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АНЫҚТАМАЛАР, БЕЛГІЛЕУЛЕР ЖӘНЕ ҚЫСҚАРТУЛАР

	АҚ
	- Акционерлік қоғам

	АТСС
	-  Американдық типтік культуралар жинағы

	ББЗ
	- Биологиялық белсенді заттар

	ДМСО
	- Диметилсульфоксиді

	ЕАЭО Ф
	- Евразиялық экономикалық одақ фармакопеясы

	ЖҚХ 
	- Жұқа қабатты хроматограмма

	ЖТСХ
	- Жоғары тиімді сұйық хромматография

	ИҚ
	- Инфрақызыл

	ҚР
	- Қазақстан Республикасы

	ҚР МФ
	- Қазақстан Республикасы Мемлекеттік Фармакопеясы

	ҚР ДСМ
	- Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрлігі

	КеАҚ
	- Коммерциялық емес Акционерлік қоғам

	КТБ/мл
	- Колония түзуші бірліктер/миллилитр

	ҚарҰЗУ
	- Қарағанды ұлттық зерттеу университеті

	ҚМУ
	- Қарағанды медицина университеті

	ЛЭК
	- Локальды этикалық комиссия 

	МемСТ
	- Мемлекеттік стандарт

	МБК
	- Минималды бактерицидтік концентрация 

	МИК
	- Минималды ингибиторлық концентрация

	мл
	- Миллилитр

	м.ү.
	- Миллиондық үлесі

	НҚ
	- Нормативтік құжат

	ОТҮХ
	- Ортадан тепкіш үлестіру хроматографиясы

	pH
	- Сутектік көрсеткіш

	СҮ
	- Стандарттық үлгі

	см
	- сантиметр

	Тбалқу
	- балқу температурасы, 0С

	УК
	- Ультра күлгін

	ЯМР
	- Ядерлі магнитті резонанс

	GACP
	- Дәрілік өсімдіктерді тиісті іс-тәжірибемен өсіру және жинау

	COSY
	- Корреляционды спектроскопия

	GMP
	- Good manufacturing practice (тиісті өндірістік тәжірибе)

	LD50
	- Летальды доза (эксперименталды жануарлардың 50 %-ының өліміне әкелетін дозасы)

	in vitro
	- Тірі ағзадан тыс

	
	- Химиялық ығыcу

	Lup-43
	- (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин

	Lup-41
	- {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат




КІРІСПЕ

Зерттеудің өзектілігі. Қазақстан Республикасының стратегиялық саясат бағыты импортталған дәрілік препараттардан жоспарлы тәуелділігін төмендету жолымен, яғни отандық өндіріс күштерін, шикізат ресурстарын, еліміздің ғылыми-техникалық потенциалын және фармацевтикалық өндірістердің базасында ғылымды көп қажет ететін технологияларды жасау болып табылады.
Қазақстан Республикасы Үкіметінің 2022 жылғы 24 қарашадағы №945 қаулысымен бекітілген «Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау саласын дамытудың 2026 жылға дейінгі тұжырымдамасының» 4-бөліміне сәйкес, инновациялық дәрілік препараттардың отандық өндірісін дамыту және ұлттық санитарлық-эпидемиологиялық бақылауды күшейту арқылы елдің ішкі қажеттілігін қамтамасыз ету, жаһандық фармацевтикалық нарыққа тәуелділікті азайту, сондай-ақ халықтың биоқауіпсіздігін арттыру көзделген.
Мемлекет басшысы 2026 жылға дейін фармацевтикалық нарықтағы отандық өндірістің үлесін 50 %-ға жеткізу жөнінде міндет қойды. Осы мақсатта 2020-2026 жылдарға арналған фармацевтика өнеркәсібін дамытудың Кешенді жоспарын іске асыру аясында ҚР аумағында химиялық субстанциялар негізінде әртүрлі химиялық құрамдағы, фармакологиялық әсері кең дәрілік препараттар өндірісін жолға қою мәселесі айрықша мемлекеттік маңызға ие болып отыр.
Қазіргі кезеңде Қазақстан Республикасында ұлттық дәрі-дәрмек саясатын тиімді жүзеге асыру халықты сапалы, қауіпсіз және қолжетімді дәрілік құралдармен қамтамасыз етуге, шетелдік фармацевтикалық өнімдерге тәуелділікті төмендетуге және отандық дәрі-дәрмек өндірісін дамытуға бағытталған. Осы міндеттерді орындау жаңа дәрілік қосылыстарды іздестіруді, химиялық тектегі отандық дәрілік препараттарды әзірлеуді және оларды медициналық практикаға енгізуді талап етеді.
Шетелдік фармацевтикалық өнімдерге тәуелділіктің жоғары болуы отандық дәрі-дәрмек өндірісін ғылыми негізде дамытуды талап етеді. Осы бағытта биологиялық белсенді заттарға бай дәрілік өсімдіктерді зерттеу өзекті болып табылады. Қазақстан аумағында өсетін алкалоидтарға бай сортаң бұйырғын (Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) химиялық құрамы мен фармакологиялық әлеуеті жоғары, кең таралған және өнеркәсіптік мақсатта пайдалануға қолайлы перспективалы өсімдік ретінде қарастырылады.
Зерттеу барысында Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. еx Volkens өсімдігінің құрамындағы биологиялық белсенді заттарды зерттеу, соның ішінде лупинин алкалоидын бөлу және химиялық түрлендіру мен олардың фармакологиялық әсерлерін анықтау маңызды міндеттердің бірі. Лупинин молекуласында белсенді гидроксил тобының болуы оның негізінде жаңа туындыларды синтездеуге мүмкіндік береді. Осыған байланысты тыныс алу орталықтарына ынталандырушы әсер ететін алкалоидтардың модификацияланған туындылары арасында функционалдық вирусқа қарсы және бактерияға қарсы конъюгаттарды іздеу кезек күттірмейтін және басым міндет болып табылады.
Осыған байланысты, жалпы халыққа қолжетімді фитопрепарат дайындау және құрамында алкалоидтары бар жергілікті, экологиялық таза шикізат негізіндегі вирусқа және бактерияға қарсы препараттардың жиынтығын кеңейту бойынша зерттеулер фармацевтиканың өзекті және практикалық маңызды мәселе.
Зерттеудің мақсаты. Биологиялық белсенді препараттардың субстанциялары ретінде лупинин алкалоидының негізінде жаңа қосылыстарды алу, стандарттау және технологиясын жасау.
Зерттеу жұмысының міндеттері:
Осы мақсатқа жету үшін келесі міндеттерді шешу қажет:
1. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатының морфологиялық, анатомия диагностикалық белгілерін және сандық көрсеткіштерін анықтау;
2. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті бөлігінен экстракт алудың оңтайлы технологиясын дайындау, химиялық құрамын зерттеу және сапасын бағалау;
3. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактынан лупинин алкалоидын бөліп алу және оның негізінде 1,2,3-үшазол қосылыстарын синтездеу;
4. Субстанциялардың сапа көрсеткіштерін анықтау, тұрақтылығы мен сақтау мерзімін белгілеу, нормативтік құжаттарды жасау және фармакологиялық зерттеулер жүргізу.
Зерттеу нысаны: Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізаты, қою экстракты, лупинин алкалоиды және оның туындылары.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы: 
Алғаш рет Орталық Қазақстанда өсетін сортаң бұйырғын (Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының фармакогностикалық талдау мен бағалау жүргізіліп, нормативтік құжаттардың жобалары жасалды. Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті және жер асты бөліктерінің (сабақтары, гүлшоғырлары және тамырлары) фитохимиялық зерттеу нәтижесінде 26 қосылыс алғаш рет ЖТСХ әдімен анықталды. 
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатынан перколяция және мацерация әдістерімен қою экстракт алынып, алғаш рет оның құрамындағы лупинин алкалоидының сандық мөлшері анықталды. 
Алғаш рет ортадан тепкіш үлестіру хроматографиясын қолдана отырып Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактынан лупинин алкалоидының бөліп алу жолы жасалды.
Лупинин алкалоиды негізінде оның 1,2,3-үшазол қосылыстарының синтезделу жолдары онтайландырылып, стандартталып, олардың алғаш рет алыну технологиясы жасалды. Синтезделген (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (Lup-43) және {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат (Lup-41) қосылыстарының биологиялық белсенділіктерін зерттеу нәтижесінде Lup-43 субстанциясының AХЭ тежеу әсері бар екені, ал Lup-41 субстанциясы микробқа қарсы және H3N2 тұмау вирусының штаммына қарсы әсерін көрсетті. Субстанциялардың тұрақтылығы мен өткір уыттылығы зерттеліп, нормативтік құжаттардың жобалары жасалды.
Диссертациялық зерттеудің ғылыми жаңалығы Қазақстан Республикасының 14.06.2024 жылғы №10151 «Микробқа қарсы белсенділігі бар сортаң бұйырғын (Anabasis salsa) өсімдігінің экстрактін алу тәсілі», 27.02.2025  жылғы №10483 «Сортаң бұйырғын өсімдігінің этанолды экстрактын микробқа қарсы құрал ретінде қолдану» және 03.04.2025 жылы тіркелген №10740 «Антивирустық белсенділікке ие {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаты» пайдалы моделдеріне патент алынды.
Зерттеу әдістері: физика-химиялық, фармакогностикалық, фармацевтика-технологиялық, фармакологиялық, микробиологиялық, биологиялық және статистикалық әдістер.
Қорғауға шығарылатын мәселелер:
- Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының фармакогностикалық және әртүрлі мүшелерінің (сабақтарының, гүлдерінің, тамырларының) фитохимиялық зерттеулері;
- Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті бөліктерінен қою экстракт алу және одан әрі химиялық модификациялау үшін лупинин алкалоидын бөліп алу технологиясы;
- Ортадан тепкіш үлестіру хроматографиясын қолдана отырып, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті бөліктерінің экстрактынан лупинин алкалоидын бөліп алу технологиясы;
- Фармацевтикалық субстанциялар жасау мақсатында лупининнің жаңа туындыларын синтездеп алу технологиясы. Синтезделген қосылыстардың құрылысын қазіргі заманауи физика-химиялық әдістердің көмегімен дәлелдеу;
- Қосылыстардың биологиялық белсенділігі. Биологиялық белсенді субстанцияларды дайындау технологиясы, сапа көрсеткіштері мен сақтау мерзімі, қауіпсіздігі, тұрақтылығын анықтау бойынша зерттеу нәтижелері. 
Алынған нәтижелердің тәжірибелік маңызы
Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде Қазақстан аумағындағы Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінің шикізат қоры анықталып фармакогностикалық зерттеулері жүргізіліп «Академик Е.А. Бөкетов атындағы Қарағанды ұлттық зерттеу университеті» КеАҚ, биология-география факультетіне оқу процесіне енгізілді (Қосымша А, Б, В). Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатын дайындау технологиясы мен сапа спецификациясы, нормативтік құжаттарының жобалары дайындалды (Қосымша Е). Перколяция әдісімен Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens негізінде қою экстракт алынып, химиялық құрамы анықталды және стандартталды (Қосымша Ж). Осы өсімдік экстрактынан лупинин алкалоидын бөліп алу технологиясы ұсынылып, оның заманауи физика-химиялық әдістермен құрылысы дәлелденді және сапа көрсеткіштері зерттелінді.
Перколяция әдісімен сортаң бұйырғын (Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) экстрактын алу технологиялық процесін жүзеге асыру «Қарағанды медицина университеті» КеАҚ, фармация Мектебінде жүргізіліп, оқу процесіне енгізілді (Қосымша И, К, Л). Алғаш Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті бөлігінен №10151 «Микробқа қарсы белсенділігі бар сортаң бұйырғын (Anabasis salsa) өсімдігінің экстрактін алу тәсілі» және №10483 «Сортаң бұйырғын өсімдігінің этанолды экстрактын микробқа қарсы құрал ретінде қолдану» пайдалы моделіне патенттер алынды (Қосымша С).
Лупинин алкалоиды негізінде жаңа туындылардың синтезі оңтайландырылды, алынған қосылыстардың химиялық құрылымын, биологиялық белсенділігін және қауіпсіздігін зерттеу нәтижелері ұсынылды. Синтезделініп алынған қосылыстар «Қарағанды медицина университеті» Фармация мектебінің, «Инфекцияға қарсы препараттар ғылыми орталығының» АҚ микробиология және вирусология зертханаларында, микробиология зертханасында сынақтардан өтіп акт енгізілді. Жедел уыттылықты зерттеу нәтижелері бойынша лупининнің 1,2,3-үшазол субстанциясының улы қасиеттері жоқ екені зерттелді (Қосымша М, Н, П, С, У, Ф, Х, Ц).
Лупининнің 1,2,3-үшазол жаңа туындылары негізінде биологиялық белсенді субстанцияны химиялық жасау диссертациялық жұмыстың нәтижелері бойынша «Қарағанды медицина университеті» зертханасына НҚ жобасы және субстанция алудың зертханалық регламенті әзірленді (Қосымша М, Н).
Лупининнің 1,2,3-үшазол туындылары (Lup-43, Lup-41) және Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің экстракты жоғары фармацевтикалық субстанциялар алу жолдарын негіздеу болашақта отандық жаңа дәрілік құралдардың жасалуына негіз болып, еліміздің фармацевтика өндірісінің дамуына үлес қоса алады.
Автордың жеке үлесі
Диссертациялық жұмыс тақырыбы бойынша диссертант отандық және шетел әдебиеттеріне өз бетінше шолу және талдау жүргізді, алдына қойылған барлық міндеттер бойынша тәжірибелік жұмыстары орындалды. Мұны заманауи жабдықтар мен әдебиеттерді пайдалана отырып, зертханалық және өндірістік жағдайларда алынған зерттеу нәтижелері растайды. Зерттеу нәтижелерінің дұрыстығы мен негізділігі орындалған жұмыстардың өзекті мәселесін шешуге бағытталуымен, заманауи зерттеу орталығында және жобаларда нормативтік құжаттардың орындалуымен расталады.
Диссертация нәтижелерінің апробациясы
Диссертациялық жұмыстың материалдары халықаралық және республикалық конференцияларда және симпозиумдарда:
Халықаралық конференция «Фармация - тек алға!» (Қарағанды 2023 ж.); Халықаралық конференция «V Халықаралық Симпозиумы «INNOVATIONS IN LIFE SCIENCES» (Белгород 2023 ж.); «VII Тәуелсіз Мемлекеттер Достастығының халықаралық кітап баспасы «Үздік жас ғалым – 2023» (Астана 2023 ж.); «Фармация Казахстана» (Алматы 2023 ж.); «XI Жас ғалымдардың халықаралық ғылыми-практикалық конференциясы «Денсаулық сақтау технологияларының дамуының қазіргі заманғы үрдістері» (Мәскеу 2023 ж.); «Халықаралық ғылыми симпозиум «Өсімдіктен дәріге дейін» (Мәскеу 2025 ж.) баяндалды және талқыланды.  
Жарияланымдар 
Диссертациялық зерттеудің нәтижелері бойынша 14 ғылыми жұмыс жарияланды, оның ішінде: 
- Қазақстан Республикасы Ғылым және жоғары білім министрлігінің Ғылым және жоғары білім саласындағы сапаны қамтамасыз ету комитеті ұсынған басылымда 1 мақала; 
- Web of Science және Scopus халықаралық дерекқорына кіретін басылымдарда 4 мақала, Q2, Q1; 
- Республикалық және халықаралық ғылыми конференцияларда 6 тезис; 
- Қазақстан Республикасының пайдалы моделіне 3 патент. 
Жұмыстың мемлекеттік және ғылыми бағдарламалар жоспарымен байланысы. Зерттеу жұмысы 2024-2026 жылдарға арналған №АР23487712 «Дизайн и синтез соединений лидеров и их супромолекулярных клатратов в создании биоактивных субстратов нового поколения путем трансформации хинолизидинового остова лупинина», № 7966-Ф-24 «Пространственное строение и стереохимия производных алкалоидов  хинолизинового ряда и сесквитерпеноидов гваянового ряда»  гранттық жобалары аясында жүргізілді.
Диссертацияның құрылымы және көлемі 
Диссертациялық жұмыс компьютерде терілген 154 бет мәтіннен, оның ішінде 37 кесте, 47 сурет, 148 отандық және шетелдік әдебиеттерден және 20 қосымшаларынан тұрады. Жұмыс кіріспеден, әдеби шолудан, материалдар мен әдістерден, жеке тәжірибелік зерттеулері бойынша бес бөлімнен және қорытындыдан тұрады.
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1 ХИНОЛИЗИДИНДІ ЖӘНЕ ПИРИДИНДІ АЛКАЛОИДТАР: ЖАҢА ПРЕПАРАТТАРДЫ ЖАСАУДАҒЫ ТИІМДІ ҚОСЫЛЫСТАР, ОЛАРДЫ БӨЛІП АЛУ ӘДІСТЕРІ, СИНТЕЗІ, ҚҰРЫЛЫМЫ ЖӘНЕ БИОЛОГИЯЛЫҚ БЕЛСЕНДІЛІГІ

Фармацевтика өнеркәсібі заманауи дәрілердің 40%-дан астамын өсімдік тектес шикізаттан өндіреді. Дәрілік өсімдіктерді шикізат ретінде пайдалану өсімдіктердегі биоактивті заттардың (алкалоидтар, сесквитерпендер, полифенолды қосылыстар, экдистероидтар және т.б.) кең ауқымды фармакологиялық белсенділігімен байланысты. 
Өсімдіктерден биологиялық белсенді заттарды (ББЗ) бөліп алу дәрілік препараттарды өндірудегі маңызды қадам. Алынған өнімнің тазалығы, шикізаттың сапасы және дәрілік препараттың құны биобелсенді заттарды алудың тиімділігі мен толықтығына, сондай-ақ бөліп алу технологиясына байланысты. Сондықтан фармацевтика өнеркәсібі үшін құнды шикізат болып табылатын ББЗ бөліп алудың заманауи, тиімді әдістерін талдау және іздеу сөзсіз теориялық және тәжирибелік қызығушылық тудырады.
Өсімдіктерден ББЗ алудағы негізгі қиындықтар келесідей: биологиялық белсенді заттарды бөліп алу еріткіштің, температураның, экстракция жағдайының және өсімдік шикізатындағы ферменттердің әсерінен олардың ыдырауымен қатар жүруі мүмкін. Өсімдіктерде көбінесе ұқсас химиялық құрылымдары мен қасиеттері бар бірнеше биогенетикалық байланысты қосылыстар кездеседі, бұл тапсырманы айтарлықтай қиындатады. Сондықтан экстракция процесі көбінесе бастапқы шикізатындағы биологиялық белсенді заттардың және басқа да байланысты табиғи қосылыстардың үйлесімінен тұрады. Тағы бір мәселе - белсенді заттың толық экстракцияланбауы, бұл шикізатты тиімсіз пайдалануға әкеледі.

1.1 Anabasis L. тұқымдасы өсімдіктерінің таралуы

Қазақстанның фармацевтикалық, медициналық және тамақ өнеркәсібінің дамуы тұрақты шикізат базасына негізделуі керек. Сондықтан, дәрілік өсімдіктер ресурстарын зерттеу өсімдік тектес дәрілерді өндіруде шикізатты практикалық пайдалану әлеуетін толық бағалау үшін өте маңызды.
Бұл тұрғыда ерекше қызығушылық тудыратыны - Қазақстан Республикасының өсімдік түрлерінде, соның ішінде бұйырғын шөбінде (Anabasis L., Chenopodiaceae Vent. тұқымдасы) мол кездесетін хинолизидинді алкалоидтар анабазин және лупинин. Бұйырғын шөбі немесе Anabasis (латынша: Anabasis) - Chenopodiodeae тұқымдасына жататын бұталы өсімдіктер тұқымдасы. Бұл тұқымдастың түрлері әдетте біршама жуан, шырынды, айқын сегменттелген сабақтары бар жапырақсыз көпжылдықтар. Сондықтан Anabasis түрлерінің көпшілігі «қырық сегментті» деп аталады [1, 2].
Anabasis тұқымдасы шамамен 102 туыс пен 1400 түрді қамтиды. Бұл тұқымдас өкілдері негізінен тұзды батпақтарда, жартылай шөлейт аймақтарда және басқа да қолайсыз табиғи орта жағдайларында өсетін аса маңызды өсімдіктердің қатарына жатады. Олар сондай-ақ алкалоидтар, сесквитерпендер, дитерпендер, тритерпендер, сапониндер, фенол қышқылдары, флавоноидтар және беталайн пигменттері сияқты биологиялық белсенді қосылыстарымен танымал. Ежелгі заманнан бері бұл өсімдіктер әртүрлі асқазан-ішек жолдарының ауруларын, қант диабетін, гипертонияны, жүрек-қан тамырлары ауруларын емдеу үшін, сондай-ақ ревматизмге қарсы және диуретикалық агенттер ретінде қолданылып келеді.
Алкалоидтар физиологиялық белсенділігі мен құрылымдық әртүрлілігіне байланысты зерттеушілердің назарын аударады. Бұл қосылыстардың құрылымында азот атомының болуы олардың бірегей химиялық және биологиялық қасиеттерін анықтайды. Осыған байланысты, бұрын Орталық Азияда өсетін Anabasis aphylla L. өсімдігінен бөлініп алынған лупинин және анабазин алкалоидтары және олардың туындылары айтарлықтай практикалық қызығушылық тудырады [3].
Бұйырғын түрлерінің алуан түрлілігі Орталық Азия мен Кавказ халықтарында бұл тұқымдасқа ортақ бірыңғай атаудың болмауынан ішінара көрінеді. Мысалы, Anabasis aphylla Қазақстанда итсигек, Түрікменстанда ульдрук және Әзірбайжанда олдурген деп аталады. Anabasis aphylla орысша атауы жапырақсыз бұйырғын шөбі. Anabasis salsa және оған жақын Anabasis ramosissima түрі өзбек тілінде биюргу деп аталады, ал көптеген түрлері кырк-бугум деп аталады.
Бұйрғын шөбінің әртүрлі түрлері жемісінің табиғаты бойынша да ерекшеленеді: кейбір түрлерінде қанатсыз, жидек тәрізді жемістер болады; басқаларында, соның ішінде Anabasis aphylla L., қанатты, құрғақ жемістер болады. Бұйрғын шөбінің 30 түрінің 26-сы КСРО-да кездеседі. Жиырма екі түрі Орталық Азияда кездеседі, оның ішінде 10 түрі оған және Оңтүстік Қазақстанға тән. 
Бұйрғын шөбінің көптеген түрлері қолайсыз қоршаған орта жағдайында өсе алады. Орталық Азияда олар көбінесе тақырлар мен тақыр тәрізді аймақтардың жалғыз мекендеушілері болып табылады. Anabasis salsa және Anabasis ramosissima Үстірт, Бедпақдала және Қызылқұмның солтүстік-батысындағы кең аумақтарды мекендейді.
Бірнеше ботаниктер Anabasis тұқымдасын таксономиялық тұрғыда зерттеді. Тұқымдас үшін тек екі жүйе бар: Коговин гүл шоғырының құрылымына сүйене отырып, екі бөлімді ажыратады және Anabasis aphylla автор тұқымдастың жас бұтағы деп санайтын Monanthus Eug. Kor. бөліміне орналастырады. Ильин бірнеше белгілеріне (жапырақ құрылымы, жеміс түрі және т.б.) сүйене отырып, төрт бөлімді ажыратады. Бұл жүйеде Anabasis aphylla L. автор да жас деп санайтын Euanabasis Bge бөліміне орналастырылған. Кеңес Одағында ашылған алғашқы алкалоид анабазин болды, оны 1929 жылы академик А.П. Орехов Орталық Азия өсімдігі Anabasis aphylla L. бөліп алды. Кейіннен А.П. Орехов Г.П. Меньшиковпен және әріптестерімен бірге анабазиннің құрылымын анықтады. Анабазиннен басқа, өсімдіктен лупинин, афиллидин, афиллин және басқа да алкалоидтар бөлініп алынып, анықталды [4].
Anabasis aphylla L. Қазақстанның жазық аумағында, Орта Азия Республикаларында, Әзірбайжанда және Ресейдің еуропалық бөлігінің оңтүстік-шығыс аймақтарында өседі. Қазақстан флорасында қора шөптерінің 17 түрі кездеседі. Anabasis aphylla L. - көпжылдық өсімдік, биіктігі 50 см-ге дейін жететін бұта. Тамырының қалыңдығы, ұзындығы 12 метрге дейін ағаш тәрізді. Сабақтары ағаш тәрізді. Біржылдық өркендері сегменттелген, шырынды, цилиндр тәрізді, жапырақсыз. Гүлдері ұсақ, ақ немесе қызғылт түсті, сабақтары мен бұтақтарының ұшында жиналады. Өсімдік Каспий және Арал теңіздерінің маңында, Маңғыстау түбегінде, Бетпақдалада, Мырзашөлдің сазды шөлдерінде, сондай-ақ шөлді жерлерде де кездеседі [5, р.71; 6].
Н.Г. Гемеджиеваның еңбектерінде бұйырғын шөбінің 4 түрі алкалоидты өсімдіктерге жататынын атап өтті [7]. Сирек кездесетін эндемикалық түрлерге мыналар жатады: Anabasis jaxartica (Bunge) Benth. бұрынғы Volkens, Anabasis turgaica Iljin және Krasch. және Anabasis gypsicola Iljin [8, 9]. Қазақстанның өсімдік жамылғысын бұйырғын шөбінің Anabasis salsa, Anabasis aphylla, Anabasis cretacea, Anabasis eriopoda, Anabasis hispidula, Anabasis ramosissima, Anabasis truncata сияқты 7 түрі құрайды. Оның ішінде Anabasis salsa Қазақстанның өсімдік жамылғысында 13 синтакс жасайды, онда ол бірінші орында басым, орасан зор аумақтарды алып жатыр (30 млн. га-дан астам), екінші орында басым 7 синтаксис, басқа сортаңдармен бірге екінші орында доминанттылыққа қатысатын 6 синтаксис.
Бұйырғын  түрлері Anabasis cretacea, Anabasis eriopoda, Anabasis hispidula, Anabasis ramosissima және Anabasis truncata басымдық жағынан екінші орында төрт синтаксисті біріктіреді, олар кең таралмаған және олардың жалпы ауданы бірнеше ондаған мың гектардан аспайды. Anabasis aphylla L. аймақтық топырақтарда шамадан тыс жайылым кезінде өседі, ал ауылдардың айналасында ені 100-200 метрге дейін тығыз қопалар түзеді [9, с.29].
Қазақстанда дәрілік өсімдіктердің 1000-нан астам түрі өседі, олардың шамамен 160 таксоны ресми түрде қолданысқа енгізілген. Дегенмен, Қазақстанның барлық аймақтары жеткілікті түрде жақсы зерттелмегенін атап өткен жөн. Осылайша, Оңтүстік-Шығыс, Оңтүстік, Шығыс және Орталық Қазақстанның жабайы дәрілік флорасы ең көп зерттелген, ал Солтүстік және Батыс Қазақстанның аумақтары нашар зерттелген. Маңғышлақ тәжірибелік ботаникалық бағының [10] ботаниктері Атырау облысындағы (Батыс Қазақстан) ең көп таралған дәрілік өсімдіктердің шикізат қорын зерттеді. Олар Желтау тауларының сазды беткейлері мен жазық ойпаттарында 126,0 гектар аумақта Anabasis aphylla L. қопаларын анықтады. Жер үсті мүшелерінің өнімділігі 395 кг/га құрады, пайдалануға жарамды қоры 49,77 тонна деп бағаланды, шикізат жинау көлемі 24,89 тонна болды.
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens - көпжылдық жартылай бұталы, жартылай шөпті өсімдік. Бұталар мен ергежейлі бұталардан айырмашылығы, жаңаратын бүршіктері бар өскіндердің тек төменгі бөлігі ғана ағашты болып, қыс бойы көптеген жылдар бойы сақталады, ал жоғарғы шөпті бөлігі жыл сайын суық ауа райының басталуымен өліп, жылы ауа райының басталуымен қайтадан өседі. Ғылыми еңбектерде көбінесе дәстүрлі медицинада Anabasis salsa кеңінен қолданылуы туралы айтылады, ол негізінен Орталық Азияда өседі. Бұл қазақ-Орталық Азияның оңтүстік даласы мен жартылай шөлейт түрі [7, с.8.; 11]. Anabasis salsa Арал-Каспий теңізі, Балқаш, Қызылқұм, Сырдария, Қарсақпай, Төменгі Еділ, Ертіс, Баку, Жоғарғы Тобыл аймағы, Жоңғария, Қашғар [12] бойына таралған, сондай-ақ Қытайдың солтүстігіндегі Шыңжаңда өседі, ол ауыл шаруашылығында инсектицид ретінде қолданылады [13].
Осылайша, Anabasis туысының кейбір өсімдіктерінің таралу нәтижелері ұсынылған. Бұл өсімдіктер антиоксидантты, бактерияға қарсы, ангиогенді, жараға қарсы, гипогликемиялық, гепатопротекторлық, қант диабетіне қарсы және басқа да қасиеттері сияқты фармакологиялық белсенділіктерімен танымал. Осы фармакологиялық белсенділіктердің барлығын әртүрлі елдердің ғалымдары тәжірибе жүзінде зерттеген.
Бұл зерттеулердің нәтижелері, сондай-ақ Anabasis salsa (C.A. Mеу.) Benth. ex Volkens түрін дәрілік шикізат ретінде пайдалану мүмкіндіктерін зерттеу және оған негізделген дәрілік заттарды әзірлеу өзекті.

