COMCKAaHHE y4eHOM
cTeneHH Kanaujaata (papMaleBTHYECKHX HaykK, a MMEHHO: «TeXHONOrHs IOJydeHHsl Crpes u3
rycroro skcrpakta Llerpapun ncnanjckoit (Cetraria islandica (L.) Ach.)», ucmons3oBano B
Hay4HO-HCCIIEI0BATEIbCKOM JIeATEIBHOCTH Kadenphl MPOMBIIUICHHOH TEXHOJOTHH JIEKapCTB
®I'BOY BO CIIX®Y Munsapasa Poccun B paMkax NpPaKTHYECKOTO IPHMEHEHHS MOTy4eHHS
cripest u3 rycroro skerpakTa Lierpapun ucnanzckoit (Cetraria islandica (L.) Ach.).
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4.2. Sample collection

Cetraria islandica was collected in the region of the Republic of Kazakhstan, Kara-
gandy, Province, Karkaraly national park, during the summer of 2021. The sample was
assigned with NCNPR #24269 and deposited in the Botanical Repository of the
National Center for Natural Product Research at the University of Mississippi.
This specimen was found near the famous lake in this region - Shaitankol growing on the
fallen pine needles litter in the pine forest. C. jslandica was identified by Prof. Bruce
McCune, Alumni Association Distinguished Professor, Department of Botany and Plant
Pathology, Oregon State University, Corvallis, Oregon, USA.
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Oregon State University

UniveI'Sity 2082 Cordley Hall

Corvallis, Oregon 97331

P 541-737-3451
F 541-737-3573
bpp.oregonstate.edu

11 January 2022

Dear Mr. Manassov and Dr. Ross,

T have studied the specimen that you sent and can confirm that it is the lichenized fungus,
Cetraria islandica. The specimen is fairly typical for that species, based on its broad
lobes, laminal pseudocyphellae, and medulla that reacts orange-red in ethanol solution of
paraphenylenediamine.

This species is broadly distributed in the northern Hemisphere, so it’s presence in
Kazakhstan is not surprising.

Please let me know what you would like me to do with the specimen. If you send
collection data to me (collector, date, location including coordinates and elevation), we
can archive it in our herbarium here (OSC).

Sincerely,
(e Coms

Dr. Bruce McCune,
OSU Alumni Association Distinguished Professor
Oregon State University
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Oregon State University Herba

m (0SC)

Catalog #: OSC-1-050521
Occurrence 1D: 45320503-97(3-48ac-8685-40448¢622577
Taxon: Cetraria islandica (L) Ach,
Family: Parmeliaceae
Determiner: Bruce McCune (Jan 2022)
1D Remarks: Medulla P+ red,
Collector: fiurien Massanov
Number: 5.1.
Date: 2021-06-18
Verbatim Date: 15 Juna 2021
Lacality: Kazakhstan, Karsganda Region, Karkaraly Niational Park, near Lk Shaitankol
42.33851 7540554
Elevation: 1200 meters (3936ft)
Substrate: soll

Usage Rights: ttp://creativecommans. org/licenses/by-nc/2.0/
Record ID: 49324603-973-482¢-8486-40448622577

For additional information about this specimen, please contact:Aaron Liston, Herbarium Director (listona @science oregonstate.edu)
See an error? Log In to edit dats
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ABSTRACT RESULT:

The lichen Ceraria istandica was used in traditional and modern Macro & Microscopic studies > This is followed by the upper cortex, 30.05-50.6 um wide,
medicines for its many biological properties such as immunological, This fruticosc lichen is a small to medium, heteromerous formed by the collocation of tightly packed cortical cells, loaded
3 - foliose thallus of 12-15 em long, growing loosely and with fungal hyphae (Figs. 2 D & L).
immvpomodulsiing,  autioxidant,  autimictobial,  anth-inflammetory irregularly attached to the substrate at one part of the thallus | > The medullary region measures 70-100 un wide and consists of
activities. This species is gaining popularity in the market and interest (Fig.1A) Toosely interwoven mycobiont hyphac that run horizontally and

provide large airspaces for the phycobiont. The algal cell
measures 3.25-12.5 pm in diameter and form a bi-stratified
structure,

EDS Analysis

among (he many industries for selling as medicines, dietary supplements

and daily herbal drinks. Due to its high demand, adulteration is becoming a

very common problem in cases of intentional and un-intentional add up.
This study aimed 1o profile the morpho-anatomical features by light and
scanning clectron microscopy and analysis the presence of basic surface
elements using Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS). The
microscopic studies shown that the heteromerous foliose thallus is
glabrous, flat, with brittle bands and he transverse section of thallus, the
outer epicortex of 0.5 -1.5 um thick and covered with biofilm. Followed by

the upper cortex. 30.05 50.6 pun wide, formed by the collocation of tightly

packed cortical cells, loaded with fungal hyphae. The medullary region

measures 70 100 pm wide and consists of loosely interwoven mycobiont

hyphac that run horizontally and provide large airspaces for the phycobiont.

The algal cell measures 3.25-12.5 um in diameter and form a bi-stratified

structure. These phycobiont cells are located immediately below the upper
cortex region of the medulla and absent or lack abundance in the lower

‘medulla region. EDS analysis shows that the calcium present in the upper

surface and not in the lower surface. The trace amount of sodium is also

observed in the upper surface along with the Iron. This result will be a > ThEvbotl Siirfices ad Gamsverserecchions oF Al et
subjected to the Energy-Dispersive X-tay Spectroscopy

helping tool to authentic the samples sold in the market in the name of €'
(EDS) analysis to record the presence of minerals

istandica.

% Our observation data noted that calcium is only present in
the upper surface (Fig. 3A) and not in the lower (Kig. 3B).
In many lichens, the sccondary metabolites form calcium
erystalline on the surface of the hyphal cell wall; this was
not observed in this specics.

CONCLUSIONS

>The organization of mycobiont and phycobiont in this
spocics is habitat to the cold climate region. [t appears that
the fungal partner is more responsible for the nutritional
supply to the algal parter and maintains them hydrated.
Thus, this lichen behaves  poikilohydric to  survive

TRODUCTIO!

> Lichens are complex organisms composed of a fungus and algac (and/or)
cyanobacterial photobionts living in a symbiotic relationship in the
different habitat to most extreme environmental conditions (Nash, 2008).

> The importance of this lichen is high in the marke, especially in the
‘medicine and pharmaceutical indusiries. Thus, this poster emphasizes

profiling this macro and microscopic level of authentication.

MATERIAL AND METHODS

Sl apco, a0 & B, T

The Cetruria islandica (Family: Parmeliaceac), collected from Karaganda s o (ke i fevorable conditions
region, Karkaraly National Park, located at an altitude of 1200 m above sca FrEn el e > There was no association of erystalline metabolites around
level. i it il it X the hyphae and no evidence of thizines in vegetative bodies
: o s ] o A 188 S 90 B AL A DB T were observed. Thus, this lichen is attached to the substrate
Transverse seetion Wwere stained with toluidine blue for histology mainly by the clusters of agglutinated parallel hyphae ut the
observations, and used autofluorescence to characterize the mycobiont and ilhe thallug is leomposcd, of<idead, collepsed, land basal region.
gelatinized  hyphac on both surfaces and - middle > These elements also significantly help to know the spatial
phycobiont. External morphology was photographed using a Nikon SMZ-U photobiont layer. relationship between the lichen and its habital and

> The upper surface is a glossy and smooth texture (Fig.2A).
> The lower surfice shows uneven and, in many places,
g Soflware (Nikon [nc.). “The micromorphology captured using an phycobiont and mycobiont hyphae are visible (Fig.2B)

 The hyphae extend (hrough the hydrophilic cortex layer o

the lower surface and exiend lo form a paich of REFERENCE

environment.
5 The profile of . isfandica illustrated in this paper will help
authentication and quality control of his species.

cquipped with Nikon DSFiv Camera systems and Nikon Element BR

Imagi

Olympus BXS3 fluorescence microscope equipped with DP74 camera

systems and CellSens standard version imaging software (Olympus Corp., pseudocyphella (Fig. 2C).

Tokyo, Tapan). > Notedly, the ascomata wers not observed. § [1] Nash, TH., 2008 Lichen Biology. second ed. Cambridge
5 The margin of thallus with regular lobes of teeth-like | University Pres

For SEM, the samples were imaged using a JSM-7200F field-cmission SEM structures, called pycnidia, an asexual fruiting body

(UEOL Lid., Tokyo, Japan). Mineral elements were mapped and analyzed | > Mictoscopical structure describes that the outer epiconex | A CKNOWLEDGEME
. ) region with 0.5 -L.5 pm thick and covered with biofilm This worl wn_supporied by the 5. Asfendiyaror Kuvaldy Notionl Viedical

using an EDS detector (Oxford Tnstruments, Oxford, UK) attached 1o the (gencrally bacterial) (Fig.2D). University, Republic of Kazokhstn, and the National Cemter for Nowral Products
Rescaceh, School of Phamacy; The University of Mississippi. USA.

SEM.
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ABSTRACT

Phytochemical analysis of Cetraria islandica lichen was performed using high
resolution miss spectrometry combined with liquid chromatography system (LC-DAD-
Qok). Total 37 compounds were identified and characterized based on comparing with
literature data, retention times and their mass fragmentation mechanismjs. The
identificd compounds were classified under five difforent classes ic., depsidoncs,
depsides, dibenzofurans, aliphatic acids and others which contains simple orzanic acids
in majority. Four different solvent extracts were investigated and substantial variations
ahserved amang chromatographic profiles of aqueous ethanolic, ethanolic. methanolic
and acetone extracts, Two major compounds (famaroprotocetraric acid and cetraric
acid) were identified in aqueous ethanolic and ethanolic extracts of C. istandica lichen,
Apart [rom the identified and characterized compounds 24 unknown compounds were
observed and their molecular formulas were summarized based on exact masses. The
developed 1.C-DAD-QTok approach for C. istadica lichen allowed us to characterize
and classify the known sccondary metabolites and preliminary confirmation of
unknown compounds led to fusther isolation of compounds of inerest and their
pharmacological activitics.