1.2 Хинолизидинді,  пиридинді алкалоидтардың жалпы сипаттамасы, өсімдіктердегі биосинтездің мүмкін жолдары және оларды бөліп алу әдістері

Алкалоидтар, кең спектрлі фармакологиялық белсенділігі бар табиғи қосылыстардың перспективалы класы ретінде, 100-ден астам дәрілік препараттардың белсенді ингредиенттері болып табылады [14]. Атап айтқанда, хинолизидин (лупинин, лупанин), пиридин (анабазин, анабазамин) алкалоидтары.
Хинолизидин алкалоидтары (лупин алкалоидтары) молекуладағы хинолизидин ядросын қамтиды. Шамамен 200 өкіл бар. Хинолизидин алкалоидтары бұршақ тұқымдасының (Leguminosae), люпин (Lupinus), сыпырғыш (Cytisus), пагода ағашының (Sophora), термопсис (Thermopsis), құмды шөптің (Ammodendron) және аммотамнустың (Ammothamnus) өсімдіктерінен, сондай-ақ chenopodiaceae, бөріқарақат (Berberidaceae), көкнәр (Papaceae) және су лалагүлдері (Nymphaeaceae) сияқты басқа тұқымдастардың кейбір өсімдіктерінен бөлініп алынған.
Би-, три-, тетрациклді және димерлі хинолизидин алкалоидтары бар. Олардың барлығы келесі топтарға бөлінеді: 1) лупинин; 2) цитизин; 3) спартеин; 4) матрина; 5) ормосанин; 6) 9b-азафенален. Бірінші топ лупининнен, оның эфирлерінен, 1 немесе 3 позициядағы кетопиперидил орынбасарымен құрылымдық аналогтарынан және нуфаридин типті алкалоидтардан тұрады. Лупинин (1-гидроксиметилхинолизидин; Mr. 169.27) - түссіз кристалл, 69°C температурада; ол бастапқы спирт тобында лупин қышқылына дейін тотығады [15].
Chenopodiaceae тұқымдасының бұйырғын шөбінде (Anabasis aphylla L.) кездесетін анабазин пиридин және пиперидин циклдерінен тұратын бициклді конденсацияланбаған жүйенің туындыларының кіші тобына жатады (1-сурет) [16].
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1 - азометин (Шифф негізі), 2 - N-гидроксиметил туындысы, 3 - амид қышқылы, 
4 - CH-қышқыл компоненті, 5 - конденсация өнімі.

Сурет 1 - C-N байланыстарының түзілуі алкалоидтардың биосинтезі

Кез келген алкалоидтың биосинтезіндегі ең маңызды кезең, сөзсіз, олардың алифатты қосылыстары алғашқы циклденуі болып табылады, бұл ең қарапайым азот құрамды гетероциклдердің пайда болуына әкеледі, олардан әртүрлі комбинацияларда осы қосылыстардың негізгі циклдік өзегі құрылады. Молекулада нақты гетероциклді құрылымдардың болуы алкалоидтарды жіктеудің негізін құрайды.
Әдеби деректерде пиперидин сақинасының Anabasis aphylla L. алкалоидтарының негізгі құрылымдық бірлігі екенін сенімді түрде айтуға мүмкіндік береді. Бұл гетероцикл пипекол қышқылы мен оның туындыларының биосинтезі кезінде, сондай-ақ әртүрлі топтарға жататын көптеген алкалоидтардың биосинтезі кезінде лизин есебінен түзіледі. Лизин есебінен пиперидиннің биосинтезі негізінен соңғысының декарбоксилденуін қамтиды деген болжам бар. Ұзақ уақыт бойы лизин туындыларының аралық қосылыстары мен оның прекурсорлары туралы мәселе ашық қалды. Алкалоидтардың пиперидин сақиналарының түзілуі тек лизин немесе кадаврин есебінен ғана емес, сонымен қатар ацетат есебінен де жүруі мүмкін екені белгілі [17, 18].
Алкалоидтардың биосинтезін зерттеуде олардың ізашары ретінде «лизин жолы» пайдаланылды. Азот құрамды гетероциклдердің түзілуінің бастапқысы аминқышқылдары немесе олардың декарбоксилдену өнімдері - аминдер болып табылады. Метаболизм картасынан көрініп тұрғандай, лизин цитизиннің, анабазиннің, лупининнің, спартеиннің және басқа алкалоидтардың тікелей ізашары болып табылатын амин кадавриніне айналады (2-сурет) [19, 20].
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Сурет 2 - Anabasis L. тұқымдасы алкалоидтарының биосинтезі 

Алкалоидтардың құрылымы әлдеқайда әртүрлі, сондықтан олардың өсімдіктерде пайда болуы туралы бірыңғай гипотезаны, тіпті бірыңғай теорияны ұсыну мүмкін емес. Осы себепті, олардың барлығының, әртүрлі құрылымдарына қарамастан, барлық өсімдіктерге ортақ бірыңғай биологиялық рөлді атқаратынын қабылдау қиын. Алкалоидтар құрылымдық жағынан соншалықты алуан түрлі, сондықтан олардың өсімдіктерде пайда болуы туралы бір ғана гипотезаны, тіпті бір ғана теорияны ұсыну мүмкін емес. Сол себепті, олардың барлығы құрылымдық жағынан әртүрлі болғанымен, барлық өсімдіктерде бірыңғай, ортақ биологиялық рөл атқаратынын қабылдау қиын [20, с.8].
Алкалоидтар өсімдіктердің әртүрлі бөліктерінде 1-15% дейінгі мөлшерде кездеседі. Өсімдіктердегі алкалоидтар әдетте 20 немесе одан да көп кездеседі, олардың көпшілігі химиялық құрамы бойынша ұқсас. Олар өсімдік шикізаттарынан алынған эктрактыларда тұз немесе негіздер түрінде кездеседі. Көп жағдайда өсімдік шикізаттарынан алкалоидтарды бөліп алу процесі үш негізгі кезеңге бөлінеді:
1) өсімдік шикізаттарынан алкалоидтарды бөліп алу;
2) алынған эктрактыларды тазарту;
3) жалпы алкалоидтар сомманы бөлу және алкалоидтарды тазарту.
Өсімдік шикізаттарында әдетте бір емес, бірнеше алкалоидтар болады, және көп жағдайда алкалоидтардың барлығы немесе көпшілігі (алкалоидтар қосындысы немесе соммасы) өсімдік шикізаттарынан өңдеу кезінде алынады. Бір «керек» алкалоидты басқаларынан бөлу, алкалоидтар қосындысын жеке қосылыстарға бөлу өте қиын. Көптеген алкалоидтардың физикалық және химиялық қасиеттері әртүрлі болғандықтан, бірыңғай бөлу схемасын ұсыну қиын. Алкалоидтар қосындысын жеке заттарға бөлудің көптеген әдістері және олардың әртүрлі модификациялары сипатталған. Біз тек алкалоидтар қосындысын бөлудің негізгі принциптерін ғана сипаттап көрсетейік.
Алкалоидтарды органикалық еріткіштердегі ерігіштігінің әртүрлілігіне қарай бөлу 
Алкалоидтар мен олардың тұздарының әртүрлі еріткіштердегі ерігіштігінің айырмашылықтары бөлу мен тазартудың ең көп қолданылатын әдістерінің негізі болып табылады.
1. Экстракция кезінде алынған бастапқы қышқылды ерітіндіден «алкалоидтар қосындысын» экстракциялау кезінде де қоспаны ішінара бөлуге әртүрлі араласпайтын органикалық еріткіштерді қолдану арқылы қол жеткізуге болады. Мысалы, сілтіленген ерітіндіні этил эфирімен шайқаған кезде алкалоидтардың бір бөлігі эфирге бөлінеді, ал басқалары сулы ерітіндіде қалады және тек хлороформ немесе бензол сияқты басқа еріткішті қолдану арқылы экстракцияланады. Әдетте бұл бөлу тек шамамен бірінші фракциялауды білдіреді.
2. Еріткішті әртүрлі органикалық еріткіштермен (петролей эфирі, бензол, хлороформ және т.б.) буландырғаннан кейін алынған қалдықты (алкалоидтардың қосындысын) тізбектей өңдеу арқылы кейбір жағдайларда алкалоидтардың қосындысын ішінара бөлуге қол жеткізуге болады.
Алкалоидтарды әртүрлі негіздік күштері бойынша бөлу
Әдіс әртүрлі алкалоидтардың әртүрлі «негіздік күштері» бар екеніне негізделген, мысалы:
1. Егер барлық алкалоид тұздарын негізге айналдыру үшін жеткіліксіз мөлшердегі сілтімен әртүрлі негіздік қасиеттері бар алкалоид тұздарының сулы ерітіндісі қосылса, ең әлсіз негіздердің тұздары алдымен ыдырайды, ал күштірек негіздер қышқылмен байланысқан күйінде қалады (әлсіз негіздік қасиеттері бар алкалоид тұздары әрекеттеседі, ал күштірек негіздер тұз ретінде қалады). Мұндай ерітіндіні органикалық еріткішпен өңдеген кезде, пайда болған бос алкалоидты негіздер органикалық еріткішке ауысады, ал күштірек алкалоидты негіздердің тұздары сулы қабатта қалады. Осыдан кейін, сулы ерітіндіге екінші рет белгілі бір (жеткіліксіз) мөлшерде сілті қосылады, содан кейін ерітінді органикалық еріткішпен қайтадан өңделеді. Тұздардан ығыстырылған күштірек алкалоидты негіздер органикалық еріткіштің жаңа бөлігіне ауысады. Қалған сулы қабатқа көбірек сілті қосылады және алкалоидты тұздар толығымен бос негіздерге айналғанша осылай жалғасады.
Осылайша, әлсіз алкалоидты негіздер органикалық еріткіштің бірінші фракцияларында, ал күштіректері соңғысында болады.
2. Егер органикалық еріткіштегі алкалоидтардың бос негіздері қосындысының ерітіндісіне аз мөлшерде қышқыл қосылса, бірақ бүкіл массаны бейтараптандыруға жеткіліксіз болса, күшті негіздік қасиеттері бар алкалоидтар алдымен қышқылмен әрекеттеседі, ал әлсіз негіздер бос қалады. Осылайша, фракциялық сілтілеудегідей, қышқылдың аз мөлшерін пайдаланып, органикалық еріткіштегі ерітіндісінен алкалоидтарды фракциялық түрде алу арқылы алкалоидтар олардың "негізгі күшіне" сәйкес бөлінген фракциялар қатарын алуға болады - алғашқы фракцияларда алкалоидтардың күшті негіздері болады, ал кейінгі фракцияларда әлсіз негіздері болады.
Жалпы алкалоидтарды хроматография арқылы бөлу (әртүрлі адсорбциялық қабілеттерге негізделген)
Бұл әдіс алкалоидтарды тазарту және бөлу үшін қолданылады. Алкалоидтарды бөлу олардың әдетте әртүрлі адсорбциялық қабілеттерге ие болуына негізделген.
Хроматографиялық әдіс құрамында бірнеше алкалоид бар ерітіндіні немесе экстрактіні тиісті адсорбент салынған баған арқылы өткізуді қамтиды. Ерітінді адсорбент қабатына толығымен енгеннен кейін, баған тиісті органикалық еріткішпен немесе бірнеше еріткіштердің қоспасымен жуылады (яғни, десорбция жүреді), және бағаннан ағып жатқан сұйықтықтың жеке фракциялары жиналады. Бұл жеке алкалоидтарды немесе алкалоидтардың онша күрделі емес қоспасын қамтитын бірнеше фракцияны береді. Қажет болған жағдайда жеке фракциялар қайта хроматографияланады. Жеке фракцияларды одан әрі стандартты өңдеу жеке қосылыстарды бөліп алуға мүмкіндік береді. Хроматографиялық адсорбция өнеркәсіпте кеңінен қолданылады.
Алкалоидтарды қайнау температурасы бойынша бөлу
Бұл әдіс қоспадағы алкалоидтардың қайнау температурасы айтарлықтай ерекшеленетін кезде қолданылады. Егер қоспада ұшқыш алкалоидтар болса, оларды фракциялық айдау арқылы бөлуге болады. Мысалы, кониин және конгидрин (гемлоктан алынған алкалоидтар) қайнау температурасы бойынша айтарлықтай ерекшеленеді. Айдау әдетте төмендетілген қысыммен жүзеге асырылады [16, с.91].
Өсімдіктерден биоактивті заттарды бөліп алудың барлық қолданыстағы әдістерін экстракция және айдау деп бөлуге болады. Хроматографиялық әдістер тазарту, бөлу және препараттық бөліп алу үшін де қолданылады. Әдісті таңдау негізінен бөлініп алынатын қосылыстың қасиеттерімен анықталады.
Ең кең таралған әдістер - экстракция әдістері [21-23]. Оларға дәстүрлі әдістер, мысалы, мацерация - тұнбалау (тұнбалар мен экстракттар өндірісінде қолданылады) жатады. Мацерацияны орындау оңай және қымбат жабдықты қажет етпейді. Дегенмен, мацерация кезінде белсенді заттар толығымен алынбайды (90%-дан аз); процесс көп уақытты алады, себебі диффузия процесінің жылдамдығы төмен; экстракттарда балласттық заттардың (жоғары молекулалық қосылыстар, пектиндер, шырыш, ақуыздар және т.б.) мөлшері жоғары; еңбекті көп қажет етеді (екі рет басу, ұнды жуу); экстрагенттің диффузия және булануы кезінде айтарлықтай шығындар; араластыру қиын, себебі өсімдік массасы инфузиялық ыдыстың түбінде ісінген.
Өсімдік шикізатынан халықаралық стандарттарға сай келетін және жоғары өнімділікпен және сандық өнімділігі өзгермеген құрылымы бар компоненттерді алумен сипатталатын ББЗ алудың заманауи әдістерін енгізу әлемдік нарықта бәсекеге қабілетті, кең ауқымды фармакологиялық әсерге ие отандық заттарды өндіруді жолға қоюға мүмкіндік береді [23, с.219; 24].

1.3 Anabasis L. тұқымдасының алкалоидтары - фармакологиялық белсенді қосылыстардың көзі ретінде, медицинада қолданылуы

Қазақстан флорасы дәрілік өсімдік шикізаттарының алуан түрлілігімен сипатталады, олардың көпшілігін өнеркәсіптік ауқымда пайдалануға болады. Жоғары тиімді және уыттылығы төмен шөптік препараттарға деген қажеттілік биологиялық белсенді заттарды зерттеу және өсімдік шикізаттарынан дәрілік өнімдерді әзірлеумен байланысты. Бұл елдің денсаулық сақтау жүйесінің импорттық дәрі-дәрмектерге тәуелділігін жүйелі түрде азайтады. Бұл мақсатқа жету үшін отандық өндірістік қуаттарды, шикізатты және ғылыми-технологиялық әлеуетті пайдалану қажет. Сондықтан биологиялық белсенді қосылыстардың әлеуетті көздерін іздеу және дәрілік өсімдік шикізаттарынан заттар алу технологиясын әзірлеу шұғыл қажет.
Дәрілік заттардың арсеналында шөптік препараттар басым екені белгілі, олардың шамамен 30%-ында алкалоидты қосылыстар, олардың функционалдық туындылары немесе басқа азот құрамды туындылары бар. Бірнеше елдің ғалымдары Anabasis aphylla L. өсімдігі бойынша қарқынды зерттеулер жүргізуде. А.П. Орехов, С.Ю. Юнусов, К.Д. Саргин, А.С. Садыков, С.К. Клышев, Х.А. Асланов, Р.Т. Тлегенов, М.Ж. Журинов, А.М. Газалиев, С.М. Адекенов, Е.Е. Шульц және басқа ғалымдары бұл өсімдік түрін зерттеуге айтарлықтай үлес қосты. Олар алкалоидтардың негізгі құрамын анықтап, сонымен қатар бөлінген алкалоидтарды химиялық түрде өзгертті.
Ресми медицинада Anabasis aphylla L. фармацевтика өнеркәсібінде қолданылады және сонымен қатар алкалоидтарды – анабазин (1) және лупинин (2) алу үшін шикізат ретінде қызмет етеді. Анабазин бұрынғы Кеңес Одағында 1929 жылы академик А.П. Орехов [25] Anabasis aphylla L. өсімдік шикізаттарынан бөліп алған алғашқы алкалоид болды.
Өсімдікте анабазин негізінен оксалат түрінде кездеседі. Анабазин жалпы алкалоидтардың 60%-ын құрайды, 5-тен 95%-ға дейін. Күзде кесінділер тегістелген сайын анабазин мөлшері азаяды, бірақ аязға дейін жоғары болып қалады. Әлемдік ғылым бұл дәруменді мұқият зерттей бастады, бірақ оның барлық бірегей дәрілік қасиеттері әлі күнге дейін түсініксіз. Анабазиннен басқа, өсімдікте басқа да алкалоидтар бар: лупинин (2), афиллин (3) және афиллидин (4) (3-сурет).





                  
            (1)                            (2)                         (3)                                   (4) 
                                  


                    [image: Структурная формула Цитизин]
            5)                                        (6)                                  (7)

Сурет 3 - Anabasis aphylla L. шикізатының алкалоидтары

Anabasis aphylla L. алкалоидтарының деңгейі ең жоғары деңгейге жетеді, жазда 2,36%-ға, ал күзде 14,14%-ға жетеді. Anabasis алкалоидтары өсімдіктер әлемінде кең таралған. Anabasis-те олар негізінен жер үсті бөліктерінде (0,54-1,095%), ал тамырларында төменірек (0,17-0,26%) кездеседі. Бұл таралуды Anabasis метаболизмінің тотығу-тотықсыздану процестеріне қатысатын алкалоид анабазиннің ерекше рөлімен түсіндіруге болады. Anabasin гүлдену кезінде де, дамудың соңғы кезеңдерінде де жиналады, себебі ол азот алмасуына белсенді қатысады: оның мөлшері жазда 1,26%, ал күзде 1,44% құрайды.
Барлық алкалоидтар суда және органикалық еріткіштерде жақсы ериді. Алкалоидтармен қатар шикізат құрамында органикалық қышқылдар (13-тен 26% -ға дейін), соның ішінде қымыздық қышқылы (7-17%) және пектин заттары (17-20%) бар. Өсімдік күлге (20% -ға дейін) бай, оның құрамында 14% калий, 16% натрий және көптеген сирек кездесетін элементтер бар [26-27].
Қытай ғалымдары алғаш рет Anabasis aphylla L. шөбінен жаңа пиридин алкалоидын, 2-(пиридин-3-ил)-6-(2-(пиридин-3-ил)пиридин-5-ил)пиперидинді (5), сондай-ақ Anabasis aphylla L. жер үсті бөліктерінен үш белгілі алкалоид, N-метиланбазин (6) және анабазинді бөліп алуда табысқа жетті. Олардың құрылымы спектроскопиялық талдау арқылы анықталды [28].
Фармацевтикалық қалдықтар өнімі болып табылатын анабазинді қолдану бірқатар жоғары тиімді дәрілердің жасалуына әкелді. Ташкент зауытында Anabasis aphylla L. инсектицид, анабазин сульфаты өндіріледі. Ол ауыл шаруашылығындағы зиянкестермен күресу үшін сәтті қолданылады. Анабазин сульфаты өнеркәсіптік түрде су-керосин әдісімен өндіріледі [29].
Сондай-ақ, 1933 жылы кеңес зерттеушілері қора шөптерінен метиланабазин (6)  (анабазин туындысы) препаратын бөліп алғаны белгілі. Ол тыныс алуды ынталандырады және кофеинмен бірге қолдану ұсынылады. Никотинге ұқсас қасиеттері ашылғаннан кейін, анабазин гидрохлориді темекі шегуді тоқтату құралы ретінде ұсынылды [30, 31]. Лупинин туындыларының жергілікті анестетикалық қасиеттері бар екені анықталды, бұл кокаин мен новокаинге қарағанда күштірек лупикаин сияқты жергілікті анестетиктердің дамуына әкелді.
Anabasis aphylla L. анабазинді бөліп алуды зерттеушілер Рабинович М.С. және Коновалов Р.А. жүргізді, олар осы мақсатта әртүрлі адсорбенттерді: кремний гелі, гумбрин, диатомды жер, тұнба және бентонитті сынап, адсорбциялық бөліп алу әдісін ұсынды. Осы адсорбенттердің ішінде бентонит анабазиннің 85%-ға дейін адсорбциялап, ең жақсы болып шықты, нәтижесінде адсорбенттің құрамында 4-4,5% алкалоид болды [32].
Бөлудің тиімдірек тәсілі - негіз қоспасын қандай да бір тұз түріне айналдыру. Осылайша, В.А. Шевелев, А.И. Банковский және Б.К. Ростоцкий [33] өсімдіктерден оксалат тұзы түрінде алкалоидтарды алуды және алкалоидтардың сулы ерітіндісін күн сәулесінде немесе бүріккіш кептіру арқылы буландыруды қамтитын техникалық анабазин оксалатын алу әдісін жасады.
Anabasis salsa және Anabasis brevifolia түрлерінің құрамында пиперидин қатарына жататын алкалоидтар, соның ішінде анабазин және оған туыстас қосылыстар кездесетіні анықталған. Бұл қосылыстар инсектицидтік, бактерияға қарсы және нейротропты белсенділік көрсетеді, сондықтан олар фармакологияда және ауыл шаруашылығында кеңінен зерттелуде. Anabasis туысының кейбір түрлері медицинада тыныс алу орталығын қоздыратын препараттарды алуға шикізат ретінде пайдаланылған. Сонымен қатар, бұл алкалоидтардың никотиндік рецепторларға әсер ету қабілеті олардың фармакологиялық маңызын арттырады. Сондықтан Anabasis туысына жататын өсімдіктердің алкалоидтық құрамы мен биологиялық белсенділігін зерттеу жаңа дәрілік заттарды іздеу тұрғысынан үлкен ғылыми қызығушылық тудырады. Anabasis salsa құрамында анабазиннің бірнеше изомерлері мен қосымша пиперидин алкалоидтары анықталды. Бұл қосылыстар инсектицидтік және бактерияға қарсы белсенділік көрсетеді [34].
Тағы бір маңызды түр – Anabasis aretioides. Зерттеулер бұл өсімдіктің антиоксиданттық және антидиабеттік белсенділік көрсететін биологиялық белсенді қосылыстарға бай екенін көрсетеді. Сонымен қатар бұл түрдің алкалоидтары қабынуға қарсы әсер көрсетті.  Сол сияқты Anabasis articulata түрінің химиялық құрамы да зерттелген. Бұл өсімдіктен алынған экстрактілер цитоуытты, антиоксиданттық және қабынуға қарсы белсенділік көрсететіні анықталған. Сонымен қатар Anabasis eriopoda өсімдігінің құрамында да алкалоидтар, сапониндер және флавоноидтар кездеседі. Оның жапырақтары мен жемістерінде алкалоидтардың айтарлықтай мөлшері анықталған, бұл оны биологиялық белсенді заттардың табиғи көзі ретінде қарастыруға мүмкіндік береді [35, 36].
Газ хроматография‑масс‑спектрометрия (GC/MS) арқылы Anabasis articulata өсімдігінің жапырақтарының алкалоидтық құрамына анализ жүргізілген және 6 түрлі алкалоид анықталған оның ішінде анабазин (1),  лупинин (2) және цитизин (7). Осындай құрамдық ерекшеліктер Anabasis articulata биологиялық белсенді табиғи қосылыстардың перспективті көзі ретінде қарастыруға мүмкіндік береді [37].
Қытай ғалымдары Anabasis aphylla L. өсімдігінің жер үсті бөліктерін зерттеді. Anabasis aphylla L. шикізаты этанолмен (95%) үш рет кері ағыммен экстракцияланды (әр процесс 3 сағатқа созылды) және төмен температурада шоғырландырылды. Алынған қою экстракт суда суспензияланды, этилацетат және хлороформмен кезекпен экстракцияланды. Содан кейін хлороформ мен этилацетат экстракттары кремний гелінде химиялық хроматографияға ұшырады. Фракциялар мұнай эфирімен және диэтиламинмен градиенттік элюциялау арқылы алынды (100:1-ден 50:1-ге дейін), фракциялар кезекпен RP C18 кремний гелінің бағанасында хлороформ-су жүйесімен элюцияланып (2:8-ден 4:6-ға дейін) әрі қарай тазартылды, алкалоидты қосылыстар 0,3% шығыммен алынды [38].
Қазақстанда хинолизидинді (цитизин және лупинин) және пиридинді (анабазин) алкалоидтарының химиясы бойынша алғашқы зерттеулерді академиктер М.Ж. Журинов пен А.М. Ғазалиев бастаған ғалымдар тобы, олардың студенттері және әріптестерімен бірге жүргізді. Anabasis aphylla L. өсімдігін зерттеуге Нұркенов О.А., Фазылов С.Д., Кулаков И.В., Мусина Л.А. және Нұрмағанбетов Ж.С. сияқты ғалымдар айтарлықтай үлес қосты, олар осы өсімдік шикізаттарынан алынған алкалоидтардың негізгі құрамын анықтады [39]. Қазіргі уақытта Өзбекстандағы көптеген ғылыми орталықтар (А.С. Садықов атындағы Биоорганикалық химия институты, Бердах атындағы Қарақалпақ мемлекеттік университеті, С.Ю. Юнусов атындағы Өсімдіктер химиясы институты), Ресейдегі (Н.Д. Зелинский атындағы Органикалық химия институты, РҒА ҒМ Н.Н. Ворожцов атындағы Органикалық химия институты, Фаворский атындағы Иркутск химия институты, Химиялық әртүрлілік ғылыми-зерттеу институты) және басқалары лупинин, цитизин және анабазиннің түрленуінің химиялық қасиеттерін зерттеп жатыр. Лупининге деген қызығушылық оның кең фармакологиялық әсеріне байланысты. Лупинин бактерицидтік, аздап тыныштандыратын әсерге ие және қысқа мерзімді антигельминтикалық және гипотензивті қасиеттерге ие [40].
Лупинин (2) таза түрінде қолданылмайды, ол жергілікті анестезия ретінде қолданылатын лупикаин гидрохлоридін өндіруге арналған шикізат ретінде қызмет етеді. Лупикаин гидрохлоридінің анестетикалық әсері кокаин мен новокаинге қарағанда айтарлықтай жоғары [41]. Осьтік гидроксиметил тобы бар транс-хинолизидин сақинасы бар лупинин азот атомының протондауына ұшырайды, оның конфигурациясы хинолизидин сақинасының транс-дан цис-жұпталуына өзгереді, осьтік гидроксиметил тобы экваторлық позицияға ауысады және трансформация бұрышының белгісі өзгереді. Лупининнің белгілі туындыларының ішінде оның эфирлері ең көп зерттелген, айқын вирусқа қарсы және гепатопротекторлық белсенділікке ие [42].
Бірнеше жыл бойы Қазақстан Республикасының Органикалық синтез және көмір химиясы институты химиялық модификациялау және көптеген лупинин туындылары арасындағы құрылымдық-биологиялық белсенділік қатынастарының заңдылықтарын анықтау бойынша зерттеулер жүргізіп келеді. Хинолизидинді алкалоидтары лупинин (2) мен цитизиннің (7) химиясы саласындағы зерттеулердің қазіргі жағдайы мен болашағы қорытындыланады, оларды өсімдік шикізаттарынан бөліп алу әдістері және оларды химиялық модификациялау мүмкіндіктері талқыланады. Хинолизидинді алкалоиды лупининін модификациялау жоғары тиімді, селективті, стереоспецификалық биологиялық белсенді заттарды іздеуге кең мүмкіндіктер ашады.

1.4 Алкалоидтарды бөлу үшін заманауи хроматографиялық əдістерді қолдану

Алкалоидтар аминқышқылдары алмасуының өнімдері бола отырып, өсімдіктер мен адам метаболизмінде маңызды рөл атқарады. Алкалоидтар фармакологтардың назарын оларға негізделген емдік препараттарды әзірлеу үшін аударған алғашқы өсімдік тектес қосылыстардың бірі болды. Дегенмен, табиғи қосылыстардың осы класының жоғары фармакологиялық белсенділігі дәрілік формаларды әзірлеу кезінде қатаң мөлшерлеуді, сондай-ақ жеке заттарды алу және тазартудың сенімді әдістерін қажет ететінін ескеру қажет. Бұл қосылыстарға деген үлкен қызығушылықты осы тақырып бойынша көптеген басылымдар дәлелдейді. Алкалоидтарға арналған «Alkaloids, Chemistry and Pharmacolgy» атты көп томдық еңбектің өзі қазіргі уақытта 65 томнан тұрады. Алкалоидтардың химиясы, биосинтезі және фармакологиясы бойынша бірқатар тақырыптық монографиялар, жинақтар және көптеген шолу мақалалары халықаралық және отандық мерзімді басылымдарда жарияланған. Бұл шолуда алкалоидтарға негізделген әртүрлі тұқымдастардың өсімдік тектес дәрілік заттарының химиялық және технологиялық зерттеулерінің нәтижелері қарастырылады [43].
Алкалоидтарды бөлу жеке алкалоидтардың нақты физика-химиялық қасиеттеріне (ерігіштігі, қайнау температурасы, негізділігі, полярлығы) негізделген. Алкалоидтарды ұсақ дисперсті молекулалық сорбенттерге сорбциялау және оларды элуотропты еріткіштер қатарын пайдаланып селективті элюциялау (десорбция) (алкалоидтарды әртүрлі полярлығына қарай бөлу) алкалоидтарды бөлудің жеті негізгі әдісінің бірі болып табылады.
Бағаналы хроматография - алкалоидтарды ұсақ дисперсті адсорбенттерге бастапқы молекулалық адсорбциялауға, содан кейін жеке қосылыстарды әртүрлі полярлықтағы еріткіштермен селективті десорбциялауға (элюциялауға) негізделген алкалоидтарды бөлу әдісі. Алюминий оксидіне бағаналы хроматография - әртүрлі топтардың алкалоидтарын бөліп алу және алудың кең таралған әдісі және оларды қамтитын дәрілік препараттарды өндіруде қолданылады [44-46]. Бағаналық хроматография ғылыми зерттеулерде де, фармацевтика өнеркәсібінде де алкалоидтарды бөлу және тазарту кезінде кеңінен қолданылатынына қарамастан [47], бұл бөлу әдісінің кемшіліктері бар, атап айтқанда, ол төмен бөлу жылдамдығымен, төмен өнімділікпен және айтарлықтай еңбек сыйымдылығымен сипатталады, қатты сорбенттер мен айтарлықтай мөлшерде улы органикалық еріткіштерді пайдалануды қажет етеді.
Орталықтан тепкіш үлестіру хроматографиясы (ОТҮХ) - қатты фазалы адсорбенттермен байланысты мәселелерді болдырмауға және бөлінетін қоспалардың химиялық тұтастығын сақтауға арналған салыстырмалы түрде қарапайым жобалау тәсілі. Орталықтан тепкіш үлестіру хроматографиясы - стационарлық және жылжымалы фазалар сұйық болатын, ал стационарлық фаза қуатты орталықтан тепкіш күшпен иммобилизацияланатын мамандандырылған хроматографиялық әдіс. ОТҮХ жоғары бөлу жылдамдығын қамтамасыз етеді, қатты сорбенттер мен қымбат элюенттерді пайдалануды болдырмайды және еріткіш шығынын 10 есеге азайтады, бұл мақсатты өнімнің құнын айтарлықтай төмендетеді. 
ОТҮХ әдісімен сәтті бөлудің кілті - хроматографиялық еріткіш жүйесін дұрыс таңдау. Бұл технологияның артықшылықтарының бірі - егер еріткіш жүйесі тиімсіз болса және бөлу сәтсіз болса, үлгіні сандық түрде қалпына келтіруге болатын болса да, жұмыс жоғары сапалы мақсатты өнімдердің сандық шығуын қамтамасыз ететін оңтайлы еріткіш жүйесін таңдаудан басталуы керек. Бағаналы хроматографияның (БХ), жоғары тиімді сұйық хроматографиясының (ЖТСХ), флеш хроматографиясының (ФХ), сұйық хроматографиясының (СХ) және ортадан тепкіш үлестіру хроматографиясының (ОТҮХ) салыстырмалы сипаттамалары 1-ші кестеде келтірілген.

Кесте 1 - Хроматография әдістерінің салыстырмалы сипаттамалары

	Негізгі сипаттамалары
	БХ
	ЖТСХ
	ФХ
	СХ
	ОТҮХ

	Сорбент
	қолда-нылады
	қолда-нылады
	қолда-нылады
	қолда-нылады
	қолда-нылмайды

	Үлгіні қайтару пайызы
	
< 100 %
	
< 100 %
	
< 100 %
	
< 100 %
	
100 %

	Еріткіш сапасы
	жоғары
	жоғары
	жоғары
	жоғары
	төмен

	Еріткіш шығыны
	үлкен
	үлкен
	үлкен
	үлкен
	аз

	Үлгіні дайындау
	қосымша тазалау
	қосымша тазалау
	қосымша тазалау
	қосымша тазалау
	фильтрлеу

	Өндіріс шығыны
	жоғары
	өте жоғары
	өте жоғары
	жоғары
	жоғары емес



ОТҮХ және ПХ әдістерінде жиі қолданылатын n-гексан:этилацетат:метанол:су еріткіш жүйесі қарсы ток хроматографиясын бөлудің барлық талаптарына сай ғана емес, сонымен қатар хлороформ немесе дихлорметан сияқты улы еріткіштерді қамтымайды және сондықтан өнеркәсіптік мақсаттар үшін өте перспективалы [48-50].
Х. Ока мен Р. Марграффтың тәсілдеріне негізделген ОТҮХ еріткіштерін жүйелі түрде таңдау алкалоидтарды бөлу үшін аса тиімді емес, себебі оларды бөлу ортаның рН мәнін және иондық күшті қосымша реттеуді қажет етеді. Мысалы, Coptis chinensis Franch. (Ranunculaceae) өсімдігінен алкалоидтарды бөлу шарттарын оңтайландыру кезінде HCl қосылған метанол:хлороформ:су жүйесі зерттелді. Сынақ 30 мл роторы бар FCPC қондырғысында жүргізілді (бөлу уақыты 2 сағат), нәтижесінде келесі жүйе таңдалды: хлороформ:метанол: 0,2 М HCl (8:3:4, v/v). және тамырлардың метанол сығындысынан төрт таза алкалоид бөлініп алынды, олардың бірі бактерияға қарсы белсенділігі бар берберин [51]. 2-кестеде алкалоидтарды бөлу үшін қолданылатын және оңтайлы еріткіш жүйесін іздеуде үлкен маңызға ие әртүрлі еріткіш жүйелері келтірілген [52].

Кесте 2 - ОТҮХ әдісімен табиғи қосылыстарды бөлуге арналған еріткіш жүйелері

	Үлгі
	Еріткіштер жүйесі (қатынасы)
	Жылжымалы фаза

	Апорфинді алкалоидтар
	Дихлорметан – метанол – 5% сірке қышқылы (5:5:3)
	төменгі қабат

	Нафтил изохинолин алкалоидтары
	Хлороформ – этилацетат – метанол – 0,1M тұз қышқылы (5:3:5:3)
	төменгі қабат

	Дитерпенді алкалоидтар
	н-Гексан – дихлорметан – метанол – су (15:15:24:8)
	төменгі қабат

	Дитерпенді алкалоидтар, хинолизидинді алкалоидтар
	Бензол – хлороформ – метанол – су (5:5:7:2)
	төменгі қабат



Қытайдың дәрілік өсімігі Evodia rutaecarpa (Juss.) Benth құрамындағы алкалоидтарды бөліп алу және тазарту үшін екі фазалы еріткіш жүйесіне негізделген жоғары жылдамдықты қарсы ток хроматографиясы әдісі қолданылды. Еріткіш жүйесі ретінде n-гексан-этил ацетаты-метанол-су қоспасы (5:5:7:5) пайдаланылды. ЖТСХ деректері нәтижесінде бес түрлі алкалоид анықталып, бір сатылы бөлу процесі арқылы эводиамин (8), рутаекарпин (9), эвокарпин (10) жоғары тазалық дәрежесімен бөлініп алынды [53].

[image: ЭВОДИАМИН структурированное изображение][image: ]    
         (8)                            (9)                           (10)       
       
Enantia chlorantha өсімдігінің метанолды экстрактынан төрт протоберберинді төрттік алкалоидты – арицин (11), изорезерпин (12), және 3β-резерпин (13) бөліп алу үшін ОТҮХ әдісі тиімді қолданылды. Бөлу процесінде екі фазалы еріткіш жүйесі ретінде дихлорметан–метанол–су қоспасы (48:16:36, v/v) пайдаланылды [54].

[image: ]
            (11)                                   (12)                                      (13)

Қолжетімді әдебиеттерге сүйене отырып, келесі қорытындылар жасауға болады:
1. Фармацевтикалық препараттардың белсенді ингредиенттері болып табылатын биологиялық белсенді заттарды (флавоноидтар мен алкалоидтар) бөліп алу және тазарту технологиялары ұзақ, еңбекті көп қажет ететін, көп сатылы процесс болып табылады, бұл көп мөлшерде қымбат, көбінесе улы органикалық еріткіштерді пайдалануды талап етеді.
2. ОТҮХ жоғары бөлу жылдамдығын қамтамасыз етеді, қатты сорбенттер мен қымбат элюенттерге деген қажеттілікті жояды және еріткішті пайдалануды 10 есеге азайтады, бұл мақсатты өнімдердің құнын айтарлықтай төмендетеді.
Жоғарыда келтірілген тәжірибелік деректер ОТҮХ алкалоидтарды бөліп алу және тазартудың перспективалы әдісі екенін, тіпті аз мөлшердегі экстрактивті заттардан да жоғары сапалы мақсатты өнімдерді салыстырмалы түрде тез және тиімді өндіруге мүмкіндік беретінін және барған сайын танымал болып келе жатқанын көрсетеді.
Алкалоидтарды өсімдік құрамынан бөліп алуға жəне тазалауға арналған ОТҮХ қолдану жөнінде тəжірибелік мəліметтер аз келтірілген. Осы қазіргі кезде кеңінен танылып келе жатқан əдіс алкалоидтарды тіпті сығындылық заттардың аз жиынтығынан сапалы мақсатты өнімді салыстырмалы түрде тез, əрі тиімді алуға мүмкіндік беретін тазалаудың келелі əдісі болып табылатындығын көрсетіліп отыр. ОТҮХ заттардың тек еріткіштер арасында таратылатынына жорамалданатын механизммен тиімді бөлінуді қамтамасыз ететіндіктен, бөлінетін өсімдіктекті сығындылардың да, олардың құрамына кіретін заттардың да кереғарлық диапазонына байланысты еріткіштердің хроматографиялық жүйесін дұрыс таңдау аталмыш əдіспен сəтті бөлу негізі болып табылады жəне бөлудің əр нысанына жеке əдісті талап етеді. Алкалоидтарды өсімдік құрамынан тиімді түрде бөліп алу үшін ортаның pH мен ион күшінің қосымша реттелулері қажет екендігі тəжірибелік түрде дəлелденген.

1.5 Хинолизидинді алкалоидтары негізіндегі жаңа биологиялық белсенді қосылыстарды алу 

Перспективалы биологиялық белсенді қосылыстарды ашудың негізгі жолдарының бірі - құрылым мен белсенділік қатынасы туралы заманауи деректерге негізделген мақсатты синтез. Табиғи қосылыстар, атап айтқанда алкалоидтар, флавоноидтар және терпеноидтар, құрылымдық әртүрлілігіне байланысты кең ауқымды фармакологиялық әсер ететін бірқатар жаңа дәрілік заттарды жасауға мүмкіндік береді. Бір молекулада әртүрлі функционалды фрагменттерді біріктіретін қосылыстардың синтезі олардың биологиялық белсенділікке өзара әсерін зерттеу үшін қызықты және кейіннен мақсатты химиялық модификациялау үшін жаңа мүмкіндіктер ашады [55].
Қазіргі уақытта әртүрлі алкалоидтарға негізделген біріктірілген қосылыстарды олардың молекулаларына лактондардың, флавоноидтардың және басқа да биологиялық белсенді қосылыстардың фрагменттерін енгізу арқылы синтездеуге қызығушылық артып келеді.
Хинолизидин (цитизин және лупинин) және пиридин (анабазин) сериясының алкалоидтары бірегей құрылымдар мен құнды биологиялық қасиеттерге ие, бұл оларды жаңа биологиялық белсенді заттарды іздеуде құрылыс блоктары ретінде пайдалануға мүмкіндік береді. Бұл алкалоидтар, ең алдымен, физиологиялық белсенділігімен назар аудартады, көпшілігінің құнды дәрілік заттары бар екені дәлелденді, бұл оларды кешенді зерттеуге, жаңа туындыларды синтездеуге, күрделі құрылымдарды құруға және құрылым-белсенділік байланысын зерттеуге түрткі болды. Олар сондай-ақ құрылымдық әртүрлілігімен қызықты және фармацевтикалық химияның дамуында маңызды рөл атқарды [37, s.344;  56]. Олар адам ағзасындағы никотиндік рецепторларға әсер етуінде ұқсас қасиеттерді көрсетеді.
Анабазин мен лупининнің жоғары бактерияға қарсы және инсектицидтік қасиеттері де кеңінен белгілі. Туберкулез анабазин мен лупинин алкалоидының тамырларының қайнатпасымен емделгенін атап өту маңызды; олар адреналин, дофамин, серотонин, гистамин және мускариндік рецепторлармен байланысу қабілетіне ие. Олардың модификацияланған туындыларының ішінде күшті гепатопротекторлық, қабынуға қарсы, спазмға қарсы, аритмияға қарсы, бактерияға қарсы және нейротропты қасиеттері бар заттар анықталды. 
COVID-2019 коронавирус пандемиясына байланысты бүкіл әлемде вирусқа қарсы белсенділігі бар қосылыстарды белсенді зерттеу және әзірлеу жұмыстары жүргізілуде. Хинолизидинді және пиридинді алкалоидты молекулаларының тыныс алу стимуляторлары (аналептикалық және темекі шегуге қарсы қасиеттері) ретіндегі жоғары биологиялық белсенділігі осы молекулаларға негізделген жаңа вирусқа қарсы және бактерияға қарсы агенттерді әзірлеу әлеуетін растайды. Бұл алкалоидтардың химиялық құрылымы олардың молекулаларын химиялық түрлендіру арқылы жаңа биоактивті қосылыстарды өндіру үшін айтарлықтай әлеует ұсынады. Олардың құрылымын синтез әдістерімен мақсатты түрде өзгерту айтарлықтай жақсаруына және жаңа түрлерінің пайда болуына әкелуі керек.
Лупинин (2), цитизин (7) және анабазин (1) алкалоидтарының туындыларының синтезі мен қасиеттерін зерттеу туралы кең ақпарат А.П. Орехов, А.С. Садықов, А.А. Абдувахабов, Р.Т. Тлегенов және басқалардың еңбектерінде әртүрлі уақытта қарастырылған [56, с.17; 57]. Дегенмен, бұл саладағы айқын жетістіктерге қарамастан, лупинин, цитизин және анабазин алкалоидтарының полифункционалды туындыларының химиясы көп жағынан осы қызықты табиғи қосылыстар класының аз зерттелген саласы болып қала береді. Сондай-ақ, бұл саладағы зерттеулер жүйелілік пен мақсаттылықпен сипатталмайтынын атап өткен жөн.
Қазақстанда хинолизидин (цитизин және лупинин) және пиридин (анабазин) алкалоидтарының химиясы бойынша алғашқы зерттеулерді академиктер М.Ж. Журинов пен А.М. Газалиев бастаған ғалымдар тобы студенттерімен және әріптестерімен бірге жүргізді. Қазіргі уақытта Өзбекстандағы (А.С. Садықов атындағы Биоорганикалық химия институты, Бердах атындағы Қарақалпақ мемлекеттік университеті, С.Ю. Юнусов атындағы Өсімдіктер химиясы институты), Ресейдегі (Н.Д. Зелинский атындағы Органикалық химия институты, РҒА ҒМ Н.Н. Ворожцов атындағы Органикалық химия институты, РҒА ҒМ А.Е. Фаворский атындағы Иркутск химия институты, Химиялық әртүрлілік ғылыми-зерттеу институты) және басқа да көптеген ғылыми орталықтар лупинин, цитизин және анабазиннің түрленуінің химиялық қасиеттерін зерттеп жатыр [58-60].
Қарапайым хинолизидин алкалоиды лупинин (7α-гидроксиметил-транс-хинолизидин) - бастапқы спирт тобын қамтитын үшіншілік негіз. Бастапқы спирт тобының болуы лупинин туындыларының әртүрлі модификацияларын алуға мүмкіндік береді. Мұндай модификациялардың ішінде дәрілік молекула әртүрлі фармакологиялық белсенділігі бар фрагменттерді біріктіретін көпфункционалды қосылыстарды (немесе «қос дәрілік заттарды») өндіру ерекше қызығушылық тудырады. Лупинин таза түрінде қолданылмайды, бірақ жергілікті анестезия ретінде қолданылатын лупикаин гидрохлоридін өндіру үшін шикізат ретінде қызмет етеді. Лупининнің эфирлік туындылары вирусқа қарсы және гепатопротекторлық белсенділік көрсетеді [61].
 Лупинин фрагментінің белгілі бір фармакофорлық топтармен үйлесуі медициналық қолдану үшін өте маңызды перспективалы биологиялық белсенді қосылыстарды жасау үшін жаңа мүмкіндіктер ашады. Ерекше қызығушылық тудыратын нәрсе - лупинин фрагментін қамтитын мақсатты қосылыстардың гетероциклді фармакофорлық топпен, атап айтқанда, биологиялық белсенділіктің кең спектрін көрсететін 1,2,3-үшазолдармен үйлесімде синтезделуі [62, 63]. 1,2,3-үшазолдардың тартымдылығы олардың реактивтілігінің әмбебаптығына, сондай-ақ 1,2,3-үшазол туындыларын дәрілік заттар, техникалық реагенттер және супрамолекулалық химияда «құрылыс блоктары» ретінде практикалық қолдануына байланысты.
1,2,3-үшазолдар азот құрамды гетероциклді қосылыстардың маңызды класына жатады, олар практикалық және теориялық тұрғыдан үлкен қызығушылық тудырады [64]. Олар 19 ғасырдың аяғынан бері белгілі, бірақ соңғы онжылдықтарда үшазолдар фармацевтика өнеркәсібі мен ауыл шаруашылығында қолданылуына байланысты гетероциклді химияда зерттеудің тартымды нысандарына айналды. 1,2,3-үшазолдардың туындылары вирусқа қарсы, микробқа қарсы, аллергияға қарсы, қабынуға қарсы және гербицидтік белсенділікке ие және тыныштандыратын және құрысуға қарсы әсер етуі мүмкін.
Авторлар лупинин (2) үшазолдарының табиғи және синтетикалық туындыларын AChE тежегіш агенттері ретінде синтездеп, зерттеді. Хинолизин алкалоидтарының, әсіресе (-)-лупининнің синтетикалық туындыларын өндіруге және олардың биологиялық белсенділігін зерттеуге айтарлықтай көңіл бөлінеді. Лупинин молекуласында бос OH тобының болуы әртүрлі туындыларды синтездеуге мүмкіндік береді. Лупининнің эфирлері мен О-ацил туындыларының алынуы және кейбір түрленулері сипатталған. Лупининнің OH тобы амин тобына оңай айналады, бұл N атомында орын басатын туындылардың кең ауқымын, соның ішінде қабынуға қарсы, гипертониялық, ауырсынуды басатын, аритмияға қарсы, безгекке қарсы және антихолинэстераза белсенділігіне ие туындыларды алуға мүмкіндік береді. Сондай-ақ, ω-хлорлупинан, ω-тиолупинан және ω-цианолупинан негізінде психикалық және қозғалыс бұзылыстарының патогенезіне қатысатын орталық жүйке жүйесінің сигма рецепторлары үшін перспективалы лигандтар ретінде туындылар тобы синтезделді [65]. Лупининнің химиялық түрленулері туралы әдебиет деректерін талдау оның әртүрлі эфирлерінің, амино-, имид-, галоген-, тио- және О-ацил туындыларының бұрын синтезделгенін және биологиялық белсенділігі бағаланғанын көрсетті [66].
Үшазолды гетероциклді қосылыстарды кеңінен зерттеуге қарамастан, гетероциклді фармакофор тобымен, әсіресе 1,2,3-үшазолдармен бірге алкалоидты бөлікті қамтитын аралас қосылыстар әлі күнге дейін аз зерттелген. Сондықтан, лупининді оның әлеуетті биоактивті 1,2,3-үшазол туындыларын алу үшін модификациялаудың ыңғайлы әдістерін іздеу және әзірлеу маңызды және өзекті міндет болып табылады.
Осылайша, лупинин молекуласының химиялық модификациясы айтарлықтай және әлі де пайдаланылмаған әлеуетті ұсынады және бұрынғы Кеңес Одағында да, шетелде де көптеген зерттеушілердің назарын аударуды жалғастыруда. Бұл халықаралық, жоғары бағаланатын журналдардағы (Tetrahedron, Arkivoc, Journal of Sulfur Chemistry, Bulletin of Higher Educational Institutes, Bulletin of Moscow University, Chemistry of Heterocyclic Compounds, Chemistry of Natural Compounds және басқа да көптеген) жарияланымдар санының артуынан жақсы көрінеді. Хинолизидинді алкалоидтарының әртүрлі туындыларына тән емес жаңа биологиялық белсенділіктер (спазмды басатын, аритмияға қарсы, холинергиялық, инсектицидтік және т.б.) үнемі анықталып, олардың жаңа туындыларын одан әрі синтездеу мен зерттеуді ынталандыратынын атап өткен жөн.

Бірінші бөлім бойынша тұжырым

Жасалған налитикалық шолу Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің фитохимиялық зерттеулерін одан әрі жүргізуге негіз болады. Бұл зерттеу осы өсімдік шикізаттарынан алкалоидтарды алу әдістерін оңтайландыруға, сондай-ақ өсімдік алкалоидтарын химиялық түрлендіруге бағытталған, олар жақсартылған физикалық-химиялық қасиеттерімен, жоғары биологиялық белсенділігімен, төмендетілген уыттылығымен және табиғи аналогтарымен салыстырғанда ұзақ әсер етуімен сипатталатын жаңа қосылыстарды алуға бағытталған. Сондықтан, алкалоидтардың табиғи көздерін, олардың химиялық құрамы мен фармакологиялық әсерін зерттеуге, шикізатты стандарттауға және шөптік дәрілерді жасау үшін медициналық тәжірибеде қолданылатын дәрілік өсімдіктердің шикізат базасын кеңейтуге бағытталған зерттеулер өзекті міндет болып табылады.
Осылайша, нәтижелерді қорытындылай келе, лупининді Anabasis salsa  (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens бөліп алу және тазарту үшін тиімді, үнемді және экологиялық қауіпсіз технологияны әзірлеу, кейіннен лупинин туындыларын синтездеу және оның негізінде отандық жоғары тиімді фитопрепарат жасау тұрғысынан жұмыс жүргізуді перспективалы деп санаймыз.





















2 ЗЕРТТЕУДІҢ МАТЕРИАЛДАРЫ ЖӘНЕ ӘДІСТЕРІ

Диссертациялық жұмыс төменде келтірілген базаларда орындалды: 
- Қарағанды медицина университетінің Фармация мектебі, Қазақстан Республикасы;
- Өсімдік түрін академик Е.А. Бөкетов атындағы Қарағанды ұлттық зерттеу университетінің ботаниктерімен аңықталған. Бұл өсімдіктің гербарий үлгілері университеттің биология-география факультетінің (QAR) гербарий коллекциясында сақталған; 
- Қарағанды медицина университетінің микробиология кафедрасы;
- «Люблин медицина университеті» микробиология және фармакология кафедрасы, Люблин қаласы, Польша.
Диссертациялық жұмыстың экспериментальдық бөлімдерін орындау барысында ҚР МФ және ҚР аумағында қолданылатын дәрілік заттар сапасын реттейтін мемлекеттік стандарттар мен нормативті құжаттар қолданылды.

2.1 Зерттеу материалдары

Зерттеу нысаны 2023 жылы Орталық Қазақстанда, Ақжал ауылының маңында (Қазақстан Республикасы, Қарағанды облысы, Шет ауданы) өсімдіктердің жаппай гүлдену кезеңінде жиналған Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens ауада кептірілген жер үсті бөлігі (5-сурет). Жинау кезеңі:  тамыз-қыркүйек 2023 ж., GPS-координаттарыының орны: 47°72′040″ с.е. 74°06′698″ ш.б. Зерттеу өсімдігінің түр сәйкестігін академик Е.А. Бөкетов атындағы Қарағанды ұлттық зерттеу университеті, ботаника кафедрасының қызметкерлері растады және осы түрдің үлгілері осы оқу орнындағы биология-география факультетінің гербарий қорында сақтаулы. 
Талданатын шикізат - өскінділері өсетін бұтақтары бар (5-25 см дейін), гүл шоқтары және тамырлардың қоспасы (4-сурет). Шикізат 25-30°C температурада, тікелей күн сәулесінің әсерінен аулақ болып, 7 күн бойы кептірілді.
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Сурет 4 - Сортаң бұйырғын (Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens), гүлдену кезеңі. Автордың суреті
Шикізат үлгілерін бейнелеу кезінде Levenhuk DTX 30 сандық микроскопы, NSZ608T сканерлеуші макроскопы және Sony Exmor CMOS Sensor камерасы қолданылды. Түсірілген суреттер кейіннен Paint 10.1 бағдарламасында өңдеуден өткізілді.
Еріткіштер: 
Эксперименттік зерттеулерде химиялық реагенттер мен еріткіштер келесі түрлері қолданылды: «талдауға арнайы таза», «химиялық таза». 
Су, тазарлтылған H2O. M.м. 18,02 г/моль. 1095500. [7732-18-5]. (ҚР МФ, т.1. 419 б.).
Этанол  96 %. С2Н5ОН. M.м. 46.03 г/моль. 1034800. [64-17-5]. (ҚР МФ, т. 1. 446 б.).
Этилацетат. С4Н8О2. M.м. 88.1 г/моль. 1035300. [141-78-6]. (ҚР МФ, т. 1. 447 б.).
Хроматографияға арналған ацетонитрил. C2H3N. M.м. 41.05 г/моль. 1000700. [75-05-8]. (ҚР МФ, т.1., 336 б.). 
Метансульфонил хлориді. CH3SO2Cl, M.м. 114,56 г/моль.
Гексан. C 6H14. (Mr 86.2). 1042600. [110-54-3]. (ҚР МФ, т.1, 348 б.).
Хлороформ. CHCl3. M.м. 119.4 г/моль. 1018600. [67-66-3]. (ҚР МФ, т.1. 440 б.).
Ацетонитрил. C2H3N. 1000700. [75-05-8]. (ҚР МФ, т.1, 336 б.).
Этилацетат. C4H8O2. (Mr 88.1). 1035300. [141-78-6]. (ҚР МФ, т.1, 448 б.).
(-)-Лупинин - ақ кристалды зат, формуласы С10Н19NО, тазалығы 97 % жоғары. M.м. 169.268 г/моль. Т.балқу. 68-690С. [α]D - 19 (с 0.41, EtOH) (әдеб.көздерінен: т. балқу. 68-69°С (EtOH), [α]D - 23.5° [4, 39].
Реактивтер: 
Натрий азиді. NaN3, M.м. 1.846 г/моль.
Метилен көгі (ҚР МФ, т.1., 388 б.); 10% тимол ерітіндісі (ҚР МФ, т.1, 427 б.); Люголь реактиві (ҚР МФ, 1 т. 370); конц. H2SO4 (ҚР МФ, т.1., 375 б.); K2Cr2O7 10% спирт ерітіндісі (ҚР МФ, т.1., 366 б.); FeCl3 1% спирт ерітіндісі (ҚР МФ, т.1, 423 б.); Драгендорф реактиві (ҚР МФ. 1 т., 337 б.); глицерин, C3H8O3, (ҚР МФ,1.т., 348 б.).
Салыстыру препараттары:
Нистатин, C47H75NO17 (ҚР МФ, т.3, 513 б.) [67], нистатин бар индикаторлық дискілер (in vitro диагностикалық қолдану үшін). 
Натрийі бензилпенициллин. C16H17N2Na04S. M.м. 356.4 г/моль.  (ҚР МФ, т.2, 337 б.); бензилпенициллин бар индикаторлық дискілер.
Натрийі цефтриаксоны. C18H18N8Na2O7S3. M.м. 662 г/моль. (ҚР МФ, т.2, 384 б.). 
Тест нысаналары: Американдық типті дақылдар жинағының (ATCC) микроорганизмдерінің эталонды штамдары: Грам-оң бактериялар: Staphylococcus aureus АТСС 6538, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC BA 1707, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Micrococcus luteus ATCC 10240, Baccillus cereus ATCC 10826, Bacillus subtilis АТСС 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212. Грам-теріс бактериялар: Escheriсhia coli АТСС 25922, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Proteus mirabilis ATCC 12453, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. Саңырауқұлақтар: Сandida albicans АТСС 10231, Candida glabrata ATCC 90030, Candida parapsilosis ATCC 22019.
Қоректік орталар: Мюллер-Хинтон агары (Himedia, Үндістан), Мюллер-Хинтон сорпасы (Himedia, Үндістан), Сабуро агары (Himedia, Үндістан), Сабуро сорпасы (Himedia, Үндістан).
Нәтижелерді статистикалық өңдеу ҚР Мемлекеттік фармакопеясының талаптарына сәйкес жүргізілді. Есептеу үшін Excel, Statistica 12.0 электрондық бағдарламалары қолданылды.
Тәжірибелік жануарлар. Зерттелетін субстанцияның жедел уыттылығын анықтау кезінде салмағы 18,0-30,0 грамм болатын екі жыныстағы тексіз ақ тышқандар қолданылды.