INTRODUCTION

> Lichens are resilient  symbiotic consortia that consist of a fungus and an
algalfcyanobacterial parmer. Symbiosis in lichens leads to production of typical
secondury metabolites that includes depsides. depsidones, dibenzofurans, unthraguinones.
aliphatic acids, xanthones, pulvinic acid derivatives and napthoquinancs [1].
Cerraria islandica is a fruticose lichen with a small to medium brown thallus growing
loosely on the soil. IUis usually wited. many lobed, and imegularly branched. €. islandica
exhibits cushion Tike growth. making suited to weather high winds in harsh environments
12.3]
Right identificution of lichen species is also a challenge and u focused swdy of C.
islandica lichen compounds by usual 1.C-MS techniques or dircct spectroscopic analysis
offers a helpful tool for chemotaxonomic determination of compounds and dereplication
strategies. Accurate lechniques as LC-QToF-MS are now available 1o identify 4 number
af compounds, Identification of secondary metabolites provide a berrer indication of their
signit
This study resulted in the characterization of about thirty seven compounds (37 secondary
metabolites identificd) along with 24 unknown compounds. ATl the metabolites were
systematically identified through exact molecular masses from their MS/MS spectra and
literature data. EXPERIMENTAL

CHROMATOGRAPHIC CONDITIONS
Acetonitrile, methanal. formic acid used are of 1.C-MS cerfified grade and water was purified
using a Milli-Q system Millipore, Bedord, MA. USAL
Liquid Chromatography-Time of fight s spectrometry (I.C-DAD/QTOF-MS)
The liquid chromatographic system was an Agilent Series. 1290 and the separation was achieved on an
Acquity UPLCT™ HSS C1 column (100 mm x 2.1 mm 11, |8 pm). The mohile phase consisted of water
with 0.1% formic acid (A} and acetanitrile with 0,15 farmic acid (B) at.a flow rate of 0.2 m.imin. Analysis
was performed wsing the following gradient elution: 95% A/5% B to 85%A/IS%R in 3 min: in next 17
minutes 10 85 5 B and finally in next 3 min to 10055 Fach run was followed hy 3 min wash with 100%
B and an equilibration periad of 5 min with 5% A/S% B. Two microliters of sample was injected. The
colunn temperarure was 41} °C
The mass spectrometric an

v

v

v

sis was perfarmed with o QTOF-MS-MS (Model #G654SE, Agilent
) equipped with an EST source with Jet Stream rechnology using the
parameters: drying gas (N.) flaw rate, 13 1min: deying gas temperatuee, 300 “C: nebulizer
pressure, 20 psig, sheath gas temperarure, 300 °C; sheath gas flow, 12 | min: capillary voltage, 4000 v
norle valtage, 0 V: skimmer, 65V: Oct RF V. 750 V: and fragmentor voliage. 150 V. All the operations,
acquisition and analysis of data were contralled by Agilent MassHunter Acquisition Software Ver. A.10.1
and processed with MassHunter Qualitative Analysis software Ver. B.10.00. Fach sample was analyzed in
positive mode over the range of v 30-1100 and extended dynamic range iflight time 1o sz 1700 at 2GHz
acquisition ratel. Accurate mass measurements were obtained hy means of reference ion correction using
reference masses at m/s 1210509 (protonated purine) and 922.0098 [protonated hexakis(IH. IH, 3H-
teteafluoropropoxy) phosphazine or HP-9217 in positive ion mode. Samples were analyzed in all-ion MS-MS.
made. where experiment I was carried out with collision energy of 7ero and experiment two with 4 fixed
collision enrgy of 45 eV. The campounds were confirmed in each spectrum.

REFERENCE!
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RESULTS AND DISCUSSIO!

Chemical constituents of C. istandica were separated using liquid chromatography and high resolution mass spectrometry
for the identification of chromatographic peaks using their exact masses and their observed [ragment fons. The
characterization of chemical constitents resulted in identification of depsidones (1-15), depsides (16), dibenzofuran (17),
aliphatic acids or lipids (18-32) and ofher acids etc., (33-37) [4). Data was obtained using hoth positive and negative ESI
modes, and suggested that negative mode performed better than the positive mode. The chromatographic profiles and
major compounds fragmentation patters were presented in Table 1 and Figures 1-3.

. Aqueous EtOH; B. E€OH; C. McOH: D. Acctone)

Fig 1. LC-DAD chromatograms for Cetraria islndica lichen extracts (.
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CONCLUSIONS

» The developed method provides better insights about identification of secondary metabolites from C. istandica under
ditferent extraction conditions

» LC-DAD-QTOF-MS method led to identify  total number of about 37 compounds including 24 unknown compounds
which requires further confirmation

» LC-DAD-QToF method will be useful for the dereplication to decrease the tedious process of isolation.

» As suitable for minute amount of raw material and more informative than the thallus reactions and TLC profiles usually
performed in Tichen identification, these methods are of great interest for lichen analysis.
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