2.2 Зерттеу әдістері

Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізат қорын және олардың әлеуетті өндіру көлемдерін анықтау үшін тоғайдың ауданы және оның өнімділігі (шикізат тығыздығы) анықталды. Тоғайдың ауданы оның контурын геометриялық фигураға (тіктөртбұрыш, шаршы, трапеция, шеңбер) теңестіру арқылы анықталды және осы фигураның ауданын есептеу үшін қажетті параметрлер (ұзындығы, ені, диаметрі) өлшенді. Өсімдіктер аумақ бойынша біркелкі емес таралып, өсімдік қауымдастығында жеке учаскелер пайда болған кезде, алдымен осы Anabasis түрлері табылған бүкіл учаскенің ауданы анықталды, содан кейін зерттелген түрдің Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens осы алқаптың қанша пайызын алып жатқаны анықталды.
Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens алқабының ауданы палетканы пайдаланып анықталды. Палеткадағы әрбір ұяшық 1 см² болды, бұл 1:10 000 жоспар масштабында учаскедегі 1 гектар аумаққа сәйкес келді.
Дәрілік өсімдіктің морфологиялық топтары ҚР МФ, т. 1 «Тамыр, сабақ, тамырсабақ», «Тұқымдар» [68, 569 б.].
Шикізаттың макроскопиялық талдауы. ҚР МФ, 1 т., 2.8.3  тарауына және Еуразиялық экономикалық одақтың Федералдық заңы, 2.1.8 сәйкес. Өсімдік үлгілері тамыр жүйесінің, сабақтарының, гүлдерінің және жемістерінің пішіні мен құрылымы бойынша талданды, 5x және 10x есе үлкейтумен зерттелді. Зерттелген нысандардың өлшемдері 3,1 Мпикс цифрлық камерасы бар (16x4 және 16x10 үлкейтумен) Altami цифрлық микроскопында сызғыштар мен бағдарламалық жасақтаманы пайдаланып анықталды. Микрофотосуреттерге Levenguk USB микроскопы қолданылды. Нысандардың түсі күндізгі жарықта көзбен бағаланды; иісі шикізаттың бөліктерін бөлу арқылы бағаланды; ал дәмі ұсақталған шикізаттың сулы сығындысын дәм тату арқылы бағаланды [68, 559 б.].
Шикізатты микроскопиялық талдау. ҚР МФ, 1 т., 561 б. және ЕАЭО Федералдық заңының 2.1-бөлімі, 8.17-бөлім сәйкес. Ауада кептірілген шикізат 70% спирт, глицерин және тазартылған су қоспасында (1:1:1) қатынасында (Штраус-Флеминг ерітіндісі) малып жібітілді. Ылғалданғаннан кейін қатты бөліктерді (тамыр мен тамырсабақты) пробиркаға салып, калий гидроксидінің 5% сулы ерітіндісін қосып, 5 минут қайнатады. Беттік препараттар мен кесінділер ұстара пышақтарының көмегімен қолмен дайындалды. Препараттар глицеринді қолдану арқылы нақтыланды. Жұмыс 10×, 20× окулярлары, 4×, 10×, 20×, 40× линзалары бар Biomed-4 микроскопында жүргізілді. Анатомиялық құрылымды сипаттау кезінде К. Эсау, Н.А. Анели, Л.И. нұсқауларында ұсынылған терминология қолданылды. Шикізаттың гистохимиялық талдауы ЖФМ.1.5.3.0003.15 «Өсімдік шикізаты мен шөптік дәрілік заттарды микроскопиялық және микрохимиялық зерттеу әдісі» [69, 70] нұсқауларына сәйкес жүргізілді. Жеке мүшелердің морфологиясын сипаттау кезінде ҚР МФ т.1, 2.8 әдіс бойынша анықталды. 
Сандық көрсеткіштерін анықтау
Өсімдік шикізатының ұсақтау дәрежесін анықтау (ҚР МФ, т. 1) «Дәрілік өсімдік шикізаттың ұсақтау дәрежесін анықтау» монографиясына сәйкес жүргізілді. Әр шикізаттың түрі үшін құрамындағы рұқсат етілген нормасы жеке бапқа сәйкес болуы тиіс [68, 560 б]. Тұтас шикізат үшін, көрсетілген тесік өлшемі бар електен өтетін бөлшектердің саны, егер фармакопеялық мақалада немесе нормативтік құжаттамада басқаша көрсетілмесе, 5%-дан аспауы керек.
Бөгде қоспалар (ҚР МФ, т. 1, 2.8.2) [68, 223 б.] 
Жалпы күл (ҚР МФ, т. 1, 2.4.16) [68, 127 б.]. 
10% Хлорсутек қышқылында ерімейтін күл (ҚР МФ, т. 1, 2.8.1) [68, 223 б.]. Сульфат күлін анықтау (ҚР МФ, т.1, 2.4.14) [68 126 б.].
Кептіргендегі масса шығыны (ҚР МФ, т. 1, 2.2.32) [68, 91 б.]. 
Микробиологиялық тазалық (ҚР МФ, т. 1, 5.1.4, 2.6.12, 2.6.13) [68, 479 б., 172  б., 177 б.]. 
Өсімдік шикізаты құрамындағы ауыр металлдарды анықтау. Сынақты атомды-абсорбциялы спектрометрияның фармакопеялық әдісін қолдану арқылы жүргізілді (ҚР МФ, т.1 2.2.23, 2.4.8) [68, 62 б., 564 б., 121 б.]. 
Өсімдік шикізатының минералды құрамын анықтау (ҚР МФ I, т. 1, 2.2.23) "ҚазҰУ физика-химиялық зерттеулер және физика-химиялық әдістерді сараптау орталығы" зертханасында атомдық-абсорбциялық спектроскопиялық әдіс бойынша "Карл Цейс" фирмасының "ASSIN" қондырғысымен анықталды [71, 72]. 
ДӨШ аминқышқылдарының құрамын зерттеу (ҚР МФ 1 т., 2.2.28) газ хроматографиясы әдісімен жүргізілді. «Карло-Эрба-4200» (Италия-АҚШ) газ-сұйық хроматографында жүргізілді [68, 74 б.].
Шикізат құрамындағы радионуклидтерді анықтау Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрінің 2022 жылғы 2 тамыздағы № ҚР ДСМ-71 бұйрығымен регламенттеледі (ҚР МФ, т. 1.) [68, 564 б.]. Дәрілік өсімдіктердегі радионуклидтердің мөлшері Cs-137 үшін 400 Бк/кг немесе одан аз, ал Sr-90 үшін 200 Бк/кг немесе одан аз. Радионуклидті анықтау «ЭкоЭксперт» сынақ орталығында (Қарағанды, Қазақстан) бета-спектрде күлдендірмей радиохимиялық әдіспен жүргізілді.
Экстрактивті заттар шығымын анықтау (ҚР МФ, 1 т, 564 б.). Әдіс (гравиметриялық) еріткіш ретінде әртүрлі концентрациядағы су мен этил спирті (70%, 90%) қолданылып жүргізілді. Абсолютті құрғақ шикізатқа есептегенде экстрагентті заттардың мөлшері есептелінді. Экстракт сипаттамасы ҚР МФ1, т. l, 554 б. «Экстракттар» мақаласына сәйкес жүргізілді.
Микробиологиялық тазалығын анықтау ҚР МФ, 1 т., 5.1.4, 2.6.12 және 2.6.13, ЕАЭО Ф 2.3.1.4. талаптарына сәйкес жүргізілді. Аэробты микроорганизмдердің жалпы саны: 105; жалпы саңырауқұлақтар 102 артық емес, Escherichia coli болмауы керек.
Жұқа қабатты хроматография (ЖҚХ) (ҚР МФ, т.1, 2.2.27, 71 б.).  
ЖҚХ үшін аналитикалық Sorbfil (ТУ26-11-17-89) ПТСХ-П-В-УФ UV-254 маркалы ЖҚХ пластинасы. Sorbfil пластиналар арнайы байланыстырушы компонентпен бекітілген қалыңдығы 80-100 мкм фракцияланған кеуекті силикагель жұмыс қабаты бар полимерде (полиэтилентерефталат) немесе алюминий субстратында шығарылады. Өлшемі 10*10 см (Сорбент: СТХ – 1ВЭ, люминофор: 254 нм, байланыстырушы: силиказоль, IMID Краснодар, Ресей).  
Еріткіш жүйелер ретінде: Гексан - хлороформ (1:1), (6:4) (9:1; хлороформ - этилацетат (1:1); гексан - этилацетат (6:4); этилацетат - хлороформ (6:3); Хлороформ - этанол (8:2) (9:1) қатынастары пайдаланылды.  Дақтарды болжау 254 нм және 365 нм (толқын ұзындығы қысқа және ұзын диапазондағы) УК сәулемен және Драгендорф, Вагнер реагент шашырату арқылы іске асырылды.  
Бағаналы хроматография (БХ) (ҚР МФ I, т.1, 2.2.27). 
Жылжымайтын фазада келесі сорбенттер қолданылды: 
Силикагель (ҚР МФ. т.1, 415 б.), (Acros 24037 маркалы (өлшемдері 0.035-0.240 мм, диаметрі - 6 нм), (Acros Organics, Бельгия). 
Алюминий оксиді  AI2О3 (ҚР МФ. т.1, 328 б.). (АОК-63-21 маркалы (фракция 0,1-0,16 мм) бөлшек құрамы, өлшемдері 0,100-0,160 мм бөлшектердің массалық үлесі, (тазартудың ІІ дәрежесі), Ресей.
Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактын  фитохимиялық зерттеуі масс-спектроскопиямен біріктірілген ЖТСХ-ESI-QTOF-MS/MS әдісімен анықталды (Люблин, Польша)
5,0 г кептірілген және ұсақталған шикізат (сабағы, гүлшоғыры, тамыры) бөлме температурасында 24 сағаттан үш рет 20 мл еріткіште (су, 50% этанол, 70% этанол, 90% этанол және хлороформ) перколяция және мацерация әдісімен экстракцияланды. Экстракттар центрифугаланды, үстіңгі қабат жиналды және Eppendorf Concentrator Plus көмегімен 45°C температурада вакуумда концентрленді. Алынған экстракттар 4°C температурада салқындатылып, талдау үшін пайдаланылды.
Хроматографиялық талдау (G1329B) автосамплермен, (G1322A) дегазатормен, DAD (G1315D)  детекторымен және екілік сорғымен (G1312C) жабдықталған 6500 сериялы LC-ESI Q-TOF-MS жүйесін (Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, АҚШ) құрылғымен пайдалану арқылы жүргізілді. Белсенді компоненттерді анықтау Agilent Technologies компаниясының Q-TOF масс-спектрометрін пайдалану арқылы жүргізілді. 
Ұзындығы 150 мм, ені 2,1 мм Zorbax RP 18 бағанасы (Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, АҚШ), бөлшектерінің өлшемі dp = 3,5 мкм болатын кеуекті сорбентпен 0,2 мл/мин ағын жылдамдығында және 25°C температурада жүргізіледі. Инъекция көлемі: 20 мкл. Жылжымалы фаза: ацетонитрилдегі 0,1% құмырсқа қышқылы (еріткіш А) және 0,1% құмырсқа қышқылы (еріткіш В). Градиентті элюция, элюент ағынының режимі: 0 мин 98% ерітінді А; 5 мин 90% ерітінді А; 20 мин 60% ерітінді А; 35 мин 5% ерітінді А; және 36 мин 98% ерітінді А. Талдау уақыты: 45 мин; тасымалдаушы газ температурасы: 350°C; қоршаған газ температурасы: 400°C.
Фрагментациялық, капиллярлық, форсункалық және скиммерлік кернеулер сәйкесінше 150 В, 3,5 кВ, 1000 В және 65 В болды. DAD детекторы абсорбцияны 190-нан 600 нм-ге дейін үздіксіз тіркеді, содан кейін хроматограммалар 254, 280, 320 және 365 нм толқындарда талданды. Масс-спектрометр екі ионизация режимінде (позитивті және негативті) теріс және оң иондану режимдерінде бір мезгілде алынды.
Барлық талдаулар калибрленген құралда орындалды, бұл ретте калибрлеу қоспасы үлгімен бірге инъекцияланды. Әр молекулалық белгі үшін MS/MS спектрлері екі рет жинақталды, содан кейін тиісті m/z мәні 0,3 минутқа шығарып тасталды. Деректер Mass Hunter Workstation бағдарламалық қамтамасыздандыруында өңделді (B.10.00 нұсқасы, Agilent Technologies, СантаКлара, Калифорния, АҚШ). Позитивті иондардың массалық хроматограммалары метаболиттермен толығырақ болды және одан әрі Mass Hunter Profinder 10.0 және Mass Profiler Professional (v.15.1, Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, АҚШ) бағдарламалары арқылы талданды, бұл сығындыларды ерекшелендіретін молекулалық белгілерді анықтауға мүмкіндік берді. Бұл мақсатта молекулалық белгілердің экстракциясы CEF форматына 10 ppm масса қателігімен және жалпы сығындыдағы 1 %-дан жоғары изобилиуммен орындалды. Деректерді талдау үшін PCA (Principal Component Analysis) талдауы Mass Profiler Professional бағдарламасында жүргізілді, бұл жерде 376 молекулалық белгі бір өлшемді ANOVA талдауында қолданылды, асимптотикалық p-мәні есептелді және көптілді тестілеу үшін Бенжамини Хохберг түзетуі қолданылды (p <0,05). Оны келесі формула бойынша есептеуге болады: (заттың массасы / ерітіндінің массасы) × 1 000 000
Метаболиттерді идентификациялау дәл өлшенген масса, MS/MS фрагментациясы және ғылыми әдебиет пен ашық дерекқорлардан (мысалы, Metlin MS метаболиттер коллекциясы) алынған деректер негізінде жүзеге асырылды.
Орталықтан тепкіш үлестіру хроматографиясы
Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens этанолды экстрактын бөлу Spot CPC, Armen Glider CPC VS.Da.05, Saint-Ave (Франция) құрылғысында жүргізілді, келесі режимде: ротор 250 мл, еріткіш жүйесі: метилтрет-бутил эфиріні:ацетонитрил:бутанол:су (2:2:1:5), жоғарғы (стационарлық) фазаның 50 мл-індегі 0,6 г үлгі және жылжымалы фазаның 50 мл-ін хроматографқа 100 мл үлгі енгізілді. УК-детектірі 254, 280, 320 және 365 нм жиілікте болды. Ротордың жылдамдығы 1200 айн/мин. Қос бөлу әдісі: элюация және экструзия қолданылды.
Сапалық талдау
Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens экстракттарындағы әртүрлі қосылыстардың сапалық талдауы арнайы әдістерді қолдану арқылы жүргізілді.
Антрахинондар сабақтарының фильтраттарын сұйылтылған күкірт қышқылымен және сұйылтылған аммиакпен өңдеу арқылы анықталып, қызғылт-раушан түсі оң реакцияны көрсетеді. Қорғасын ацетаты ерітіндісін қосқанда пайда болған сары тұнбалар полифенолдардың бар екенін көрсетті, ал темір хлориді қосылғаннан кейін көк-қара немесе қоңыр-жасыл реңктің пайда болуы таниндердің бар екенін растады. Флавоноидтар сұйылтылған аммиак пен концентрлі күкірт қышқылын қосқаннан кейін байқалған сары реңкпен анықталды. Фильтрат, хлороформ және концентрлі күкірт қышқылын біріктіру арқылы пайда болған бетаралық қабаттағы қызғылт-қоңыр реңк байқалмай терпеноидтардың жоқ екенін көрсетті. Фильтраттарды мұздық сірке қышқылымен, темір хлориді ерітіндісімен және концентрлі күкірт қышқылымен араластырған кезде қоңыр сақинаның пайда болмауы арқылы жүрек гликозидтері анықталмады. Антоцианиндердің болуы сулы фильтраттарға HCl және аммиак қосқанда көк-күлгін түске айналған қызғылт-қызғылт реңкпен көрсетілген. Флавонолдар, флавондар, флобатанниндер, кумариндер, халкондар, хинондар, сапониндер және алкалоидтар да арнайы реагенттер көмегімен және түс өзгерістерін немесе тұнба түзілуін бақылау арқылы сапалы түрде талданды [73-79]. 
Сандық анықтау 
Алкалоидтарды сандық анықтау. 25,0 г ұсақталған шикізатты (нақты салмақ) сыйымдылығы 250 мл колбаға салынып, 205 мл қайнап тұрған су құйып ыдысты тығынмен жауып 30 мин қойып қойылды. Экстракт фильтр қағазы арқылы фильтрлейді. Алынған фильтраттан 25,0 мл аликвота алынады. Аликвотаға 10 мл натрий гидроксидін 1:1 қатынасында қосылады (натрий гидроксидін дайындау әдісі: 30 г NaOH+cy 100 мл көлемге дейін құйылады). Осы ерітіндіге 200 мг дихлорэтан ерітіндісі құйылады, абайлап араластырады және 8-10 мин қалдырылды, содан кейін бөлгіш воронкаға құйылып бөлінеді. Төменгі қабатта дихлорэтан ерітіндісінен 100 мл алынып, осы алынған фильтратқа 100 мл лакмоид (лакмоид 0,5 г затқа 100 мл ге дейін су қосылады) ерітіндісі қосылады. Алынған дайын ерітіндіні титрлейді. Арнайы пипеткамен және 0,1М НСl ерітіндісімен титірлейді. Титірлеуді сулы қабаты шайқай отыра қызғылт түске боялғанша титірленеді [4, с.121]. Қышқылдық титрі 0,000325 болғанда, титрлеу ерітіндісінің 1 мл жалпы алкалоидтардың 0,1%-ына сәйкес келеді (анабазиннің эквиваленттік салмағы ретінде есептеледі). Анабазинге және мүлдем құрғақ шикізатқа қайта есептегенде алкалоидтар сомасының мөлшері (𝑋) пайызбен келесі формула бойынша есептелді (1):
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мұндағы, 0.6 мл титірлеуге кеткен 0,1М НСl ерітіндісі; 25.0 г шикізат, 25.0 анализдеу аликвотасы. 
Өсімдік шикізатынан лупининді сандық анықтау. Сандық анықтау жоғары тиімді сұйық хроматография арқылы (ЖТСХ) әдісімен жүзеге асырылады (ҚР МФ т.1, 2.2.29). Шамамен 1,0 г (дәл өлшенген) ұнтақталған Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатты және 30,0 мл 96% этанол 50,0 мл дөңгелек түбі бар колбаға салынып, су моншасында 30 минут бойы кері салқындатқыш пен қыздырылады, кейін салқындатылады және сүзіледі. Экстракция екі рет жүргізіледі, экстракция қайталанып шикізатқа  тағы 30,0 мл 96% этанол қосылады. Біріктірілген этанолды экстракттары вакуумда кепкенше буландырылады. Қалдық жылжымалы фазада ерітіледі, содан кейін сандық түрде 25,0 мл көлемдік колбаға ауыстырылады, ерітіндінің көлемі жылжымалы фазамен бірге белгіге жеткізіледі және араластырылады.
Алынған ерітіндінің 5,0 мл 25,0 мл өлшеуіш колбаға салынады, жылжымалы фазалық ерітіндінің көлемі белгіге дейін жеткізіледі, араластырылады және тесігі 0,45 мкм болатын мембраналық сүзгі арқылы сүзіледі (сынақ ерітіндісі).
Келесі шарттар орындалғанда, 20 мкл сынақ ерітіндісі мен салыстыру ерітіндісі кезекпен сұйық хроматографта УК детекторы және масс-спектрометрімен біріктірілген ЖТСХ әрбір ерітінді үшін кемінде қайталанып 5 хроматограмма алынады:
- Zorbax Eclipse Plus C18 (1,8 мкм) сорбентімен толтырылған 2,1 x 100 мм баған, бөлшектерінің өлшемі 1,8 мкм;
- жылжымалы фаза: ацетонитрил, 0,1 М сулы аммиак ерітіндісі 1:1 (көлем/көлем), изокритикалық режимде: судағы 2,5% құмырсқа қышқылы және ацетонитрилдегі 2,5% құмырсқа қышқылы 28:72 қатынасында (құмырсқа қышқылы лупинин иондарының шың пішінін жақсартуға және олардың иондануын басуға көмектеседі);
- 210 нм толқын ұзындығында анықтау;
- жылжымалы фаза ағынының жылдамдығы: 1,0 мл/мин;
- енгізілген үлгі көлемі: 25 мкл.
- баған температурасы: бөлме температурасы.
Лупининнің (X) пайыздық мөлшері келесі формула (2) бойынша есептеледі:

                        S1 • m0 • 25 • 25• 100•100        S1 • m0 • 5• 100•100   
               X = ---------------------------------   =  ----------------------------                                             (2)
                          S0 • m1 • 25 •5 • (100-W)             S0 • m1 • (100-W)

мұндағы S1 - сынақ ерітіндісінің хроматограммаларынан есептелген лупининнің шың аудандарының орташа мәні;
S1 - сынақ ерітіндісінің хроматограммаларынан есептелген лупининнің шың аудандарының орташа мәні;
m0 - лупинин СҮ массасы, г;
m1 - шикізат үлгісінің массасы, г.
W - шикізаттың ылғалдылығы, %.
Деректерді есептеу Microsoft Excel 2010 көмегімен жүргізілді.
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының құрамындағы лупининді сандық анықтау (ҚР МФ, т. 1, 2.2.29). Қою экстрактындағы лупининді анықтау үшін ультракүлгін детектормен (УК) және нақты уақыттағы тандемдік Agilent 6130 масс-спектрометриямен (ESI-MS/MS) біріктірілген ЖТСХ хpoмaтoгpaфында изокритикалық режимінде жүpгізілді. Стационарлық фаза ретінде Zorbax Eclipse Plus C18 (1.8 μм) сорбентімен толтырылған 2.1x100 мм аналитикалық баған пайдаланылды. Әдіс: 25 мг экстракт 10 мл ацетонитрил-су қоспасында (1:1 қатынасы) ерітілді, дайындалған үлгі ЖТСХ хроматографына енгізілді және келесі шарттардың әрқайсысы үшін кемінде 5 хроматограмма жазылды:
Zorbax Eclipse Plus C18 (1,8 мкм) сорбентімен толтырылған 2,1×100 мм аналитикалық баған стационарлық фаза ретінде пайдаланылды: жылжымалы фаза: ацетонитрил-су 1:1 (көлем/көлем), изокритикалық режимде: судағы 2,5% құмырсқа қышқылы және ацетонитрилдегі 2,5% құмырсқа қышқылы 28:72 қатынасында (құмырсқа қышқылы лупинан иондарының шың пішінін жақсартуға және олардың иондануын басуға көмектеседі).
- элюент ағынының жылдамдығы 1,0 мл/мин;
- енгізілген үлгі көлемі 25 мкл;
УК-детектірлеу 210 нм толқын ұзындығында жүргізілді.
Anabasis salsa (C.A.Mey) Benth. ex Volkens қою экстрактының құрамындағы лупининнің (X) сандық мөлшері келесі формуланы (3) пайдаланып есептелді:
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мұндағы, S1 - сынақ ерітіндісінің хроматограммаларынан есептелген лупининнің шың аудандарының орташа мәні;
S0 - салыстырмалы ерітіндінің хроматограммаларынан есептелеген лупининнің шың аудандарының орташа мәні;
m0 - лупинин СҮ массасы, г;
m1 - қою экстрактының массасы, г.
Деректерді есептеу Microsoft Excel 2010 көмегімен жүргізілді.

Лупинин субстанцияларының физика-химиялық зерттеу әдістері
Лупинин субстанцияларының Lup-43, Lup-41  сапа көрсеткіштерін сынау ҚР МФ, Еуропалық фармакопеяда және Еуразиялық экономикалық одақтың Фармакопеясында сипатталған әдістемелерге сәйкес жүргізілді.
Сипаттамасы. Ақшыл түсті кристалдық ұнтақ. ҚР МФ, т. 1, «Субстанция» жалпы фармакопеялық мақаласының талаптарына сәйкес келуі керек. Субстанция түсі, иісі, сыртқы түрі ҚР МФ сәйкес анықталды п. 2.3.4 [68, 118 б.].
Ерігіштігі. 1 г субстанциялық заттың ерігіштігі 10-30 мл тазартылған су мөлшерінде және 1-10 мл этил спиртінде еруі қажет. Ерігіштік полярлы және полярлы емес еріткіштерде анықталды. ҚР МФ, т. 1, 1.4 [68, 26 б.].
УК-спектрлер. «Helios-β» (Великобритания) спетрофотометрдің көмегімен ультракүлгін (УК) сәулеленуде өлшенді. Ультракүлгін спектрі субстанцияның 0,05 % этанолды ерітіндісі үшін анықталды, диапазоны 190-400 нм дейін, ҚР МФ, т.1, 2.2.25 [68, 67 б.].
ИҚ-спектрлер. «Termo Nicolet Avatаr-360» (АҚШ) ИҚ- спектрофотометрдің көмегімен 500 - 4000 см-1 дейінгі жиілік диапазонында ИҚ-спектроскопия әдісімен сәйкес жүргізілді. ҚР МФ, т. 1, 2.2.24 [68, 64 б.].
Балқу температурасы. Балқу температурасын анықтау «Boetius» (Германия) құрылғысында жүргізілді ҚР МФ, т.1, 2.2.15 [68, 56 б.].
Оптикалық айналу. Поляритометр Rudolph Research Auto Pol VI (алты толқындық, 1.0 мл -ден 0.05 мл ге дейінгі диапозонды қамтитын) көмегімен қоршаған орта температурасында өлшенді және тіркелді. ҚР МФ, 1 т., 2.2.7 сәйкес [68, 49 б.].
Потенциометриялық рН мәні анықтау. рН мәнін өлшеу ҚР МФ, 1 том, п. 2.2.3 сәйкес Basic pH электродты пайдалана отырып, потенциометриялық әдіс арқылы, зерттеу субстанцияның 1% сулы ерітіндісінде жүргізілді [68, 43 б.].
Кептіргендегі массаның жоғалуы. Кептіру кезінде массаның жоғалуын анықтау "ылғалдылықты анықтау" әдісімен ҚР МФ, 1 том, п. 2.2.32 сәйкес жүргізілді [68, 91 б.]. Алдын ала 0.001 г. есептелген және кептірілген бюкске 1.00 г субстанцияны салып, кептіргіш шкафта 40-500С кептіреді. Масса  жоғалуы 0.5 % көп болмауы керек. Кептіргендегі масса шығынын есептеуде келесідей формуланы қолданады (X,%):
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мұнда m0 – кептіргенге дейінгі масса;
m1 – кептіргеннен кейінгі масса.
Лупинин туындыларын сандық анықтау масс-детекторымен жабдықталған ЖТСХ әдісімен изокритикалық режимінде жүpгізілді (ҚР МФ, т. 1, 2.2.29, 79 б.).
Сынақ ерітіндісі. 1,0 мг Lup-43 немесе Lup-41 субстанциясын өлшемді колбаға өлшеп, ерітіп жылжымалы фазамен 25,0 мл көлемге дейін жеткізіп араластырады.
Салыстырмалы ерітінді. 1,0 мг СҮ Lup-43/Lup-41 өлшемді колбаға салып, ерітіп жылжымалы фазамен араластырып, 25,0 мл көлеміне жеткізіп араластырады.
20 мкл субстанцияны және 20 мкл CҮ ерітіндісін хроматографиялау, кем дегенде 5 хроматограмма алады.
Бөлме температурасындағы талдау шарттары:
- Zorbax Eclipse Plus C18 бағаны (2,1 x 100 мм), сорбент бөлшектерінің өлшемі 1,8 мкм;
- Жылжымалы фаза: ацетонитрил - су (1:1);
- УК-детектрлеу: 210 нм (Lup-43 үшін), 214 нм (Lup-41 үшін);
- Жылжымалы фаза ағынының жылдамдығы: 1,0 мл/мин.
Субстанциядағы Lup-43/Lup-41 (X) мөлшері пайызбен (5) келесі формула бойынша есептеледі:
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мұндағы: 𝑆𝑇 - сынақ ерітіндісінің (субстанцияның) хроматограммасындағы Lup-43/Lup-43 шың ауданы;
𝑆𝑅 - CҮ ерітіндісінің хроматограммасындағы Lup-43/Lup-41 шың ауданы;
m𝑅 - CҮ ерітіндісіндегі Lup-43/Lup-41 үлгісінің массасы, миллиграммен;
m𝑇 - сынақ субстанциясындағы Lup-43/Lup-41 субстанцияның массасы, миллиграмммен; 
Р - субстанциядағы Lup-43/Lup-41 в субстанциясының құрамы, %. 
ЯМР-спектрлер. Эксперименттер Bruker AV-400 спектрометрдің көмегімен 400 және 101 МГц (1H), Bruker Avance DRX-500 спектрометрмен 500 және 125 МГц (13C) жиіліктерінде алынды. Химиялық ауытқулар ppm (δ) келтірілген, баланс константтары (J) Герцте берілген. Көбейткіштер синглет (s), дублет (d), триплет (t), квартет (q), мультиплет (m) ретінде берілді. ЯМР спектралды талдауда хлороформ (CDCl3) және  метанол (CD3OD) дейтериленген еріткіштер қолданылды. 
Масс-спектроскопия. Лупинин туындыларының молекулалық салмағы мен элементтік құрамын анықтау үшін иондаушы кернеуі 70 эВ (буландырғыш температурасы 220-250 °С) DFS ThermoScientific жоғары ажыратымдылықтағы масс-спектрометрі қолданылды.
Экстракт пен синтезделіп алынған қосылыстардың биологиялық белсенділігін анықтау және токсикологиялық зерттеу әдістері
Anabasisi salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактының, лупинин және оның туындыларының микробқа қарсы белсенділігі «Қарағанды медицина университеті» биомедицина кафедрасының микробиологиялық зертханасында ұсынылған әдіске сәйкес және «Люблин медицина университеті» (Люблин қаласы, Польша) микробиология зертханасында ҚР МФ, 1 т., 2.6.12, 2.6.13 [68, 172 б., 80-85] әдістеріне сәйкес сынақтар жүргізілді.
Үлгілердің микробқа қарсы белсенділігі дискілі-диффузиялық әдіспен зерттелді. Зерттеу Staphylococcus aureus АТСС 6538, Bacillus subtilis АТСС 6633, сияқты грам-оң бактериялар, Escherichia coli АТСС 25922, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853 сияқты грам-теріс бактериялар және Candida albicans АТСС 10231 ашытқы саңырауқұлақ штамдарына қатысты жүргізілді. Салыстыру үшін бактерияларға қарсы бензилпенициллин дискілері, ал Candida albicans ашытқы саңырауқұлағына қарсы нистатин қолданылды. Зерттеу әдісі ЖФМ 1.2.4.0010.15 «Антибиотиктердің микробқа қарсы белсенділігін агар диффузиялық әдіспен анықтау» нұсқаулығына сәйкес жүргізілді [68, 172 б., 86].
Дақылдар рН мәні 7,3±0,2 болатын сұйық ортада 30-дан 35°C-қа дейінгі температурада 18-20 сағат бойы өсірілді. Дақылдар стерильді 0,9% изотоникалық натрий хлориді ерітіндісінде 1:1000 қатынасында сұйылтылды, оның 1 мл-і зерттелетін сынақ штамдарына сәйкес келетін таңдаулы қоректік ортасы бар ыдыстарға қосылды және «үздіксіз көгал» әдісімен себілді: сәйкесінше Чистович ортасы (сары-тұзды агар), қоректік агар, Эндо ортасы, Сабуро ортасы және №9 ГРM қоректік ортасы. Кептіруден кейін агар бетінде 6,0 мм шұңқырлар пайда болды, оларға сынақ үлгілерінің ерітінділері, бензилпенициллин бар дискілер және нистатин қосылды. Бақылау ретінде тең көлемде этанол қызмет етті.
Сұйылтылуы және мөлшері: Экстракттардың сынақ үлгілері 1 мкг дозада концентрацияланған ерітінділер түрінде болды [87]. Салыстырмалы препараттардың концентрациясы 1000 мкг болды. Сұйылтылуы сулы ерітіндіні қолдану арқылы жүргізілді. Сұйылтылуы 1:1000 қатынасында жүргізілді.
Үлгілердің микробқа қарсы белсенділігі сынақ штамдарының тежелген өсу аймақтарының диаметріне (мм) негізделіп бағаланды. Аймақ диаметрлерінің 10 мм-ден аз болуы және ыдыстағы үздіксіз өсу микробқа қарсы белсенділіктің жоқтығын көрсетеді деп есептелді; 10-15 мм әлсіз белсенділікті; 15-20 мм орташа белсенділікті; ал 20 мм-ден жоғары айқын белсенділікті көрсетті [88]. Әрбір үлгі үш рет паралелді түрде тексеріледі. Статистикалық өңдеу арифметикалық орташа мән мен стандартты қатені есептеу арқылы параметрлік статистика әдістерін қолдану арқылы жүзеге асырылды.
Үлгілерді микросұйылту әдісімен микробқа қарсы белсенділікті зерттеу
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактылары және лупинин алкалоидын антибактериалды және зеңге қарсы белсенділікке in vitro жағдайында Еуропалық микробқа қарсы сезімталдықты тексеру комитетінде (EUCAST) және Клиникалық және зертханалық стандарттар институтының (CLSI) нұсқауларында сипатталған сорпаның микросұйылту әдісін қолдана отырып Люблин медицина университетінің микробиология кафедрасында сыналды.
Сынақ экстрактыларының және лупининнің ең төменгі тежегіш концентрациясы (MIC) Американдық типтік культуралар жинағынан (ATCC) алынған анықтамалық микроорганизмдерге қатысты бағаланды, оның ішінде 5 грам-теріс бактерия штаммы (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC 12453 және Salmonella typhimurium ATCC 14028), 6 грам-оң бактерия штамдары (Bacillus cereus ATCC 10826, Enterococcus taecalis ATCC 29212, Micrococcus luteus ATCC 10240, Staphylococcus aureus ATCC 1707, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) және 3 саңырауқұлақ штаммы (Candida albicans ATCC 10231, Candida glabrata ATCC 90030 және Candida parapsilosis ATCC 22019.
Экстракттардың MIC микросұйылту арқылы Мюллер-Хинтон сорпасында (бактериялар үшін) және стерильді 96 ұңғылы полистирол микротитрлеуші пластиналарында дайындалған MOPS (Roswell Park Memorial Institute 1640 сорпасы, буферленген 3-(N-морфолино)пропансульфон қышқылымен (саңырауқұлақтар үшін) қосылған RPMI 1640 сорпасында екі есе сұйылтуды пайдаланып тексерілді. Стерильді 96 ұңғылы полистирол микротитрлеуші пластиналары (Nunc, Roskilde, Дания) сорпа ортасындағы сынақ экстракттарының тиісті сұйылтылуының 100 мкл-ін әрбір ұңғымаға сериялық екі есе сұйылтулар арқылы құю арқылы дайындалды, бұл сынақ экстракттарының соңғы концентрациясын 0,0195-тен 10 мг/мл-ге дейінгі диапазонда алу үшін жасалды. Инокулят Макфарланд бойынша 0,5 лайлылық стандартына сәйкес келетін стерильді 0,85% тұзды NaCl ерітіндісіндегі жаңа микробтық дақылдардан дайындалды және бактериялар үшін 5х105 КОЕ/мл және ашытқы үшін 5х104 КОЕ/мл соңғы тығыздық алу үшін ұңғымаларға қосылды (КОЕ-колония түзуші бірліктер).
Ең төменгі бактерицидтік концентрация (MBC) өсуді тежеуді көрсететін әрбір ұңғымадан 5 мкл субкультуралау, соңғы оң ұңғыма және ұсынылған агар тақталарындағы өсуді бақылау арқылы алынды. Пластиналар барлық микроорганизмдер үшін 35°C температурада 24 сағат бойы инкубацияланды. MBC микробтық өсуі жоқ экстракттардың ең төменгі концентрациясы ретінде анықталды. Сынақ үлгілерінің бактерицидтік немесе бактериостатикалық әсерін анықтау үшін MBC/MIC қатынастары есептелді. Тәжірибе үш рет қайталанды.
Лупинин туындыларының токсикологиялық зерттеу әдістері
Эксперимент Локалдық Этикалық Комиссия мүшелерінің мақұлдауымен (№9 хаттама отырысынан үзінді 19.06.2024) Қарағанды медицина университетінің фармакология кафедралары қызметкерлерімен бірлесе отырып, зертханаларындағы виварий жануарларын пайдалана отырып Қазақстан Республикасы заңнамасына сәйкес жүргізілді. Қосылыстардың жедел уыттылық әсерлерін зерттеу «Жаңа фармакологиялық заттардың клиникаға дейінгі зерттеулер» атты А.Н. Мироновтың және Р.У.  Хабриеваның [89, 90] нұсқаулығындағы әдістеме бойынша жүргізілді.
Лупинин және оның туындысының ацетилхолинэстеразаны (AChE)  тежеу белсенділігін анықтау
 Эллманның стандартты әдісін [91, 92] қолдана отырып, in vitro жағдайында зерттелді. Тәжірибе Қарағанды медициналық университетінің микробиология кафедрасының оқу микробиология зертханасында жүргізілді.
Препараттар мен реагенттер: Ацетилхолинэстераза (Sigma-Aldrich, США), концентрациясы 3,2 ЕД/л; галантамин (Tocris Bioscience, США), стандартты ингибитор ретінде; ацетилхолинэстераза ингибиторларын скринингтеу жинағы (Sigma-Aldrich, США); 5,5'-дитиобис-2-нитробензой қышқылы (DTNB) (Эллман реактиві) (Sigma-Aldrich, США); ацетилхолин хлориді (Sigma-Aldrich, США); калий-фосфатты буфер ерітіндісі (pH 7,4).
Ерітінді дайындау: Лупинин және оның 1,2,3-үшазол туындысы (Lup-43) (әрқайсысы 5 мг) 25 мл көлемдік колбадағы мұздық сірке қышқылы мен судың 1:15 қоспасында ерітілді. Ерітінді тазартылған сумен белгіге дейін жеткізілді. Концентрациясы 1 мг/мл болатын жұмыс ерітіндісін алу үшін негізгі ерітіндінің аликвотасы (5 мл) 100 мл көлемдік колбаға ауыстырылып, белгіге дейін тазартылған сумен толтырылды. Әрі қарай, жұмыс ерітіндісінің екі есе сұйылтылуы 0,5 мг/мл, 0,25 мг/мл, 0,125 мг/мл, 0,0625 мг/мл және 0,03125 мг/мл соңғы концентрацияларымен дайындалды. Бақылау ерітіндісі ретінде пайдалану үшін 0,5 мг/мл концентрациясы бар бақылау ерітіндісі (галантамин) дәл осылай дайындалды.
Зерттеу жұмысы: 1. Дайындалған ацетилхолинэстераза қоспасын (20 мкл) (3,2 U/л) микропланшетке құйылады.
2. Әрбір ұңғымаға 25 мкл сынақ алкалоидын (екі есе сұйылтулар) немесе галантаминді, сондай-ақ 25 мкл калий фосфаты буфер ерітіндісін (рН 7,4) қосып, көлемін 300 мкл-ге жеткізілді.
3. Қоспаны 37°C температурада 15-20 минут инкубациялайды.
4. 25 мкл ацетилхолин хлоридін (0,02 М) және 25 мкл 5,5'-дитиобис-2-нитробензой қышқылын (DTNB) (0,02 М) қосу арқылы реакцияны бастаңыз.
5. Қоспаның оптикалық тығыздығы 5 минуттан кейін 412 нм толқын ұзындығында PD-303 сандық спектрофотометрін пайдаланып жазылды.
Зерттеу нәтижелері:
Ацетилхолинэстеразаның тежеу белсенділігінің ингибирлеу пайызы келесі формула (6) бойынша есептелді:

AChE ( %) = (Абақылау-Асынақ / Абақылау)х100%                             (6)

мұндағы: Aбақылау - сынақ қосылысы бар ұяшықтағы оптикалық тығыздық; Aсынақ - бақылау ұяшығындағы оптикалық тығыздық (құрамында галантамин бар).
Келесі параметрлер есептелді:
IC50 - ацетилхолинэстераза белсенділігінің 50% тежелуін тудыратын концентрация. IC50 пробитталдауы арқылы есептелді. Барлық сынақтар үш рет орындалды (n=3).
Статистикалық талдау: Нәтижелер орташа мән ± орташа мәннің стандартты қателігі (M±SEM) ретінде көрсетіледі.
Лупинин туындысының Lup-41вирусқа қарсы белсенділігін зерттеу
Вирусқа қарсы белсенділікті анықтау үшін әртүрлі антигендік формулалары бар H3N2 және H1N1 тұмау вирусының штамдары пайдаланылды. Сынақ Lup-41 қосылысының вирусқа қарсы белсенділігі химиялық терапиялық индексті (ХTИ) анықтау үшін 0,0016%-дан 0,2%-ға дейінгі концентрацияларда зерттелді, бұл тауық эмбрионына 0,003-0,4 мг (0,06-8 мг/кг) дозаларына сәйкес келеді [93]. 
Нәтижелерді статистикалық өңдеу ҚР МФ талаптарына сәйкес жүргізілді. Салыстырылған үлгілердегі айырмашылықтардың статистикалық маңыздылығы Стьюденттің t-тестін қолдану арқылы бағаланды; айырмашылықтар p≤0,05 кезінде статистикалық тұрғыдан маңызды деп саналды. Дерекқорды жинақтау, аналитикалық өңдеу, есептеу операциялары және зерттеу нәтижелерін графикалық түрде көрсету Microsoft Excel 2010 электрондық кестелерін пайдаланатын компьютерде орындалды.





3 ANABASIS SALSA (C.A. MEY.) BENTH. EX VOLKENS ӨСІМДІК ШИКІЗАТЫН ФАРМАКОГНОСТИКАЛЫҚ ЗЕРТТЕУ ЖӘНЕ СТАНДАРТТАУ

3.1 Сортаң бұйырғын (Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) шикізат қорын анықтау

Сортаң бұйырғын (Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens Anabasis L. Chenopodiaceae Vent. тұқымдасына жататың полиморфты өсімдік. Бұл тұқымдас жер шарында, шөл және шөлейт аймақтарда кең таралған. Барлығы 100-ге жуық тұқымдас және 1400-ге жуық түрі бар. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens Орталық Азияда кең тараған, осы тұқымдастың кең таралған және перспективті түріне  жатады. Anabasis L.  тұқымдасы биологиялық белсенді екіншілік қосылыстардың бай көзі болып табылатыны белгілі, мысалы, дитерпендер, алкалоидтар, тритерпендер, сапониндер, фенол қышқылдары және флавоноидтар. Бұл әртүрлі фитохимиялық қосылыстар Anabasis L. түрлерінің фармакологиялық белсенділіктің кең спектріне ие екені көрсетеді [93]. Осы Anabasis L. тұқымдасының ішінде Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігі өзінің фармакологиялық белсенділігімен ғалымдармен қызықтырып жан жақты зертеуде. 
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens Батыс, Орталық және Шығыс Қазақстанды, Еуропалық және Оңтүстік-Шығыс Ресейді, Солтүстік Иранды қоса алғанда құрайды. Бұл өсімдік Қазақстанда Каспий мен Арал теңіздерінің аралығында, үстіртте, Маңғышлақ түбегінде, Бетпақдалада, Мырзашөлдің сазды шөлдерінде кездеседі [94]. Батыс Қазақстан аумағындағы Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens популяциясына [95, 96] авторлар геоботаникалық сипаттамалар берген. Ол сортаң және сұрқоңыр топырақты жерлерде, сондай - ақ тақыр жерлерде өседі, онда ол доминант рөлін атқарады. Оның жалпы проективтік жамылғысы 20-дан 50%-ға дейін. 
«Өсімдіктер мен жануарлардың сирек кездесетін және Құрып кету қаупі төнген түрлерінің тізбесін бекіту туралы» Қазақстан Республикасы Үкіметінің 2006 жылғы 31 қазандағы №1034 қаулысына сәйкес сортаң бұйырғын түрі сирекке жатпайды, сондай-ақ жойылып кету қаупі жоқ. Зерттеу әдістеріне: Ресурстық зерттеу, онық ішінде, шикізаттың таралуы, өсіп-көбею алаңы және өнімділікті тиімді бағалау және де Қазақстан аймағындағы пайдалану қорларын ескеріп, Anabasis salsa шикізатын жинаудың ықтимал көлемін анықтау ҚР Экология және табиғи ресурстар министрінің м.а. №103 бұйрығында көрсетілген 2023 жылғы 30 наурыздағы «Өсімдік ресурстарының қорларына ресурстық зерттеу жүргізу әдістемесін бекіту және оларды пайдалану лимиттерін айқындау туралы» сәйкес жүзеге асырылды.
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінің шикізат қорын және оның ықтималды жинау көлемін анықтау үшін өсу орны, ауданы және оның өнімділігі анықталды. Батыс, Оңтүстік және Орталық Қазақстанда сортаң бұйырғын шөбінің өндіріске жарамды қоры анықталды. Әдетте сазды, сортаң немесе тасты, сазды аймақтармен байланысты (5-сурет).
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Сурет  5 - Қазақстандағы Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің таралу аймағы

5-суретте көрсетілген деректерден көрініп тұрғандай, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens негізінен еліміздің келесі аймақтарында таралған: Атырау, Маңғыстау, Қызылорда, Жамбыл, Алматы, Ұлытау және Қарағанды облыстарында. Сонымен қатар, Ақтөбе, Павлодар, Батыс Қазақстан, Солтүстік Қазақстан облыстарында да кездеседі [97, 98].
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің ықтимал жинау көлемі шикізаттың пайдалану қорларын және толық қалпына келтіру кезеңінің ұзақтығын (1 жыл) ескере отырып есептелді. Өсімдіктің ауданы оның контурын геометриялық фигураға (квадратқа) теңестіру арқылы анықталды және сол фигураның ауданын есептеу үшін қажетті параметрлерді (ұзындығын, ені) өлшенді. Өнімділікті есепке алу есеп алаңдары әдісімен жүргізілді. Өсімдіктің жерүсті бөлігінің өнімділігі 80-395 кг/га құрады, жалпы пайдалануға жарамды қоры 3099,87 тонна, жылдық шикізат жинау көлемі - 1852,89 тоннаны құрады (3-кесте).

Кесте 3 - Қазақстандағы Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің өнімділігі мен шикізат қоры

	Өсу орны
	Ауданы, га
	Өнімділігі, кг/га
	Пайдалану қоры, т
	Шикізаттың көлемі, га жыл сайынғы жинау, т

	1
	2
	3
	4
	5

	Желтау таулары, Сары-Бұлақ маңы (Атырау облысы)
	126,0
	395 ± 32
	49,77
	24,89

	Солтүстік Ақтау жотасы (Маңғыстау облысы)
	1080,0
	210 ± 18
	2258,2
	1354,3

	Жамбыл қыстағы, Актаудан 63 км. Онтүстік Ақтауға жетпей  (Маңғыстау облысы)

	3240,0
	240 ± 31
	777,6
	466,6


3 - кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4
	5

	Таушық ауылының маңы (Маңғыстау облысы)
	11,1
	80 ± 12
	8,9
	4,5

	Балқаш облысы, Бектауата тауларының маңы
(Қарағанды облысы)
	25,4
	212 ± 25
	5,4
	2,6

	Барлығы
	4482,5
	
	3099,87
	1852,89



Осылайша, ресурстарға сүйене отырып, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбі Қазақстан аумағында таралған, көбінесе Маңғыстау, Ақтау және Қарағанды облыстарында кездеседі, кейбір жерлерде шикізат жинауға жарамды кең популяцияларды құрайды (Қосымша А).
Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбі жинау технологиясы 
Тиісті өсіру және жинау қағидалары GACP (good agricultural and collection practice) принциптерін және де «Өсімдік тектес бастапқы шикізатты өсірудің, жинаудың, өңдеудің және сақтаудың тиісті практикасы қағидаларын бекіту туралы» Еуразиялық экономикалық комиссия Кеңесінің 2018 жылғы 26 қаңтардағы № 15 шешімін басшылыққа ала отырып, Орталық Қазақстанда, Ақжал ауылының маңында (Қазақстан Республикасы, Қарағанды облысы, Шет ауданы) (47°72′040″ с.е. 74°06′698″ ш.б.) жүргізілді. 
Дәрілік өсімдікті дайындау өсімдіктің вегетация кезеңі аяқталғаннан кейін, құрғақ ауа райында, таңғы уақытта жерүсті бөлігін теру арқылы тамыз-қыркүйек айларында жүргізілді. Зерттеу өсімдігінің түр сәйкестігін академик Е.А. Бөкетов атындағы Қарағанды ұлттық зерттеу университеті, ботаника кафедрасының қызметкерлері растады және осы түрдің үлгілері осы оқу орнындағы биология-география факультетінің гербарий қорында сақтаулы (6, 7-сурет) (Қосымша Б).
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	Сурет 6 -  Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің сыртқы түрі. Автордың суреті
	Сурет 7 -  Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің гербариі


Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатын дайындау және кептірудің технологиялық сызбасы 8-суретте келтірілген.

Өндіріс үрдісін бақылау 
Технологиялық сатылар
Шикізат және материалдар

- температура (+18°С жоғары емес); - 20 мин сайын аударып тұру; 
- шикіз-ң ылғалдылығы
Бүтін кептірілген шикізат, тығыз жабылатын ыдыс
1-саты
Шикізатты жинау
Anabasis salsa шөбінің
жер үсті бөлігі
Морфологиялық
 белгілері
2-саты 
Шикізатты кептіру Стеллаждар, рамалар

3-саты 
Орамдау 
Ыдыстарға орамдау
4-саты 
Таңбалау 
 
Салмағы, сәйкестігін бақылау, орау сапасы
Бүтін кептірілген шикізат, тығыз жабылатын ыдыс, жапсырма
Таңбалауды бақылау
5-саты 
Карантин, сақтау 
- салыстырмалы ылғалдылық (60±5%); 
- температура (+18°С жоғары емес); 
-микробиологиялық тазалық.
Дайын өнім
 

Anabasis salsa шөбінің
жер үсті бөлігі


Сурет 8 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шікізатын дайындау және кептірудің технологиялық сызбасы

Осылайша, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбін жинау технологиясы жасалды орау және таңбалау үшін қажетті стандарттар белгіленді. Шикізатты жинау 5 сатыдан тұрады. Дайын өнімді бақылау НҚ сәйкес жүзеге асырылды.

3.2 Орталық Қазақстан аймағында өсетін Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің морфологиялық және анатомиялық құрылысын зерттеу

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінің морфологиялық диагностикалық сипаттамалары:
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінің жер үсті және жер асты бөліктерінің морфологиялық сипаттамаларын зерттеуі, оның биіктігі 5-25 см болатын бұта тәрізді өсімдік екенін, түбінде ағаш тәрізді, жоғары тармақталған бұтақтары бар екенін, түбінде диаметрі 1-2 мм болатын көптеген ашық жасыл, сұр-ақшыл-жасыл немесе күрт ақшыл, цилиндрлік, ақшыл, жылтыр, біржылдық өскіндер беретінін, көбінесе 5-12 түйін аралықтарынан тұратынын, кейде созылған (40 мм-ге дейін), кейде қатты қысқарғанын (2-3 мм-ге дейін) анықталды. Беті ұсақ қабырғалы, кедір-бұдырлы, трихомалары жоқ және қоңыр-жасыл түсті (9 A, Б-сурет).
Жапырақтары дамымаған, бүршіктері кең, қабыршақ тәрізді, жұмыртқа тәрізді үшбұрышты және доғал. Гүлдері жеке орналасқан, қысқа, кең жұмыртқа тәрізді, шөпті, доғал және шөпті брактеолдармен қоршалған, тікенекті гүлшоғырларға жиналған (9B-сурет). Гүлшоғырлары қабықшалы, доғал және жеміс берген кезде өзгереді, бірақ қабықшалы болады; үшеуі дөңгелек-сопақша, екеуі сопақша-сопақша. Жемісі кең жұмыртқа тәрізді, шырынды, қызыл, қан-қызыл шырыны бар және әрқашан перианттан сәл үлкенірек.
Тамырлары қалыңдаған, беті терең әжімделген, кедір-бұдыр сұр қабығы бар, сынған кезде ақ-сары (9Г-сурет).
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	Г


а) шикізаттың жалпы бейнесі; б) өскіндер; в) гүл шоғырының бөліктері;
г) тамырлар

Сурет 9 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті және жер асты бөліктерінің морфологиялық құрылымы
Зерттеуде Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің морфологиялық және анатомиялық сипаттамалары талданды. Морфологиялық тұрғыдан бұл өсімдік жіңішке тамырлары мен сабақтары, қысқарған жапырақтары дамымаған бұта тәрізді өсімдік. Жемістері кеңінен жұмыртқа тәрізді. Гүлдері жалғыз, гүлшоғырларда жиналған.
Осылайша, шикізатты макроскопиялық деңгейде анықтау үшін келесі диагностикалық белгілер ұсынылады: өркеннің құрылымы, қалыңдығы, бетінің құрылымы және түсі; маска тәрізді гүлшоғырдағы гүлдердің орналасуы, сабақтың құрылымы, түсі; тамыр бетінің пішіні, қабығының құрылымы және сыну кезіндегі түсі [99].

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens вегетативті мүшелерінің (өркені, гүлшоғыры, тамыры) анатомиялық-диагностикалық ерекшеліктерін зерттеу
Микроскопиялық талдау 
Anabasis salsa (C A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігіне микроскопиялық талдау академик Е.А. Бөкетов атындағы Қарағанды ұлттық зерттеу университеті, биология-география факультетінің ботаника кафедрасында зерттелді және анықталды. 
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens сабағының (жас өркен) микроскоптағы анатомиялық құрылысы (×10 үлкейт.) 10-суретте көрсетілген. 
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1 - эпидерма - гиподерма; 2 - палисадты жасушалар (бағаналы); 3 - кранц жасушалар; 4 - флоэма; 5 - ксилема; 6 - су жинақтаушы ұлпа жасушалары; 7 - друзалар

Сурет 10 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens сабағының анатомиялық құрылысы

Сабағының (жас өркен) анатомиялық құрылысы күрделі болып келеді, себебі жапырақтары редукцияға ұшырағандықтан ассимиляциялық (фотосинтез) қызметті жас өркендері, жасыл сабақтары атқарады. Эпидерма - гиподерма - жабын ұлпасы, созылыңқы пішінді, тығыз орналасқан жасушалардан 2-3 қатар құрайды. Келесі палисадты жасушалар (бағаналы) орналасқан, бұлар өте тығыз орналасқан бағана тәріздес келетін жасушалар. Кранц жасушалар, бұл жасушалар әдетте С4 фотосинтезі бар өсімдіктерде болады, осы белгі негізгілердің бірі болып табылады. Друзалар - әдетте тұзды орталарда өсетін өсімдік терге тән болып келеді, бұның негізінде біз бұл өсімдік топырақ құрамындағы тұздарды өз бойына жинақтап алады десек болады. Су жинақтаушы ұлпа жасушалары - аридты, құрғақ өңірлер де өсетін өсімдіктерге тән. Өткізгіш шоқ әдеттегідей флоэма және ксилемадан тұрады (сурет 10).
Осылайша, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің морфологиялық және анатомиялық ерекшеліктеріне талдау жасалды. Біріншіден, морфологиялық тұрғыда бұл өсімдік жартылай бұта, тамыр жүйесі және сабақтары жақсы дамыған, жапырақтары редукцияға ұшыраған. Жемістері үш қанатты болып келеді. Екіншіден, анатомиялық ерекшеліктері оның жас өркендері фотосинтез процессінде негізгі қызмет атқаруын да, кранц жасушаларының болуы фотосинтездің С4 формасын да жүретінін көрсетеді және друзалардың өсімдік бойында көп болуы тұздарды жинақтаушы өсімдік болып табылатындығын анық түсіндіреді.

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігін гистохимиялық зерттеу 
Гистохимиялық зерттеу ҚР МФ т.1, «Дәрілік өсімдік шикізатын сынау әдістері», «Өсімдік шикізатын микроскопиялы және микрохимиялық зерттеу техникасы» талаптарына сәйкес өркеннің, гүлшенің және тамырдың көлденен қиындысына арнайы жүргізілді. Гистохимиялық зерттеу сараптамасын жүргізуде, 4-кестеде көрсетілген реактивтер қолданылды.

Кесте 4 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті және жер асты бөліктерінің гистохимиялық сараптама нәтижесі

	№
	Реактивтер
	Қосылыстар
	Бояу түсі
	Сабағы
	Гулшелері
	Тамыры

	1
	1-% FeCl3 этанолды ертіндісі
	Флавоноидтар
	Қара-көк-жасыл
	+
	+
	+

	2
	Драгендорф реактиві 

	Алкалоидтар 
	Қоңыр, қызғылт
	+
	+
	+

	3
	2 % метилен көгі ертіндісі
	Эфир майы
	Көк 
	-
	-
	-

	4
	H2SO4 конц. ванилин ерітіндісі
	Сесквитерпенді лактондар
	-
	-
	-
	-

	5
	10% тимол ертіндісі
	Полисахаридттер
	Қызғылт сары-қызыл
	+
	+
	+

	6
	10% этанолды ертіндісі K2Cr2O7
	Фенолды қосылыстар
	Қоңыр, сары
	+
	+
	+

	Ескертпе: «-» теріс реакция; «+» оң реакция



Гистохимиялық зерттеулер Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің белгілі бір тіндерінің тән бояуын анықтады, бұл реагенттердің анықталған компоненттермен әрекеттесуінің нәтижесі. Флавоноидтардың, фенолдық қосылыстардың, алкалоидтардың және полисахаридтердің жиналуына сапалық реакциялармен анықталды, бірақ эфир майлары және сесквитерпенді лактондары анықталмады.
Төменде Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік құрамындағы метаболиттер топтарын анықтау нәтижелері келтірілген. 

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік құрамындағы флавоноидтарды анықтау
Темір хлориді (III) ерітіндісін қолдану нәтижесінде өскіннің қабығы мен тамыр аймағындағы жасушалардың қарқынды боялуын анықтады, ал эпидермис жасушалары мен су сақтайтын паренхимада онша қарқынды емес бояу байқалды. Калий бихроматының боялуы эпидермисте, қабық паренхимасы жасушаларында, өскін мен тамыр ксилемасында және гүлшенің эпидермисінде фенолдық қосылыстардың болуын растады. Зерттелген үлгілердің микропрепаратын  FeCl3 1%-этанол ерітіндісімен өңдегеннен кейін, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінің барлық зерттелген мүшелерінде қарқынды қара-жасыл түс байқалды (11-сурет).
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	Тамырдың көлденең қиындысы
	Сабақтың көлденең қиындысы
	Гүлшенің көлденең қиындысы



Сурет 11 - FeCl3 1% -этанол ерітіндісімен гистохимиялық реакциялардың нәтижесі (×10 үлкейту)

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік құрамындағы алкалоидтарды анықтау
Алкалоидтардың болуы зерттелген Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдіктің мүшелерінде қоңыр және қызғылт дақтар түріндегі біркелкі емес бояумен расталды, бұл барлық жасушаларда алкалоидты топтардың бар екенін көрсетеді. Алкалоидтардың жиналу орындары: сабақтың көлденең қиындысында - тамыр шоғырының кортикальды паренхимасы; тамырдың көлденең қиындысында және беткі қималарда - алкалоидтар жиналатын кортикальды паренхима және ксилема элементтері, атап айтқанда паренхиматозды жасушаларда; гүлшеде - гүлшенің басты бөлігінің эпидермисінде (12-сурет).
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	Тамырдың көлденең қиындысы
	Сабақтың көлденең қиындысы
	Гүлшенің көлденең қиындысы



Сурет 12 - Драгендорф реактивімен гистохимиялық 
реакциялардың нәтижесі (×10 үлкейту)

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік құрамындағы фенол қышқылдарды анықтау
Фенол қышқылдарын анықтау үшін сынақ 10% калий бихроматы ерітіндісіне салынып, 7 күнге қалдырылды. Фенол қышқылдарының болуы барлық тексерілген Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдіктің мүшелерінде қарқынды сары-қоңыр түспен расталды, бұл барлық жасушаларда фенолдық қосылыстардың бар екенін көрсетеді (13-сурет). Фенолды қосылыстар эпидермисте, қыртыс паренхимасы жасушаларында, өскіндер мен тамырлардың ксилемасында және гүлше эпидермис жасушаларында байқалды.
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	Тамырдың көлденең қиындысы
	Сабақтың көлденең қиындысы
	Гүлшенің көлденең қиындысы



Сурет 13 - Калий бихроматының 10% этанол ерітіндісімен гистохимиялық реакциялардың нәтижесі (×10 үлкейту)

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік құрамындағы полисахаридтерді анықтау
Зерттелген Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдіктің мүшелерінде полисахарид іздерінің болуы сарғыш-қызыл дақтар түріндегі біркелкі емес бояумен расталды, бұл гүлше жасушаларында полисахарид топтарының бар екенін көрсетеді. Полисахаридтің локализациясы тамыр мен өркеннің ксилемасында, сондай-ақ гүлшелердің эпидермисінде байқалды (14-сурет).
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	Тамырдың көлденең қиындысы
	Сабақтың көлденең қиындысы
	Гүлшенің көлденең қиындысы



Сурет 14 - 10% тимол ерітіндісімен және концентрлі H2SO4 ерітіндісімен гистохимиялық реакциялардың нәтижесі (×10 үлкейту)

Осылайша, алғаш рет Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінің жер үсті және жер асты мүшелерінің ішкі құрылымдары микроскопия мен гистохимиялық тестілеуді қолдану арқылы зерттелді. Сабақтардың, гүлшоғырлардың беткі көлденең қиындысында және тамырлардың көлденең қиынды препараттарында гистохимиялық тестілеу нәтижесінде флавоноидтар мен алкалоидтарды анықталып, олардың локализациясы анықталды.
Алкалоидтардың Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өскіндерінде орналасуы анықталды және тамыр шоғырының қыртыс паренхимасының тіндерінде, гүлшелерде – базальды бөлігінің эпидермисінде; тамырда – қыртыс паренхимасы мен ксилема элементтерінде байқалды.  Флавоноидтардың және фенолды қосылыстардың болуы эпидермисте, өскіндер мен тамырлардың қыртыс паренхимасы мен ксилема жасушаларында және гүлшенің эпидермисінің жасушаларында байқалды. Полисахаридтердің орналасуы өсімдіктің тамыры мен өркенінің ксилемасында және гүлшенің эпидермисінде байқалды. Гистохимиялық сынақтар нәтижесінде Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінде эфир майлары мен сесквитерпен лактондарының болуына тән бояу анықталмады, яғни зерттелген сортаң бұйырғын өсімдік мүшелерінде орналасуы анықталған жоқ [100] (Қосымша В).

3.3 Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатының технологиялық көрсеткіштерін зерттеу

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінен экстракт алу үшін фармакопеялық және технологиялық сапа параметрлері ҚР МФ I т. талаптарына сай анықталды: яғни; үлестік салмағы, көлемдік салмағы, үйілген массасы, кеуектілігі, бөлектілігі, шикізат қабатының еркін көлемі, экстрактивті заттар, кептіргендегі масса шығыны, жалпы күл, хлорсутек қышқылында ерімейтін күл, минералды және органикалық қоспалар анықталды.
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатының технологиялық параметрлерін және сандық көрсеткіштерін зерттеу нәтижелері 5-7-кестелерде келтірілген. Тәжірибелер бес параллель қайталауда орындалды, нәтижелері статистикалық өңдеу есепке алынды.

Кесте 5 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатының кейбір технологиялық көрсеткіштері

	Дәрілік 
өсімдік шикізаты
	Үлестік
салмағы,
г/см3
	Көлемдік
салмағы,
г/см3
	Үйілген
массасы,
г/см3
	Кеуектілігі, г/см3
	Бөлектілігі,
г/см3
	Шикізат қабатының
еркін көлемі, г/см3

	Anabasis salsa шикізаты
	1,0252±0,01
	0,1826±0,04
	0,3145±0,02
	0,4211±0,03
	0,2845±0,02
	0,6512±0,03



Алынған сандық көрсеткіштер Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінің ұнтақтау дәрежесіне қарай технологиялық параметрлері: үлестік салмағы, көлемдік салмағы, үйілген масса, кеуектілігі, бөлектілігі, шикізат қабатының еркін көлемі, сонымен қатар экстрактивті заттар мөлшерінің шығымы фармакопеялық талаптар сәйкес оңтайлы экстракт алу технологиясын әзірлеудің негізгі критерийі бірі болып табылады.  Алынған эксперименттік көрсеткіштер оңтайлы экстрагентті тандауға және экстрактивті заттар сомасының мөлшеріне және процестің тиімділігін болжауға мүмкіндік береді. 
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізаттың (жер үсті бөлігі) ұнтақтау дәрежесінің экстрактивті заттардың шығымына әсерін зерттеу үшін экстрагент ретінде тазартылған су және этил спиртінің әртүрлі концентрациялары: 30%, 50%, 70%, 90% ерітіндісі пайдаланылды. Кептірілген шикізат өлшемдері бойынша ұсақталған, мм: 1,0-3,0, 3,0-5,0 және 5,0-7,0 болды. Белгілі экстрагенттерде зерттелетін шикізаттан биологиялық белсенді заттардың көп мөлшерде бөлініп алынды. Абсолютті құрғақ шикізатқа есептегенде экстрагентті заттардың мөлшері есептелінді (6-кесте).

Кесте 6 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатына экстрагент тандау нәтижелері

	Еріткіштер
	Экстрагенттің жұтылу коэфициенті, %
	Экстрактивті заттар шығымын анықтау нәтижесі, %

	Тазартылған су
	6,4521±0,3
	20,14

	Этил спирті
	30% 
	8,2498±0,8
	17,26

	
	50% 
	5,9432±0,4
	21,17

	
	70% 
	11,4118±0,2
	28,18

	
	90% 
	10,3148±0,3
	13,12



6-кестеде келтірілген нәтижеге сүйене отыра Anabasis salsa шөбінен экстрактивті заттарды бөлудегі ең тиімді экстрагент ретінде бөлінген экстрактивті заттардың пайыздық үлестерін негіздей келе, 70% этанол ерітінділеріндегі экстрактивті заттардың шығымының мәні жоғары болғандықтан, экстрагент ретінде таңдалынды. Шикізаттың дисперсиясы 1,0-3,0 мм болып табылды.

Кесте 7 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінің фармакогностикалық зерттеу нәтижелері  

	№
	Сапа көрсеткіштері
	Зерттеу нәтижесі, %
	НҚ бойынша нормасы  

	1
	Кептіргендегі масса шығыны
	4,7±0,02
	10 % артық емес

	2
	Жалпы күл 
	9,8±0,04
	10 % артық емес

	3
	Хлорсутек қышқылында ерімейтін күл
	0,56±0,01
	3 % артық емес

	4
	Минералды қоспалар (топырақ, құм, тас) 
	0,43±0,02
	1 % артық емес

	5
	Органикалық қоспалар (басқа улы емес өсімдіктердің бөліктері)
	0,24±0,02
	1 % артық емес



7-кесте бойынша тәжірибелік зерттеу қорытындының толығымен ҚР МФ талаптарына сәйкес, арнайы мақалаларда келтірілген шектік мөлшерден аспағандығы анықталынды [101].

Өсімдік шикізатының минералды құрамын зерттеу
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті бөлігіндегі микроэлементтердің құрамын анықтау дәрілік өсімдік шикізатының экологиялық және медициналық қауіпсіздік дәрежесін осы түрдің көрсеткіш бойынша бағалау үшін қажет. Минералдық құрамын талдау 8-кестеде келтірілген.

Кесте 8 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатындағы макро-, микроэлементтік құрамы

	Элемент
	Мөлшері, мкг/мл

	Макроэлементтер

	Кaлий (К)
	352,0788±31.8

	Кальций (Ca)
	825,642±1.65

	Магний (Mg)
	305,1964±1.89

	Натрий (Na)
	740,0027±1.05

	Микроэлементтер

	Мыс (Cu)
	0,0851±0.05

	Темір (Fe)
	10,8834±1.08

	Мырыш (Zn)
	2,0766±0.109

	Маpганец (Mn)
	3,2203±0.81



Өсімдік шикізатының аминқышқылдар құрамын зерттеу
Зерттелген Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатында бағандарды ұстау уақытына негізделген стандартты үлгілерді пайдаланып 20 аминқышқылы анықталды. Оларға 10 алмасатын, 10 алмаспайтын аминқышқылдары және 3 шартты алмаспайтын аминқышқылдар (аргинин, гистидин және тирозин) анықталды. Бос аминқышқылдарының ішінде глутамат, аспартат және аланин көп мөлшерде табылды.
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатындағы аминқышқылдарының хроматографиялық талдау нәтижелері 9-кестеде және 15-суретте көрсетілген. Зерттеу нәтижесінде Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік құрамында 20 аминқышқылдары, оның іщінде алмасатын жіне алмаспайтын аминқышқылдары аңықталды. 

Кесте 9 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатындағы аминқышқылдарының құрамы

	№
	Аминқышқылдары
	Брутто- формула
	Саны, мг/100г
	Құрамы , %

	Алмасатын аминқышқылдары

	1
	Аланин
	С3Н7NО2
	620
	0,620

	2
	Аргинин
	С6Н14N4О2
	344
	0,344

	3
	Орнитин
	C5H12N2O2
	2
	0,002

	4
	Пролин
	С5Н9NО2
	425
	0,425

	5
	Тирозин
	С9Н11NО3
	246
	0,246

	6
	Серин
	С3Н7NО3
	318
	0,318

	7
	Глютамат
	С5Н9NО4
	2105
	2,105

	8
	Цистин
	C6H12N2O4S2
	20
	0,020

	9
	Глицин
	С2Н5NО2
	195
	0,195

	10
	Аспартат
	С4Н7NО4
	1056
	1,056

	Алмаспайтын аминқышқылдары

	11
	Лейцин
	С6Н13NО2
	320
	0,320

	12
	Изолейцин
	С6Н13О2N
	290
	0,290

	13
	Валин
	С5Н11 NО2
	202
	0,202

	14
	Треонин
	С4Н9NО3
	196
	0,196

	15
	Метионин
	С5Н11О2NS
	58
	0,058

	16
	Оксипролин
	C5H9NO3
	2
	0,002

	17
	Фенилаланин
	С9Н11NО2
	205
	0,205

	18
	Гистидин
	С6Н9N3О2
	155
	0,155

	19
	Лизин
	С6Н14N2О2
	265
	0,265

	20
	Триптофан
	C11H12N2O2
	62
	0,062
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Сурет 15 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті бөлігінің аминқышқылдар құрамының хроматограммасы

Негізгі алмаспайтын аминқышқылы - лейцин, ал алмастырылмайтын аминқышқылдарының ішінде глутамат, аланин және аспартат басым. Алмастырылмайтын аминқышқылдарының сандық мөлшері дәрілік өнімдерді әзірлеу үшін шикізаттың биологиялық құндылығын арттырады [102].
Мегаполистердің тұрғындары әдетте ағзаларында ауыр металдар мен радионуклидтердің артық болуынан зардап шегеді: стронций, цезий, қорғасын, мышьяк, кадмий, сынап, хром, никель. Ауыр металдар мен радионуклидтердің денсаулыққа қауіпті екені ешкімге құпия емес. Сондықтан, ҚР МФ келтірілген әдістердің талаптарына сәйкес шикізаттағы радионуклидтер мен ауыр металдардың құрамы бойынша зерттеулер жүргізілді (10-кесте) (Қосымша Г) [103].

Кесте 10 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізаттындағы ауыр металдар көрсеткіштері 

	Элемент
	НҚ бойынша нормасы, мг/кг
	Нақты нәтижесі мг/кг

	Кадмий (Cd)
	1,0
	0,0851±0.05

	Қорғасын (Рb)
	5,0
	0,1994±0.07

	Мышьяк (As)
	1.0
	Анықталған жоқ

	Сынап (Hg)
	0.1
	Анықталған жоқ



Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізаттындағы радионуклидтерді құрамын зерттеу  нәтижесі үшін цезий 137 (Cs-137) 400 Бк/кг, стронций 90 (Sr-90) 200 Бк/кг аспады.  Аталған параметрлерді ҚР МФ I т., 2.8 әдістемесі мен «Радиациялық қауіпсіздікті қамтамассыз етудің сантарлы-эпидемиологиялық талаптарына» сай, гигиеналық нормативке сәйкес жүргізілді (Қосымша Д).
Осылайша, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізаттының химиялық құрамы анықталды, яғни, өсімдіктегі минералды құрамы ішінен кальций, калий, темір, магний, калий элементтері анықталды, ауыр металдар мен радионуклеотидтер радиациялық қауіпсіздікті қамтамассыз етудің сантарлы-эпидемиологиялық талаптарына сай болды, ауытқу жоқ.
Тәжірибелік-эксперименттік жұмысымыздың нәтижесі бойынша Қарағанды облысындағы Қазақстан Республикасының аумағында өсетін Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының фармакогностикалық, технологиялық көрсеткіштері анықталып, экстракциялау үшін экстрагент таңдалды. Алынған деректер технологиялық процесінде Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінен биологиялық белсенді экстрактыларды бөлуде, сондай-ақ осы өсімдіктің нормативтік құжатын әзірлеуде пайдаланылады.

3.4 Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатындағы белсенді затты сандық анықтау және шикізаттың сапа спецификациясын жасау 

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатындағы лупининді сандық анықтау жоғарыда келтірілген 2.2 тараудағы әдіске сәйкес жүргізілді. Сандық анықтау жоғары тиімді сұйық хроматография арқылы (ЖТСХ) әдісімен жүзеге асырылады (ҚР МФ т.1, 2.2.29). 
Сынақ ерітіндіні дайындау. 2,0 мг лупинин 25,0 мл көлемдік колбаға салынып, 10 мл жылжымалы фазада ерітіліп, жылжымалы фазамен белгіге дейін сұйылтылып, араластырылып, 0,45 мкм мембраналық сүзгі арқылы сүзіледі.
Хроматографиялық жүйенің жарамдылығын тексеру. 
Хроматографиялық жүйе келесі шарттар орындалған жағдайда жарамды деп саналады:
- Түпнұсқа лупинин үлгісінің хроматограммасындағы түпнұсқа лупинин үлгісінің шыңы үшін есептелген аналитикалық бағанның тиімділігі кемінде 4000 теориялық пластинаны құрауы керек;
- Сынақ ерітіндінің хроматограммасындағы лупинин шыңы ауданы үшін есептелген салыстырмалы стандартты ауытқу 2%-дан аспауы керек;
- Лупинин стандартты үлгісінің хроматограммасындағы лупинин стандартты үлгісінің шыңы үшін есептелген шың асимметрия коэффициенті 2-ден аспауы керек.
Құрғақ шикізаттағы лупинин мөлшері кемінде 0,03% болуы керек.
16-суретте Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті бөліктеріндегі лупининнің сандық анықталуының хроматограммасы көрсетілген.
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Сурет 16 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті бөліктеріндегі лупининнің сандық құрамын анықтау хроматограммасы (=210 нм, 2.347 мин.)

Валидация сипаттамаларына сәйкес, бұл әдіс Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті бөлігіндегі лупинин мөлшерін анықтауға арналған, ол дұрыс дәлдікпен және қайталанымдылықпен сипатталады, 100% ретінде қабылданған мәннің ±30% аналитикалық диапазонындағы сызықтық тәуелділік, бұл оны Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатындағы лупининнің сандық мөлшерін сенімді бағалау үшін пайдалануға мүмкіндік береді.
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының сапа спецификациясын анықтау «Дәрілік заттарды өндірушінің дәрілік заттарды сараптау кезінде дәрілік заттардың сапасы туралы нормативтік құжатты әзірлеу және мемлекеттік сараптама ұйымының бекіту ережелері» (ҚР Денсаулық сақтау министрлігінің 2021 жылғы 16 ақпандағы № ҚР ДСМ-20 бұйрығы) негізінде жүзеге асырылды. 3 сериялы сынақ партиясын талдау нәтижелері бойынша Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының сапа сипаттамалары туралы нормативтік құжат (НҚ) әзірленді. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens дәрілік өсімдік шикізатының сапа сипаттамаларына 11-кестеде көрсетілген көрсеткіштер кіреді.

Кесте 11 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының сапа спецификациясы

	Сапа
көрсеткіштері
	Ауытқу нормалары
	Зерттеу тәсілдері

	1
	2
	3

	Сипаты 

	Кептірілген шикізат – жер үсті бөлігі: биіктігі аласа 5-25 см, түбінде ағаш тәрізді жоғары көптеген тармақталған бұтақтары, гүлшелері, жемісі  бар біржылдық өсімдік Anabasis salsa
	Сыртқы түрі 
ҚР МФ, т.1, 567-571б. «Шөптер» мақаласы



11 -  кестенің жалғасы

	1
	2
	3

	
	 (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens (сортаң бұйырғын). Тұқымдасы: Бұйырғын (Anabasis L.) Алабұта тұқымдасы (Chenopodіaceaе Vent.).
	

	Идентификация: A. Макроскопия 
Жер үсті бөлігі













Ұсақталған шикізат 



	Биіктігі аласа 5-25 см, түбінде ағаш тәрізді жоғары көптеген тармақталған бұтақтары бар, өркендері ақшыл-жасыл, цилиндр тәрізді, түбінен диаметрі 1-2 мм, жалаңаш, бір жылдық бұтақшалар, беті жұқа қырлы, кедір-бұдыр, трихомасы жоқ, түсі қоңыр-жасыл.
Жапырақтары дамымаған: жай көзге көрінбейді, нашар дамыған, жіпшелері кең, қабыршақ тәрізді, жұмыртқа тәрізді үшбұрышты, доғал. 
Гүлдері дара, кең сопақша, шөптесін, доғал, бүйірлерінде қысқа бұтақшалары бар, масақ тәрізді гүлшоғырларында жиналған. 
Жемісі жұмыртқа тәрізді, шырынды, қызыл, қан қызыл шырыны бар, гүлшесінен сәл асып түседі.
Сабақтардың, пішіні әртүрлі гүлше-жеміс бөліктерін тесіктерінің диаметрі 7 мм болатын елеуіштен өту керек. Сабақтардың түсі жасылдау болып келеді. 
Иісі өзіне тән, дәмі анықталмайды (өсімдіктің барлық бөліктері улы). 
	ҚР МФ, т.1, 565 б.














ҚР МФ, т.1, 2.9.12







	B.Микроскопия










С.Гистохимиялық реакция
D. ЖТСХ

	Anabasis salsa өсімдігіннің микроскоппен тексергенде сабағында эпидермис көрінеді, оның жасушалары қабырғалары біркелкі емес қалыңдатылған көпбұрышты, үстіңгі жағында кутикуламен жабылған. Устьицалар көп, суға батқан, кең ашылған стоматальды тесігі жәнеүлкен астық асты ауасы бар қуысы бар. Устьицалар өсу осінің ұзындығына перпендикуляр бір бағытта бағытталған. Паренхимада кальций оксалат друздары кездеседі.
Драгендорф реактивін қосқанда кірпіш түсті қызғылт түс пайда болады (алкалоидтар)
Сандық анықтау арқылы алынған зерттелетін ерітіндінің хроматограммасында негізгі пиктің ұсталу уақыты стандартты лупинин үлгісінің хроматограммасындағы лупинин шыңының ұсталу уақытымен сәйкес келуі керек.
	ҚР МФ, т.1, 2.8.3










НҚ сәйкес

НҚ сәйкес


	Бөгде қоспалар
	Жер үсті бөлігі 
- қарайған шикізат бөліктері тамыр қалдықтары үшін 10,0% артық емес

	ҚР МФ т.1, 2.8.2
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	- органикалық қоспалар - 1,0 % артық емес
- минералды қоспалар 1,0% артық емес.
	

	Кептіргендегі масса шығыны 
	4,7 %
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32

	Жалпы күл 
	10,0 % артық емес
	ҚР МФ, т. 1, 2.4.16

	10% хлорлы сутегі қышқылында ерімейтін күл 
	3,0 % артық емес
	ҚР МФ, т. 1, 2.8.1.

	Сульфатты күл 
	7,0 % артық емес
	ҚР МФ, т.1, 2.4.14.

	Микробиология-
лық тазалығы 
	Дәрілік өсімдік шикізаты ҚР МФ І, т.1, 5.1.4. Өмірге бейім аэробты микроорганизмдердің жалпы саны: 1 г 105 бактериялар және 105 саңырауқұлақтан артық емес 1г 103 Escherichia coli артық емес. 4А категориясы сәйкес болу керек.
	ҚР МФ, т. 1, 5.1.4, 2.6.12, 2.6.13

	Экстрактивті заттар шығыны
	28,18% 
	ҚР МФ, т. 1, 564 б

	Сандық анықтау
лупининге 
қайта есептегенде 
	0,03% кем емес
	ҚР МФ т.1, 2.2.29

	Радионуклиидтер
	Дәрілік өсімдіктер үшін цезий 137 (Cs-137) 400 Бк/кг; стронций 90 (Sr-90) 200 Бк/кг мөлшері артық болмау керек
	ҚР МФ т.1, с.564; 
ҚР ҰЭМ 
27.02.2015ж. 
№ 155 бұйрығы

	Ауыр металдар
	кадмий - 1,0 мг/кг артық емес 
қорғасын - 5,0 мг/кг артық емес
мырыш - 5.0 мг/кг артық емес
мышьяк - 1,0 мг/кг артық емес
	ҚР МФ т.3, 2.4.27 және т.1, 2.4.8, 2.4.2


	Қаптау 
	Шикізатты 10 кг және 15 кг үш қабатты крафт- қағаздан жасалған қаптарға буып-түйеді
	НҚ сәйкес

	Таңбалау
	Орамдаудың бекітілген макетін қараңыз
	НҚ сәйкес

	Тасымалдау 
	МЕСТ 17768-90Е талаптарына сәйкес
	НҚ сәйкес

	Сақтау
	Күн түсуден қорғалған, температусы +25±2°С аспайтын желдетілген жерде сақталуы тиіс НҚ сәйкес
	МЕСТ 17768-90Е

	Сақтау мерзімі 
	2 жыл
	НҚ сәйкес



Anabasis salsa шикізатының тұрақтылығын зерттеу және сақтау мерзімдерін белгілеу Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрінің 2020 жылғы 28 қазандағы № ҚР ДСМ-165/2020 бұйрығының талаптарына сәйкес ұзақ мерзімді сынақтар жағдайында 24 ай бойы жүргізілді. Тұрақтылықты сынау үшін Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens) шикізатының үш сериясы алынды, зерттеу нәтижелері 12-кестеде келтірілген.


Кесте 12 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының тұрақтылығын зерттеу

	Қаптама: көп қабатты қағаз пакеттер сынақтың басталу күні: 08.2022; 
сынақтың аяқталу күні: 08.2024 

	Сапалық көрсеткіші
	Зерттеу  шарттары
	Зерттеу
әдісі
	Нормалар
	Бақылау кезеңі, ай

	
	
	
	
	0
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	12
	18
	24

	Сипаттама
	



Температура (25±2)°С,
салыстырмалы ылғалдылық: (60±5) %



	ҚР МФ ,т.I
	Сортаң бұйырғын  кептірілген дәрілік өсімдік шикізатының жер үсті бөлігі. Иісі өзіне тән, дәмі анықталмайды 
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Идентификация
 - алкалоидтар
	
	НҚ сай
	Кірпіш түсті қызғылт түс
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Бөгде қоспалар:
-қарайған
-органикалық қоспалар
-минералды қоспалар
	
	ҚР МФ т.1, 2.8.2
	10,0% артық емес
1,0% артық емес
1,0% артық емес
	6,25
0,87
0,86
	6,25
0,87
0,83
	6,25
0,88
0,82
	6,26
0,87
0,83
	6,26
0,90
0,82
	6,25
0,89
0,83
	6,25
0,90
0,82

	Кептіру кезінде жоғалған масса
	
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32
	1,0% артық емес
	4,62
	4,61
	4,63
	4,62
	4,62
	5,13
	4,61

	Жалпы күлі
	
	ҚР МФ, т. 1, 2.4.16
	13,0% артық емес
	7,73
	7,12
	6,34
	7,73
	8,12
	7,34
	7,73

	10% хлорлы сутегі қышқылында ерімейтін күл
	
	ҚР МФ,т.1, 2.8.1

	3,0% артық емес
	1,82
	1,79
	2,81
	1,82
	1,82
	1,80
	1,52

	Микробиологиялық тазалық

	
	ҚР МФ, т. 1, 5.1.4, 2.6.12, 2.6.13
	Өмірге бейім аэробты микроорганизмдердің жалпы саны: 1 г 105 бактериялар және 105 саңырауқұлақтан артық емес 1г 103 Escherichia coli артық емес.
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Сандық анықтау
	
	НҚ сәйкес
	0,03% кем емес
	0,02
	0,012
	0,018
	0,028
	0,031
	0,028
	0,031
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Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының тұрақтылығын (+25±2)°С температурада және салыстырмалы ылғалдылықта (60±5)% зерттеу кезінде микробиологиялық тазалықтың сапалық және сандық көрсеткіштері белгіленген шектерде болды. Шикізат сапасы көрсеткіштерінің сақтау барысында өзгеру динамикасының нәтижелері вариациялық статистиканың стандартты әдістерін қолдана отырып статистикалық өңдеуден өткізілді (орташа мәнді, стандарттық ауытқуды және Стьюдент критерийін есептеу, p ≤ 0,05). Анықталған сапа көрсеткіштерінде айтарлықтай өзгерістер байқалмады. Жүргізілген зерттеу нәтижелері бойынша «Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбі» өсімдік шикізатына арналған НҚ жобасы дайындалды (Қосымша Е).

Үшінші бөлім бойынша тұжырым

1. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің түрлік ерекшеліктері мен отандық шикізат ретінде зерттеу мақсатында Қарағанды облысы, Шет ауданы, Ақжал ауылының маңында (47°72′040″ с.ш. 74°06′698″ в.д.) сортан бұйырғын өсімдігінің шикізаты жиналды және фармакогностикалық, фитохимиялық зерттеулер жүргізілді. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің сабақтары (жас өркендері), гүлшелері және тамырларын микроскопиялық және макроскопиялық зерттеулер жүргізілді. Зерттелуші өсімдік бөліктерінің диагностикалық белгілері және биологиялық белсенді заттардың жиналу жерлері анықталды. 
2. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатынының жер үсті бөлігі шикізатында пестицидтердің, радионуклидтердің, ауыр металдардың (қорғасын, кадмий, мышьяк, сынап) концентрациясын анықтау нәтижелері сортаң бұйырғын өсімдігі қауіпсіздігі бойынша санитариялық-эпидемиологиялық талаптарға толық сәйкес екендігі анықталды. Экстракция процесінің оңтайлы шарттарын таңдау үшін Anabasis salsa шөбінің технологиялық көрсеткіштері зерттеліп, экстрактивті заттардың шығымы жоғары болуына орай экстрагент ретінде 70% этанол таңдалды. 
3. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жерүсті бөлігі шикізатының зерттеу нәтижелері өсімдік шикізатында жалпы 8 минералды элементтен, 20 амин қышқылы бар екенін көрсетті. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатында алмастырылмайтын аминқышқылы - лейцин, ал алмастырылмайтын аминқышқылдарының ішінде глутамат, аланин және аспартат басым.
4. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатындағы белсенді зат лупининнің сандық анықтау және шикізаттың сапа спецификациясы жасалды. Сапа сипаттамасына сүйене отырып, «Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбі» өсімдік шикізатына арналған НҚ жобасы дайындалды.

4 ANABASIS SALSA (C.A. MEY.) BENTH. EX VOLKENS ШИКІЗАТЫНАН ТИІМДІ ЭКСТРАКТ АЛУ ТЕХНОЛОГИЯСЫН ЖАСАУ ЖӘНЕ СТАНДАРТТАУ 

4.1 Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатынан экстрактивті заттарды алу технологиясы 

Синтетикалық дәрілік заттардың дамуындағы айтарлықтай жетістіктерге қарамастан, шөптік дәрілерге деген қызығушылық жыл сайын артып келеді. Шөптік дәрілердің танымалдылығы олардың ерекше қасиеттерімен - төмен уыттылығымен, жоғары тиімділігімен, терапиялық әсерінің кең спектрімен және салыстырмалы түрде қолжетімділігімен ғана емес, сонымен қатар фармацевтика, биотехнология және фитохимия саласындағы тез дамып келе жатқан технологиялармен де байланысты [104, 105].
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens - алкалоидты өсімдік. Алкалоидтардың өзі улы, бірақ аз мөлшерде емдік әсер етуі мүмкін. Олардың физиологиялық әсері әртүрлі: кейбіреулері жүйке жүйесін басады немесе қоздырады, басқалары жүйке ұштарын сал етеді, қан тамырларын кеңейтеді немесе тарылтады, ал үшіншілері ауырсынуды басатын әсерге ие. Қазіргі уақытта алкалоидтарды алу өте көп еңбекті қажет ететін процесс болып табылады, ол кезеңдердің ұзақтығы мен санымен күрделене түседі [106].
Зерттеу барысында экстракциялауға дейін өсімдік шикізатын ұсақталып сілтілендірілді. Сілтілендіру: Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің құрғақ ұнтақталған жерүсті және жерасты бөліктері шыны ыдыста дайындалған 30% калий гидроксиді ерітіндісімен (KOH) ылғалдандырылды және 1 сағат бойы тұндырылды. Осы уақыттан кейін фильтрат ағызылды, ал сабақтар мен тамырлар бөлме температурасында кептірілді және экстракциялауға жіберіледі.
Өсімдік шикізатынан ББЗ максималды бөлініп алынуы үшін экстракциялау әдісін таңдалды және келесідей әдістер қолданылды: мацерация, және перколяция. Мацерация мен перколяция үрдістері шикізаттан экстрагенттің қозғалуын қарастыратын экстракциялаудың динамикалық әдісіне жатады.
Перколяция әдісі 3 кезеңді қамтиды: шикізатты сіңіру, тұндыру, перколяция. Ұнтақталған Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жерүсті бөлігі шикізатын (50,0 г) ісіндіру (суландыру ) перколятордан тыс бөлек ыдыста жүргізілді. 
Дайындалған өсімдік шикізаты жабық контейнерге салынды, шикізат массасының жарты (1/2) немесе тең салмағына тең экстрагентпен суландырып, араластырып ісіндіруге 4-5 сағатқа қалдырылды. Осы уақытта экстрагент өсімдік шикізаты мен оның жасушасы ішіне енеді, оның ішіндегі заттар еріп, жасушаішілік сөл (біріншілік сөл) түзе бастайды. Сонымен қатар, шикізаттың жасушаларының ішінде экстрактивті заттардың концентрлі ерітіндісі түзіледі. Келесі кезеңде ісінген өсімдік шикізаты перколяторға тығыздап салынды (шикізат арасында мүмкіндігінше аз ауа қалуы керек). Шикізаттың жоғарғы жағынан фильтрмен жауып, экстрагентті (70, 90% сулы-этанол ерітіндісі) «айна» пайда болғанша құйып, шикізат:экстрагент қатынасы 1:10 күйінде 24 сағат бойы 25±5°С жоғары емес температурада жібітуге қойылды. Экстракциялаудың келесі кезеңінде перколятордағы сығындыны жинау жүргізілді. Бұл кезең перколяторды жинау және экстрагентті шикізат қабаты арқылы үздіксіз өткізу болып табылады. Бұл жағдайда сығынды перколятордың төменгі кранынан қандай жылдамдықпен ағызылатын болса, жаңа экстрагент жоғарғы жақтан сондай жылдамдықпен таза экстрагент құйылып отырылуы керек. Содан кейін сұйық сығынды сүзілді. Сүзілген сығынды 50°С температурада роторлы буландырғыштың көмегімен қоюландырылды [107, 108]. 
Дайын болған 8,5 г 70%-этанолды және 5,13 г 90% этанолды (17,04% және 10,25%) қою экстракта шыны банкаға салынып, нормативтік құжаттарға сәйкес таңбаланды. Алынған құрғақ экстрактылар өлшеніп, биологиялық белсенділікті зерттеу және ББЗ бөліп алу үшін пайдаланылды. Алынған үлгі тоңазытқышта 40°С температурада сақталады. Алкалоидтарды бөлу бойынша ұсыныстар 13-кестеде келтірілген.

Кесте 13 -  Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатынан алкалоидтарды бөлу 

	Этанол конц.
	Қолдану мақсаты
	Алкалоидтардың ерігіштігі
	Гидромодуль (ұсынылады)
	Ескерту

	30%
	Полярлы алкалоидтарды бөліп алу (бар болса)
	Төмен
	1:5 – 1:6
	Көптеген алкалоидтар үшін оңтайлы емес

	50%
	Полярлық және полярлық емес бөлшектер арасындағы тепе-теңдік
	Жақсы
	1:6 – 1:7
	Көптеген өсімдік алкалоидтары үшін оңтайлы

	70%
	Полярлы алкалоидтарды бөлу
	Өте жақсы
	1:6 – 1:10
	Оңтайлы ретінде ұсынылады

	90%
	Қалдық, полярлы емес заттардың соңғы экстракциясы
	Жоғары
	1:10
	Фракциялық перколяцияға жарамды



Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізаттан ББЗ алу процесінің тиімділігіне еріткіш пен шикізаттың - гидромодульдің (ГМ) – массалық қатынасының әсері зерттелді [109].
Экстракцияға және белсенді заттардың шығымына әсер ететін факторлар: шикізат пен экстрагенттің қатынасы 1:5-тен 1:10-ға дейін; температура 55-тен 65°C-қа дейін; экстракция саны 1-ден 3-ке дейін; шикізаттың ұнтақталу дәрежесі 2-ден 10 мм-ге дейін. Экстракция процесінің факторларына байланысты жалпы экстракциялық заттардың шығымы 14-кестеде, ал гидромодулі 17-суретте көрсетілген.


Кесте 14 - Экстракция процесінің факторларына байланысты Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатынан алынған заттардың шығымы

	№
	Экстрагент
	Экстракциия әдісі
	Экстракция темп-сы, 0С
	Гидромодуль
	Экстракттың қысқартылған атауы
	Экстрактивті заттар 
шығымы, %

	Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті бөлігі

	1
	 70% этанол 

	Перколяция
	20
20
20
20
	1:5
1:8
1:10
1:15
	AS-70Р
	12,12±0,18
17,83±0,05
28,18±0,04
28,24±0,12

	2
	
	Мацерация
	50
55
60
65
	1:5
1:8
1:10
1:15
	AS-70t
	14,10±0,14
16,51±0,05
17,33±0,07
17,41±0,01

	3
	  90% этанол
	Перколяция
	20
20
20
20
	1:5
1:8
1:10
1:15
	AS-90Р
	9,09±0,13
10,24±0,04
13,12±0,13
13,25±0,22

	4
	
	Мацерация
	50
55
60
65
	1:5
1:8
1:10
1:15
	AS-90t
	4,5±0,02
6,84±0,12
7,41±0,05
7,54±0,03

	5
	
	Мацерация
	50
55
60
65
	1:5
1:8
1:10
1:15
	AS-90tР
	2,14±0,1
2,94±0,07
3,34±0,02
3,61±0,11

	6
	Хлороформ 
	Мацерация
	50
50
50
	1:5
1:10
1:15
	AS-Хt
	0,38±0,04
1,42±0,08
1,39±0,11

	7
	Тазартылған су
	Мацерация
	65
65
65
	1:5
1:10
1:15
	AS-водн-Н
	9,29±0,12
10,54±0,07
11,21±0,04

	Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер асты бөлігі

	8
	  90% этанол 
	Мацерация
	50
55
60
65
	1:5
1:8
1:10
1:15
	AS-К-90Р
	18,47±0,08
17,91±0,11
21,9±0,06
21,56±0,14

	9
	Хлороформ 
	Мацерация
	50
50
50
	1:5
1:10
1:15
	AS-КХ
	1,32±0,11
1,27±0,02
1,51±0,08

	Ескерту: *n=5, P≤0,05. Оңтайлы параметрлер қалың шрифтпен белгіленген. Экстракциялық заттардың шығымы тиімділіктің 1:5 – 1:10 дейін артатынын, содан кейін платоға жететінін көрсетеді.


 [image: ]

Сурет 17 - Экстрактивті заттар шығымына гидромодулге тәуелділігі

17-кестеде келтірілген нәтижеге сүйене отыра Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінен экстрактивті заттарды бөлудегі ең тиімді экстрагент ретінде бөлінген экстрактивті заттардың пайыздық үлестерін негіздей келе, 70% этанол ерітінділеріндегі экстрактивті заттардың шығымының мәні жоғары болғандықтан, экстрагент ретінде таңдалынды. Микробиологиялық тазалығының қауіпсіздігін ұстану мақсатында тазартылған су алынбайды. Шикізаттың дисперсиясы 1,0-3,0 мм болып табылды.
Экстракциялау шартын таңдау кезінде экстрактивті заттар шығымы ескерілді. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігі бойынша перколяция әдісінде экстрактивті заттар шығымы басым мөлшерде болғандықтан осы әдісті жұмыс үрдісіне жалғастырамыз. 
Экстракциялау оңтайлы үрдісі: 
- экстрагент түрі: 70% этанол;
- шикізаттың экстрагентке қатынасы: 1:10;
- экстракция температурасы: 20±5°C;
- экстракция жиілігі және ұзақтығы: үш рет, 24 сағат.
- Экстракция өнімділігі: 28,18±2% (жер үсті бөлігі).
Осылайша, біз Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті және жер асты бөліктері үшін оңтайлы экстракция параметрлерін анықтадық, бұл экстракциялық заттардың ең жоғары өнімділігін қамтамасыз етеді.

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті бөлігінен қою экстракт алудың технологиялық процесі 8 сатыдан тұрады: шикізат пен экстрагентті дайындау, шикізаттан сұйық экстракт алу, экстракты тазарту, сүзу, концентрлеу, қою экстракты қаптау және таңбалау. Әр кезеңде өндіріс процесін бақылау қажет. Технологиялық сызбанұсқасы 18-суретте көрсетілген.
Өндіріс процестегі бақылау
Шикізат, материалдар және аралық өнімдер

Бөлшектер өлшемі (0,3 мм), біртектілігі, ДӨШ сапасы НҚ сәйкес
Anabasis salsa өсімдік шикізаты

Өлшегіш, хим.ыдыстар
Тазартылған су, 
этил спирті 96%
Конц. спирт (70%), тұндыру уақыты, экстрагент көлемі, 
судың көлемі

Саты 2
ДӨШ дайындау

Шөпкескіш, таразы, елеуіш
Саты 3
ДӨШ экстрактты алу
Перколятор

Шикізат-экстрагент қатынасы (1:10), тұндыру уақыты 24 сағ. тұндыру
температурасы 20±50С. 
Жиіліктілігі 3 рет
Саты 4
Экстрактты тұндыру
Тұндырғыштар
Тұндыру уақыты,
тұндыру температурасы
Саты 5
 Экстрактыны сүзу


Сүзгі

Буландырғыш аппараты

Саты 6
Концентрлеу

Сүзгі кеуек өлшемі 0,45 мкр, аралық 
өнімді бақылау

Anabasis salsa 
сілтіленген шикізаты
 
Температура 550С, уақыт, вакуумдық қысым (қысым 0,6кгс/см2),
Айналу жылдамдығы 60айн/мин,
қою экстрактыны бақылау


Экстракттарды қосу
Anabasis salsa шөбінен
экстракт алу процесі
Қою экстракт, қақпақтар, жапсырмалар, контейнерлер
Саты 7
Қаттау, орамдау, танбалау
Көлем, комплекттілік, мөр дұрыстығы 
(серияның нөмірі, жарамдылық мерзімі)
Саты 8
Дайын өнім
Қораптар, медициналық қолдану жөніндегі нұсқаулық
НҚ сәйкес өнімді бақылау
Саты 1
Экстрагент дайындау


Сурет 18 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатынан перколяция әдісімен қою экстракт алу технологиясының сызбанұсқасы

№10151 «Микробқа қарсы белсенділігі бар сортаң бұйырғын (Anabasis salsa) өсімдігінің экстрактін алу тәсілі» пайдалы модель патентімен расталды (Қосымша С). 

4.2 Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактысының химиялық құрамын ЖТСХ/ESI-QTOF-MS/MS әдісімен зерттеу

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік экстрактының химиялық құрамын сапалы анықтау мақсатында ЖТСХ/ESI-QTOF-MS/MS (Квадрупольдіуақытша ұшып өту анализаторы негізінде жүргізілетін электробүрку арқылы иондандыру және тандемді масс-спектрометриямен үйлестірілген жоғары тиімді сұйықтықтық хроматография әдісі) қолданылды және 2.2 бөлімінде сипатталғандай.
Люблин медицина университетінің (Люблин, Польша) фармакогнозия кафедрасында алғаш рет әртүрлі экстрагенттерді (су, 90% этанол, 70% этанол және хлороформ) пайдаланып, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens сабақтарынан, гүлшоғырларынан және тамырларынан алынған экстрактардың құрамын зерттеу ЖТСХ-ны масс-спектроскопиямен бірге қолдану арқылы жүргізілді. Өсімдік экстрактыларының әртүрлі компоненттері жоғары сенімділікпен идентификацияланып, олардың құрылымдық ерекшеліктері мен молекулалық иондар фрагментациясының заңдылықтары анықталды. Зерттеу барысында позитивті және негативті иондау режимдері, әртүрлі фрагментация сатылары, сонымен қатар соқтығысу энергияларының кең ауқымы қолданылып, нақты хроматографиялық бейнелер мен жоғары ақпаратты MS/MS фрагменттеу спектрлері алынды.

ЖТСХ-ESI-Q-TOF-MS/MS көмегімен Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстракттарының хроматографиялық зерттеу
Экстрактының сапалық құрамын бағалау және таралу коэффициентінің (k) мәндерін анықтау үшін масс-спектрометриямен біріктірілге жоғары тиімді сұйық хроматографиясы (ЖТСХ-MS) қолданылды. ЖТСХ-MS хроматографы (HP 1200 сериясы, Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, АҚШ) Q-TOF масс-спектрометріне қосылған дегазатормен, екілік сорғымен, автосамплермен, баған термостатымен және PDA-масс-детектор QTOF-MS/MS (6500 Series, Agilent technologies, Санта-Клара, Калифорния, АҚШ) жабдықталған. Екіншілік метаболиттердің хроматографиялық бөлінуі Zorbax Eclipse Plus RР-18 (150 мм х 2.1 мм, dp = 3.5 мкм, Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, АҚШ) хроматографиялық колоннаны қолдана отырып оңтайландырылған әдістеме бойынша жүргізілді. Хроматограммалар еріткіш градиентінде тіркелді: 0.1 % құмырсқа қышқылы бар ацетонитрил (В еріткіші) және 0.1 % құмырсқа қышқылының сулы ерітіндісі (А еріткіші) келесідей: 0 мин – 1 % В, 10 мин – 20 % В, 15 мин – 40 % В, 17-22 мин – 95 % В, 1-25 мин – 1 % В. Айдау 30 минут бойы жүргізіліді. Ағынның жылдамдығы 0.2 мл/мин, термостаттың температурасы 20 °C, УК анықтау 254, 280, 365 және 320 нм, ерітінді көлемі 10 мкл болды.
Масс-спектрометр газ бен қабық газы үшін 275 және 325 °C температурада 40-1300 мкМ масса диапазонында оң және теріс иондар режимінде жұмыс істеді, сәйкесінше 12 л/мин газ ағындары, 3000В капилляр кернеуі, 35 psig бүріккіш қысымы, 10 және 20В соқтығысу энергиясы, 110В фрагментатор кернеуі және скиммер қысымы 65В. Qualitative Navigator (B. 10.00 нұсқасы) және Agilent Mass Hunter Data Acquisition (нұсқасы 10.1) шығарушы компания Agilent Technologies (Санта-Клара, Калифорния, АҚШ) бағдарламаларын спектрлерді алу және жазылған деректерді өңдеу үшін пайдаланылды. 
Ғылыми әдебиеттеге сүйене отырып, Anabasis L. тұқымдасы  биологиялық белсенді екінші реттік метаболиттеріге бай екені анықталған, әсіреле алкалоидтарға. Компоненттерді идентификациялау процесі негізінен оң және теріс иондау режимінде жүзеге асырылды, оң режим флавоноидтар, фенолдық қышқылдар және басқа полифенолдық қосылыстар секілді полярлы метаболиттерді жоғары сезімталдықпен анықтауға мүмкіндік береді. Сонымен қатар, оң иондау режимі жүрек гликозидтері сияқты теріс ионданбайтын немесе төмен полярлы қосылыстардың іздерін анықтау үшін, ал алкалоидтарды анықау мақсатында теріс иондану қолданылды және Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатының экстрактарының кейбір минорлы компоненттердің болуын дәлелдеді. Алынған мәліметтер негізінде Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік түріне тән масс-спектрометриялық профильдер құрылды. Хинолизидинді алкалоидтар оның ішінде лупининнің құрылымында негізгі азот атомы бар. Оң иондану режимінде талданған кезде, азот атомдары протондарды оңай қабылдайды, нәтижесінде оң зарядталған иондар пайда болады. Сондықтан, хинолизинді алкалоидтарының фрагментациялық үлгісі мен тұрақтылығы оң иондану режиміне жақсы сәйкес келеді.
Бұл зерттеуде ерекше қызығушылық тудырған лупининді идентификациялауда сипаттамалық фрагмент иондарының пайда болуына мүмкіндік береді. Лупининнің фрагментациясы оң иондану режимінде жүреді. Мұндай жағдайларда молекулалық ион протондалған молекулалық ионнан [M+H]+ 170,1544 m/z мәні бар сигнал ретінде анықталады.
ЖТСХ-MS - әдісі Zorbax Eclipse Plus тұрақты байланыс RP-18 (150×2,1 мм, dp=3,5 мкм, Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, АҚШ) хроматография бағанын пайдаланып, келесі еріткіш А (0,1% құмырсқа қышқылы) және еріткіш В (0,1% құмырсқа қышқылы бар ацетонитрил) градиентін пайдаланып орындалды: 0 минутта А-да 10% B, 10 минутта 40% BinA, келесі 2 минутта А-да 40% B, 21-25 минутта 95% BinA изократиялық талдау. Талдау уақыты 30 минут болды:
- ағын жылдамдығы - 0,2 мл/мин;
- температура - 25 ◦C;
- детектрлеу толқын ұзындықтары - 254, 320, 365 және 280 нм.
Алынған деректерді өңдеу үшін Mass Hunter Workstation және Qualitative Navigator B.08.00 (Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, АҚШ) бағдарламалық жасақтамасы пайдаланылды.
ЖТСХ-ESI-QTOF-MS/MS әдісімен зерттелген Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens) шикізатының экстрактарының химиялық құрамының нәтижелері 15-кестеде келтірілген.
Әр қосылыс үшін теориялық масса, массалық ауытқу және қанықпағандық дәрежесі есептеліп, олардың құрылымдық сәйкестігі жоғары дәлдікпен анықталды (айырмашылық ±5 ppm шегінде). Жоғары ажыратымдылықтағы MS/MS өлшеулері анықталған қосылыстардың көпшілігінің фрагментациялық үлгілерін зерттеу және бұл деректерді қазіргі уақытта қолжетімді ғылыми әдебиеттер мен METLIN дерекқорындағы деректермен салыстыру үшін сенімді деректер берді. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактынан анықталған кейбір косылыстардың MS/MS спектрлері және олардың құрылымдық формулалары 19-21 суреттерде көрсетілген. 

Кесте 15 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактысының химиялық құрамы

	
№
	Ионизация режимі
	Ұсталу (Rt)
уақыты, мин
	Молекулалық  формула
	Теориялық масса,
г/моль
	Табылған
масса,
г/моль
	MС/MС 
фрагменттері
	Қосылыс 
атауы
	Экстракт түрі
	Сілтемелер

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Алкалоидтар

	3
	[M-H]+
	2.56
	C10H19NO
	170.1544
	170.1535
	152.1467,  137.1234, 124.1157
	Лупинин
	AS-70P, AS-90tP,
AS-90t, AS-90P
	[4, с.8; 110, 111]

	4
	[M-H]+
	2.74

	C10H14N2

	163.1235
	163.1225
	163.1225, 120.0805, 80.0500
	Анабазин 
	AS-90t, AS-K-90,
AS-K-x
	[111]


	5
	[M-H]+
	10,83
	C15H22N2O
	247,1810
	247,1319
	229.1081, 219.1375, 201.1106
	Афиллидин 
	AS-90tP

	[4, 110]

	9
	[M-H]+
	14,46
	C19H16NO4
	323,1157
	323,0740
	185.0416, 277.0235, 323.0740
	Талифендин 
	AS-90tP
	[112]

	21
	[M-H]+
	21,21
	C19H23NO3
	314.1756
	314,1388
	121.0648, 177.0547, 314.1388
	Оксиакантин 
	AS-90tP, AS-90t
AS-водН, 
AS-водК
	[112]

	19
	[M-H]-
	20,74
	C19H23NO3
	312,1599
	312,1239
	 178.0500, 312.1239, 09.6953,
	4-O-метил-N-метил коклаурин 
	AS-90P, AS-90t
AS-K-x, AS-Lup
	[112]

	8
	[M-H]+
	14,43
	C15H24N2O2
	265,1911
	265,1530
	
177.0545, 222.1109, 248.1285
	13-гидроксилупанин

	AS-70P, AS-70t 
AS-90P, AS-90tP AS-90t 
	[112]

	Флавоноидтар және фенолды қосылыстар

	12
	[M-H]-
	15.48
	C15H10O7
	301,0348
	301,0568
	168.0054, 257.0644, 283.0449
	Кверцетин 
	AS-70P,  AS-70t   
AS-90P
	[113]


	24
	[M-H]-
	22.75
	C17H26O4
	293.1752
	293.1758
	236.1052, 293.1758
	Гингерол 
	AS-70t   
	[114]

	Флавоноидты гликозидтер

	18
	[M-H]-
	18.4
	C27H30O16
	609,1455
	609,1149
	 301.0345, 521.1321
	Рутин 
	AS-70P, AS-70t
AS-90P, AS-90t
	[115]


	14
	[M-H]-
	16.87
	C27H30O15
	593.1506
	593.1511
	353.0663, 473.1061, 775.3520
	Кверцетин-3,7-дирамнозид 
	AS-90P 

	[116]

	
15 - кестенің жалғасы


	Хромон қосылыстары

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	23
	[M-H-
	22.49
	C16H18O5
	289,1076
	289,1114
	224.9959, 289.1108, 373.2633
	5-O-метилвиса-минол 
	AS-90P, AS-90t
AS-K-x,AS-водН
	[116]

	Аминқышқылдар

	1
	[M-H]+
	2.107
	C5H11NO2
	118,0868
	118,0853
	59.0726, 102.0533, 118.0853
	L-валин 
	AS-70P,  AS-70t, AS-90P, AS-90tP, AS-90t, AS-K-90, AS-водН, AS-водК
	[113]


	Гликозидтер

	7
	[M-H]-
	13.56
	C13H16O10
	331,0665
	331,0668
	125.0235, 168.0059, 231.0486, 286.1201
	Галл қышқылының гликозиді 
	AS-70P, AS-70t,
AS-90P, AS-90t
	[115]

	6
	[M-H]-
	12,57
	C14H20O8
	315,1079
	315,1073
	153.0550, 230.9908, 483.1905
	Гидрокси-
тирозол 4-O-гликозиді 
	AS-70P, AS-70t,
AS-90P , AS-90tP,
AS-90t, AS-K-x,
AS-водК, AS-Lup
	[116] 

	26
	[M-H]-
	28,28
	C36H62O8
	621,4366
	621,4375
	 345.7328, 525.2719, 621.4375
	
Гинсенозид 
	AS-90tP

	[116]

	11
	[M-H]+
	

15,41
	

C17H24O9
	

373,1498
	

373,1742
	 373.1742, 301.1841, 193.1146
118.0832
	
Сирингин

	AS-70P,  AS-70t
AS-90P, AS-90tP
AS-водК
	[117] 

	15
	[M-H]-
	17.91
	C16H22O10
	373,1134
	373,1173
	121.0288, 175.0250, 249.0609
	3-бета- глюкопиранозилокси-2- гидрокси-1-(4-гидрокси -3-метофен
ил)-пропан-1-он (28)


	AS-70P, AS-70t,
AS-90P, AS-90t,
AS-K-x, AS-водН
	[116]



	

15 - кестенің жалғасы


	Фенолды гликозид

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	17
	[M-H]+
	18,16
	C14H18O7
	299,1130
	299,1483
	256.1102, 136.0620
	Пицеозид 
	AS-70P, AS-90tP
AS-90t
	[118]


	Қышқылдар

	10
	[M-H]+
	15.26
	C16H11NO2
	250,0868
	250.1391
	84.0774, 132.0787, 206.1138
	Цинхофен 
	AS-70P,  AS-70t
AS-90P , AS-90tP
AS-90t, AS-K-90
AS-водН
	[117]

	2
	[M-H]-
	2,69
	C6H8O7
	191,0191
	191,0544

	87.0089, 111.0087, 158.8460
	Лимон қышқылы 
	AS-70P,  AS-70t, AS-90P
	[115] 

	22
	[M-H]-
	21,74
	C18H34O5
	329,2328
	329,2330
	80.9642, 201.1124, 329.2330
	9,10,11-тригидрокси-(12Z)- 12-октадецен қышқылы 
	AS-90P, AS-90tP
AS-90t, AS-K-90
AS-X-t, AS-K-x
AS-водН, AS-водК, AS-Lup
	[116]

	20
	[M-H]-
	20.76
	C18H19NO4
	312,1235
	312.1239
	 178.0500, 321.1239, 663.4192
	Ацетилкаранин 
	AS-90P, AS-K-x 
 AS-Lup
	[116]

	25
	[M-H]-
	24,33
	C18H32O4
	311,2222
	311,2230
	98.9353, 249.2243, 311.2230
	Октадецендио қышқылы 
	AS-90tP, AS-90t
AS-K-90, AS-X-t
AS-K-x,AS-водН
AS-водК, AS-Lup
	[116]

	Моносахаридтер

	13
	[M-H]-
	16.57
	C6H12O6
	179,0555
	179,0351
	107.0496, 135.0446, 319.3856
	Фруктоза 
	AS-90t 
	[116]

	Органикалық қосылыстар

	16
	[M-H]+
	17.92
	C7H8N2O
	137,0714
	137,0605
	 43.0191, 55.0202, 121.0596
	N-метил
никотинимид 
	AS-70P, AS-70t
AS-90P, AS-90tP
AS-90t, AS-водН
	[117]

	Ион-иондану түрі (+/-), RT - ұстау уақыты
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	[image: ]Бұл жағдайда лупининнің фрагментациясы дұрыс емес
	Лупининнің фрагментациясы оң иондану режимінде жүреді. Бұл жағдайларда молекулалық ион протондалған молекулалық ионнан [M+H]+ m/z 170.1544 сигнал түрінде анықталады.
Сондай-ақ 152.1467; 137.1234; және 124.1157 нүктелеріндегі MS/MS фрагменттері де тән.


	Анабазиннің MС/MС спектрі №20
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	Лупининнің AS-70Р экстрактындағы MС/MС спектрі 
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	Лупининнің AS-90tР экстрактындағы MС/MС спектрі 
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Сурет 19 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактының құрамындағы кейбір ББҚ MС/MС спектрлері



	[image: ]
	[image: ]

	Рутиннің MС/MС спектрі
	L-валиннің MС/MС спектрі
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	Галл қышқылы MС/MС спектрі
	Кверцетиннің MС/MС спектрі



Сурет 20 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактының құрамындағы кейбір  индивидуалды қосылыстардың MС/MС спектрлері

[image: C:\Users\Aser\Downloads\пж1.png]

3-лупинин; 4-анабазин; 5-аффилидин; 6-гидрокситирозол-4-О-глюкозид; 7-галл қышқылы; 11-сирингин; 12-кверцетин; 15-3-бета-глюкопиранозилокси-2-гидрокси-1-(4-гидрокси-3-метофенил)-пропан-1-он; 17-пицеозид; 18-рутин; 19-4-O-метил-N-метилкоклаурин;
20-ацетилкаранин; 21-оксиакантин; 22-9,10,11-тригидрокси-(12Z)-12-октадецен қышқылы; 23-5-О-метилвисамминол; 24-гингерол; 25- октадецендион қышқылы

Сурет 21 - 280 нм толқын ұзындығында Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактын ЖТСХ/ESI-QTOF-MS/MS әдісі көмегімен алынған хроматограмма
LC-MS талдауынан алынған массалық хроматограммалар үлгілер арасында кейбір көрінетін айырмашылықтарды анықтады. Ұсынылған хроматограммалар фенолдық қосылыстар мен флавоноидтардың талдаудың 13 минутынан кейін анықталатынын, ал қышқылдар мен лупинин алкалоидтарының талдаудың алғашқы минуттарында бағанадан элюцияланатынын, ал гликозидтердің талдаудың ортасында, яғни 14-18 минутта анықталатынын көрсетеді.
Талдау нәтижелері Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің зерттелген экстрактында флавоноидтар мен басқа да фенолдық қосылыстарға, сондай-ақ алкалоидтарға бай екінші реттік метаболиттердің кең ауқымы бар екенін көрсетеді. Лупинин алкалоидтары Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдігінің жер үсті бөлігінің (сабақтары, гүлшоғырлары) және жер асты бөлігінің (тамырлары) барлық экстрактыларында кездеседі. Лупининнің алкалоиды AS-90tP, AS-90t, AS-70P экстрактыларында анықталды, мұнда еріткіш ретінде 70-90% сулы-спирттік ерітінді қолданылады.
Фитохимиялық скрининг нәтижесінде Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактылары бірқатар пайдалы фитохимиялық заттардың көзі болып табылатынын көрсетеді. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті және жер асты бөліктерін зерттеу нәтижесінде қышқылдар, флавоноидтар және олардың гликозидтері, фенол қышқылдары және алкалоидтарды қоса алғанда, 26 қосылыс анықталды (15-кесте). Бұл химиялық қосылыстар барлық жоғары сатыдағы өсімдіктерде жиі кездеседі және қорғаныс рөлін атқарады, бұл өсімдіктің дәрілік қасиеттерге ие болуына мүмкіндік береді. Бұл нәтижелер сонымен қатар Anabasis aphylla және Anabasis setifera фитохимиялық скрининг деректерімен сәйкес келеді.
Экстракттарды салыстырмалы талдау нәтижесінде метаболиттерге (алкалоидтар, флавоноидтар) ең бай органы Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens) жер үсті бөлігі (сабақтары, гүлдері) екені анықталды. Анықталған қосылыстар бұрын Anabasis L. туысының басқа өсімдіктерінде табылған; дегенмен, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының экстрактылары үшін ұсынылған қосылыстардың көпшілігі алғаш рет сипатталған (Қосымша Ж). Зерттеу нәтижелері  [119] журналында жарияланған.

4.3 Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактындағы лупининді сандық анықтау 

ЖТСХ талдауы арқылы Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens негізінде алынған экстракттардың химиялық құрамын зерттеу «Қарағанды медицина университеті» КЕАҚ (Қарағанды қ., Қазақстан) ғылыми-зерттеу орталығының базасында жүргізілді. Лупининнің сандық мөлшерін ҚР МФ I т. 1, 2.2.29 және 2.2 тарауда сипатталған әдіске сәйкес, сондай ақ әдебиет көздердің әдістемелері негізінде жүргізілді [120, 121].
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының құрамындағы лупининді сандық анықтау eкі кaнaлды, УК детектрлі және мacc-cпeктpoмeтpімeн жaбдықтaлғaн Agilent 6130 Infinity (АҚШ)  ЖТСХ хpoмaтoгpaфында изокритикалық режимінде жүpгізілді. Zorbax Eclipse Plus C18 (1,8 мкм) сорбентімен толтырылған 2,1×100 мм аналитикалық баған стационарлық фаза ретінде пайдаланылды: жылжымалы фаза: ацетонитрил-су 1:1 (көлем/көлем), изокритикалық режимде: судағы 2,5% құмырсқа қышқылы және ацетонитрилдегі 2,5% құмырсқа қышқылы 28:72 қатынасында (құмырсқа қышқылы лупинан иондарының шың пішінін жақсартуға және олардың иондануын басуға көмектеседі) [121]. Дайын болған үлгілер ЖТСХ хроматографына енгізілді, әрқайсысына кемінде 5 хроматограмма көлемінде алынады.  Деректерді есептеу Microsoft Excel бағдарламалық құралы арқылы орындалды. Экстракттардың құрамындағы лупинин алкалоидының сандық анықтауы 16-кестеде көрсетілген. Хроматограммалары 22-23 суреттерде көрсетілген.

Кесте 16 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактыларындағы лупинин алкалоидының сандық құрамы

	№
	Экстракт түрі
	Экстракттағы лупининнің 
сандық мөлшері, %

	1
	AS-70P
	0,1769

	2
	AS-90P
	0,0094

	3
	AS-90t
	0,0028

	4
	AS-90tP
	0,0079

	5
	AS-K90
	0,0018

	6
	AS-KX
	0,0075

	7
	AS-XT
	0,0008
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Сурет 22 - Лупинин стандартты үлгінің хроматограммасы 
(=210 нм, 2.347 мин.). Тазалығы 99,14%
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Сурет 23 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens 
экстрактысының (AS-70P) хроматограммасы
 (лупинин - 2.67 мин, =210 нм)

Осылайша, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактысының жерүсті және жерасты бөлігінің құрамында лупинин алкалоидының сандық құрамын зерттеу мақсатында перколяция және мацерация әдісімен экстракттар алынды. Экстракттардың құрамындағы лупинин мөлшері 16-кестеде және 22-23 хроматограммаларда келтірілді. Нәтижесінде, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактысының жерүсті бөлігінде, перколяция әдісімен алынған экстрактарының AS-70P, AS-90P құрамында лупининнің мөлшері басым және 0,1769-0,0098% аралығында.  Ал, жерасты бөлігінде, мацерация әдісімен алынған экстрактарының ASК-90 және AS-КХ құрамында лупинин алкалоидының мөлшері 0,006-0,0018%. Сілтіленген жерүсті бөлігінен алынған экстракттың AS-90tР құрамында лупининнің мөлшері 0,0079% құрайды. Осылайша, лупинин алкалоидын бөліп алу мақсатында, экстрактивті заттардың шығымы және лупининнің сандық мөлшері жоғары болғандықтан, перколяция әдісімен алынған AS-70P экстракт тандалды (Қосымша И). 

4.4 Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының сапа сипаттамаларын жасау

Перколяция әдісімен алынған Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактын стандарттау 5 партияда жүргізілді. Сапа параметрлері ҚР МФ және Еуразиялық экономикалық одақтың Федералдық заңының талаптарына сәйкес анықталды. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының сапа параметрлері 17-кестеде келтірілген.
Кесте 17 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының сапа параметрлері

	Сапа
көрсеткіштері
	Ауытқу нормалары
	Зерттеу
тәсілдері

	Сипаттамасы
	Белгілі бір иісі бар қою, қою жасыл консистенциялы масса
	ҚР МФ т.1, 2.8.8.

	Идентификациясы:
А. Алкалоидтар 

Б.ЖҚХ 

В.ЖТСХ

	A. 2 мл фильтратқа 3 мл Драгендорф реактивін қосқанда қызғылт сары тұнба түзіледі.
Б. Сынақ хроматограммасында лупинин стандартты үлгісінің адсорбция аймағы деңгейінде қызғылт сары дақ көрінуі керек.
В. Сандық анықтау кезінде алынған сынақ ерітіндісінің хроматограммасында негізгі шыңның сақталу уақыты стандартты лупинин үлгісінің хроматограммасындағы лупинин шыңының сақталу уақытымен сәйкес келуі керек.
	Сапалық реакция

ҚР МФ т.1, 2.2.27 

НҚ сәйкес

	Ерігіштік 
	70% этанолда, хлороформда, диметилсульфоксидте, 96% этанолда оңай ериді. Тазартылған суда ішінара ериді. Этилацетатта іс жүзінде ерімейді.
	ҚР МФ т.1, 1.4

	Ауыр металдар 
	Кадмий1.0 мг/кг артық емес, қорғасын -5.0 мг/кг артық емес, сынып - 0.1 мг/кг артық емес,
мышьяк- 1,0 мг/кг артық емес
	ҚР МФ. т.3, 2.4.8, 2.4.2

	Органикалық ерітінділердің қоспалары
	0.5% (этанол) артық емес
	ҚР МФ. т.1, 5.4,  2.2.28

	Құрғақ қалдығы
	70 % кем емес
	ҚР МФ т.1, 2.8.16

	Кептіргендегі масса шығыны
	25 % артық емес
	ҚР МФ т.1, 2.8.17

	Микробиологиялық тазалығы 
	Аэробты микроорганизмдер 1 грамм немесе миллилитрде 105 бактериядан және 104 саңырауқұлақтан көп емес; 103 энтеробактериялар және кейбір басқа грамтеріс бактериялар г немесе мл артық емес; ішек таяқшасының болмауы (1 г немесе 1 мл).
Препарат ҚР МФ, т. 1, 5.1.4, 4В санаты.
	ҚР МФ т.1, 2.6.12, 2.6.13, 5.1.4, Ф ЕАЭС 2.3.1.4

	Алкалоидтардың мөлшерін сандық анықтау лупининге қайта есептелді
	0,1769 % кем емес
	ҚР МФ т.1, 2.2.29

	Орау
	Бұрандалы пластмасса қақпақтармен жабылатын қоңыр түсті шыны құтыларға 10,0 салынды.
	ҚР МФ т.1, 3.2.1 
ҚР МФ  т.1, 3.2.2

	Сақтау
	Температурасы +15°С- +25°С, салыстырмалы ылғалдылық 60±5% аспайтын, құрғақ және жарықтан қорғалған жерде
	НҚ сәйкес 

	Сақтау мерзімі
	24 ай
	НҚ сәйкес 

	Фармакологиялық әсері
	Микробқа қарсы

	НҚ сәйкес


17-Кестеден көрініп тұрғандай, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактын сапа көрсеткіштері бойынша талаптарға сәйкес. 
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті бөлігінен алынған экстрактының тұрақтылығын анықтау «Дәрілік затты өндіруші дәрілік заттардың тұрақтылығын зерттеулерді, оларды сақтау және қайта бақылау мерзімін белгілеуді жүргізу қағидаларын бекіту туралы» Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрінің 2020 жылғы 28 қазандағы № ҚР ДСМ-165/2020 бұйрығы талаптарына сәйкес 24 ай бойы ұзақ мерзімді сынақ әдісімен жүргізілді. 
Ұзақ мерзімді сынақ әдісімен тұрақтылықты анықтау кезінде өсімдік шикізаты 25±2°С температурада, 60±5% ауаның салыстырмалы ылғалдылығында сапалық және сандық анықтау мөлшерлері, микробиологиялық тазалығы белгіленген нормада болды. Негізгі сапалық көрсеткіштер бойынша серияларды бақылау мерзімі 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24 ай, ал микробиологиялық тазалығы бойынша 0 және 24 ай болды. Бақыланатын сапа көрсеткіштерінде айтарлықтай өзгерістер байқалмады.
Осылайша, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының сапа сипаттамалары зерттелді, сондай-ақ нормативтік құжаттың жобасы дайындалды (Қосымша К).

4.5 Ортадан тепкіш үлестіру хроматографиясын пайдалану арқылы белсенді қосылыстарды бөлу 

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактынан биологиялық белсенді қосылыстарды ортадан тепкіш үлестіру хроматографиясы (ОТҮХ) әдісімен бөлу «Люблин медицина университеті» (Люблин қ., Польша) ғылыми-зерттеу орталығының базасында жүргізілді. 

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактын фракциялауға арналған екі фазалы еріткіш құрамын таңдау
Алкалоидтарды бөліп алудың ең қолайлы әдісі ОТҮХ деп санауға болады. Бұл метаболиттер силикагель бетінде адсорбциялануға бейім, ал олардың дәстүрлі бағандардан бөлінуі нашарлайды, бұл бөліп алу процесінің тиімділігін айтарлықтай төмендетеді. Берік тіректің болмауы экономиканың тез қалпына келуіне кепілдік береді. ОТҮХ алкалоидтармен жұмыс істеу бойынша кең ауқымды әдістемелік ұсыныстар ұсынады. Ағын жылдамдығы мен айналу жылдамдығын реттеу - сақталуы тиіс негізгі параметрлер болып есептеледі. Әртүрлі авторлар жүйенің алкалоидтарға қатысты селективтілігін арттыру үшін қолданылатын екі фазалы еріткіш жүйелеріне модификаторларды енгізеді. Котланд және т.б. [122] өз зерттеулерінде тізбекті үздіксіз араластырылған реакторлардағы қышқыл-негіз тепе-теңдігіне және фазааралық масса алмасуына негізделген ОТҮХ моделін қолданды. Бұл модель оңтайландырылған жұмыс жағдайларында үлкенірек ОТҮХ бағанындағы толық бөлінулерді болжау және ОТҮХ пайдаланушысына масштабтау стратегиясында бағыт беру үшін пайдаланылды. Бұл әдістеме ОТҮХ бөлу процесін тиімді жобалауға мүмкіндік береді, процесті масштабтау кезінде сынақ және қателік қажеттілігін азайтады. Сондай-ақ, алкалоидтардың органикалық еріткіштерде және полярлық сұйықтықтарда еріген тұздарда еритін бос негіздер ретінде өмір сүру мүмкіндігін ескере отырып, бай матрицалардан алкалоидтарды алу және оларды әртүрлі химиялық табиғаты бар басқа метаболиттерден бөлу үшін рН-аймақтық тазарту режимі жасалды. Дегенмен, тамақ өнімдерінде қолданылатын сығындыны байыту кезінде күшті қышқылдарды немесе негіздерді қосу күмәнді болуы мүмкін. ОТҮХ әдісінің қосымша артықшылығы - химиялық таза еріткіштерді пайдаланып талдау жүргізу мүмкіндігі, бөлу шығындарын айтарлықтай азайтады және жасыл химия принциптеріне сәйкес келеді. 
Жоғарыда аталған ерекшеліктерге байланысты, бұл әдіс сұйық-сұйық хроматографтарға тән қарапайым масштабтау процедурасын ескере отырып, өсімдік экстрактысынан алкалоидтарды бөліп алу үшін жақсы таңдау болып есептеледі [123].
Алкалоидтарды өсімдік құрамынан бөліп алуға жəне тазалауға арналған ОТҮХ қолдану жөнінде тəжірибелік мəліметтер аз келтірілген. Осы қазіргі кезде кеңінен танылып келе жатқан əдіс алкалоидтарды тіпті сығындылық заттардың аз жиынтығынан сапалы мақсатты өнімді салыстырмалы түрде тез, əрі тиімді алуға мүмкіндік беретін тазалаудың тиімді əдісі болып табылатындығы көрсетілген.
ОТҮХ заттардың тек еріткіштер арасында таратылатынына жорамалданатын механизммен тиімді бөлінуді қамтамасыз ететіндіктен, бөлінетін өсімдіктекті экстрактының да, оның құрамына кіретін заттардың да кереғарлық диапазонына байланысты еріткіштердің хроматографиялық жүйесін дұрыс таңдау аталмыш əдіспен сəтті бөлу негізі болып табылады жəне бөлудің əр нысанына жеке əдісті талап етеді. Алкалоидтарды өсімдік құрамынан тиімді түрде бөліп алу үшін ортаның pH мен ион күшінің қосымша реттелулері қажет екендігі тəжірибелік түрде дəлелденген.
Лупининді бөлу мақсатта өндірістің тиімді және экологиялық таза әдісін жасау үшін заманауи хроматографиялық әдістерді, атап айтқанда, ОТҮХ қолдануды бастадык. ОТҮХ жоғары сапалы қосылыстарды көп мөлшерде бөліп алуға мүмкіндік береді, бұл оны тиімді және оңай коммерцияландырылатын әдіске айналдырады.
ОТҮХ көмегімен сәтті бөлудің негізі хроматографиялық еріткіш жүйесін дұрыс таңдау болғандықтан, жұмыс жоғары сапалы мақсатты өнімнің сандық өнімділігін қамтамасыз ететін оңтайлы еріткіш жүйесін таңдаудан басталды. AS-70P этанолды экстрактынан алкалоидтарды алу үшін ең қолайлы құрамды таңдау мақсатында әртүрлі еріткіш жүйелерін пайдаланып бірқатар сынақтар жүргізілді. Сыналған еріткіш қоспаларына метил-трет-бутил эфирінің (MtBE), бутанолдың, этанолдың, аценотрилдің және судың әртүрлі қатынасы кірді. Содан кейін дайындалған еріткіш қоспаларының әрқайсысына 30 мг экстракт қосылды. Экстракт (30 мг) қоспаларда мұқият ерітіліп, содан кейін жоғарғы және төменгі фазаларға бөлінді (18-кесте).

Кесте 18 - ОТҮХ үшін биологиялық белсенді заттарды бөлуге арналған еріткіштерді таңдау
 
	№
	Еріткіштер жүйесі
	Еріткіштер ара қатынасы
	V, мл
	Фракциялары

	1
	метил-трет-бутил эфирі-су-ТЭА-тұз қышқ.ерт.   
	1:1:1:1
	2,5-2,5-5+5
	№1 жоғ.ф, №2 төм.ф

	2
	гексан-бутанол-этанол-су  
	1:12:6:15
	0,42-1,67-0,83-2,01
	№3 жоғ.ф, №4 төм.ф

	3
	гексан-бутанол-этанол-су   
	1:14:6:15
	0,14-1,94-0,83-2,01
	№5 жоғ.ф, №6 төм.ф

	4
	метил-трет-бутил эфирі-ацетонитрил-бутанол-су  
	2:2:1:5
	1-1-0,5-2,5
	№7 жоғ.ф, жылжым.фаза
№8 төм.ф, стац. фаза

	5
	метил-трет-бутил эфирі-бутанол-ацетонитрил-тұз қышқ.ерт.  
	2:2:1:5
	1-1-0,5-2,5
	№9 жоғ.ф, №10 төм.ф

	6
	гексан-этилацетат-этанол-су  
	1:14:6:15
	2.5-0.5-1-1
	№11 жоғ.ф, №12 төм.ф



Жоғарғы және төменгі фазалардың тең көлемдері ЖТСХ-MS хроматографиясын қолдана отырып бөлек талданды, бұл бізге таралу коэффициентін (k) есептеуге, яғни k=Ж/Т (k=№7/№8) формуласын қолдана отырып, төменгі фазадағы қосылыстың шың ауданын жоғарғы фазадағы (№7, №8) сол қосылыстың шың ауданына бөлуге мүмкіндік берді. Коэффициенттер жетекші компоненттердің жоғарғы және төменгі фазалар арасындағы таралуын көрсетіп, әртүрлі жағдайларда бөлудің ықтимал тиімділігі туралы түсінік берді (24-сурет). Әрбір қосылыс үшін есептелген k мәндері хроматографиялық жағдайларды жоғары қарай жұмыс режиміне қарай таңдауға бағыт берді.
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Сурет 24 - Таралу коэффициентін (k) есептеу, яғни төменгі фазадағы қосылыстың шың ауданын 280 нм-де жоғарғы фазадағы (№7, №8) сол қосылыстың шың ауданына бөлу
AS-70P экстрактын бөлуге арналған екі фазалы жүйе қосылыстардың екі араласпайтын фаза арасындағы таралу коэффициентіне (k) негізделіп таңдалды. Қосылыстардың k мәні ЖТСХ-MS талдауы арқылы бағаланды. Коэффициент әрбір шың үшін есептелді: k = 633/160 = 3,95, сақтау уақыты 14,151 (№7), 14,079 (№8). Идея мақсаты жалпы экстрактыны бағанға бір рет енгізгеннен кейін жоғары тазалықтағы лупинин алу үшін қанағаттанарлық k мәндері бар екі фазалы еріткіш жүйесін құру болды.
Нәтижесінде, №4 үлгі (метил-трет-бутил эфирі-ацетонитрил-бутанол-су  2:2:1:5 v/v/v/v) басқа жүйенің ішіндегі ең жақсы жүйе ретінде таңдалды. Бұл жағдайда негізгі алкалоидтар арасындағы k мәндеріндегі айырмашылықтар ең үлкен болды, бұл оның ең жоғары тиімділігін көрсетеді. Сонымен қатар, еріткіштің тұндыру уақыты қысқа болды, ал жоғарғы және төменгі жүйелердің көлемдері іс жүзінде бірдей болды, бұл жоғары айналу жылдамдықтарында қарсы токтың бөлінуіне кедергі келтірмеді. Осылайша, №4 үлгі AS-70P этанолды экстрактының жер үсті бөлігінен жеке қосылыстарды бөлу үшін оңтайлы еріткіш жүйесі болып анықталды, жүйенің төменгі қабаты жылжымалы фаза ретінде пайдаланылды.

Anabasis salsa өсімдігінің жер үсті бөліктерінің этанолды экстрактынан алкалоидтарды ОТҮХ әдісімен фракциялау
Фракциялау 250 мл тот баспайтын болаттан жасалған бағанмен, ультракүлгін детектормен және фракция жинағышпен жабдықталған гидростатикалық ОТҮХ жүйесі арқылы жүргізілді (Spot CPC, Armen Glider CPC VS.Da.05, Saint-Ave, Франция).
Таңдалған еріткіш жүйесі, MtBE-ACN-BuOH-H2O (2:2:1:5), бөлгіш воронкада дайындалды. Сұйықтықтарды араластырғаннан кейін екі фазалы еріткіш жүйесі тұндырылып, екі бөтелкеге бөлінді.
Бірінші қадам стационарлық фазаны бағанға 20 мл/мин жылдамдықпен 500 айн/мин енгізуді қамтыды. Бөлу: еріткіш жүйесі метилтрет-бутил эфирі- ацетонитрил-бутанол-су (2:2:1:5), 0,6 г экстракт, 50 мл жоғарғы (стационарлық) фаза және 50 мл жылжымалы фаза, 100 мл үлгі хроматографқа енгізілді, УК детекторы 254, 320, 365, 280 нм, ротор жылдамдығы 1200 айн/мин (26-сурет), қос бөлу әдісі - элюирлеу және экструзия:
- элюирлеу - жоғарыдан төмен қарай әдіс (элюенттің жоғарыдан төмен қарай берілуі), жылжымалы фаза - төменгі қабат (полярлы), элюент ағынының жылдамдығы 4 мл/мин, фракциялар әр 1 минут сайын жиналды, 35 фракция жиналды; 
- экструзия - жоғарыдан төмен қарай әдіс (элюенттің жоғарыдан төмен қарай берілуі), жылжымалы фаза - жоғарғы қабат (полярлы емес), элюент ағынының жылдамдығы 20 мл/мин, фракциялар әр 1 минут сайын жиналды, 13 фракция жиналды.
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Сурет 25 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens жер үсті бөліктерінің этанолды экстрактын ОТҮХ

- X осі уақыты (минутпен) ~150-ге дейін;
- Y осі сигналды mAU (миллиабсорбция бірліктерімен) көрсетеді және шығыстағы заттың концентрациясын көрсетеді.
- Қызыл қисық еріткіш градиенті (%, BuOH / ACN).
- Қара және қызғылт сары сызықтар сіңіру деректері (әртүрлі толқын ұзындықтары, 254 және 280 нм).
- 001, 002….025 түрлі-түсті сандары фракциялар болып табылады.
- Фондағы түрлі-түсті жолақтар фракция жинау аймақтары (сынақ түтіктерінде), әрқайсысы белгілі бір шығыс уақытына сәйкес келеді (26-сурет).
Интерпретациясы:
Алғашқы шыңдар (30 минутқа дейін) полярлық фазамен элюирленге жоғары полярлы қосылыстар (қанттар, қышқылдар және т.б.) болуы мүмкін.
Ортаңғы бөлікте (30-90 мин) гидрофобты заттардың көбірек бөлінетін жері, мүмкін флавоноидтар мен орташа полярлылықтағы алкалоидтар.
100 минуттан кейінгі үлкен шың органикалық концентрацияның жоғарылауымен (мысалы, BuOH) элюцияланған негізгі компоненттердің бірі болуы мүмкін.
Лупинин - орташа полярлы алкалоид, 30-90 мин аймағында бөлінуі мүмкін; 006-009 фракциялары ең қарқынды сіңуді көрсетеді. Фракциялар қанық түске ие (қою сары - 006, ашық сары - 007-009 фракциялары), бұл заттардың жоғары концентрациясын көрсетеді. Хроматограмма 022, 024 және 025 фракцияларының шыңының айқын сигналға ие екенін көрсетеді, бұл фракциялардың жеке қосылыстар болуы мүмкін екенін көрсетеді (27-сурет). Алынған фракциялар алдын ала Драгендорф ерітіндісін әзірлеуші ретінде пайдаланып, ЖҚХ көмегімен алкалоидтарға тексерілді (ол алкалоидтар үшін қызғылт сары-қоңыр дақтар байқалды).
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Сурет 26 -  ОТҮХ әдісін қолдана отырып, Anabasis сальса (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактын бөлу арқылы алынған фракциялар (солдан оңға қарай: 001, 002... және 016 фракциялары)
Анализдеу аяқтағаннан кейін, хроматограмманы бақылап, оны пробиркалардағы фракциялармен салыстырғаннан кейін (25 және 26-суреттер), біз ең айқын шыңдары бар фракцияларды таңдадық, атап айтқанда 006, 007, 008, 009, 010, 012, 017, 018, 019, 020, 021, 022, 023, 024, 025 фракциялары. Фракциялар жоғарғы және төменгі фазаларға бөлініп, содан кейін 0,1 мкм тесік өлшемі бар нейлон шприц сүзгісі арқылы автоүлгілеуші құтыларға сүзілді. Фракциялар Eppendorf Concentrator Plus буландырғышын (Гамбург, Германия) пайдаланып кепкенше буландырылды және фракциялардың массасы анықталды (19-кесте).

Кесте 19 - ОТҮХ әдісімен алынған фракциялардың сандық шығымы

	ОТҮХ фракциялары
	Құрғақ қалдық массасы, г

	006-007
008-011
012-016
017-018
019-020
021
022
023
024
025
	0,0004
0,0573
0,1617
0,0034
0,0023
0,0007
0,0001
0,0083
0,0026
0,0046



Фракциялар айналмалы буландырғышта буландырылып, ЖТСХ-MS арқылы анализденді. Бөлу нәтижесінде 67-ден 87%-ға дейін лупинин бар 023, 024 және 025 фракциялары алынды (27, 28-сурет), фракциялар біріктірілді. 
Буландыру және қайта кристалданудан кейін тазалығы 98,06% болатын лупинин бөлініп алынды. Лупининнің шығымы 0,0142 г немесе экстракт массасына негізделген 2,37% (ауада кептірілген шикізатқа негізделген 0,03%) болды. ОТҮХ қолдана отырып, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens (AS-70P) этанолды экстрактынан лупинин алкалоидын бөліп алуға арналған аппараттық схема 29-суретте көрсетілген.
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Сурет 27 - Лупинин мөлшері 67,80% болатын 023 фракциясының хроматограммасы
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Сурет 28 - Лупинин мөлшері 94,75 % болатын 025 фракциясының хроматограммасы
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Сурет 29 - ОТҮХ әдісімен Anabasis salsa (AS-70P) этанолды экстрактынан
лупининді бөліп алу және тазартудың аппаратуралық сызбанұсқасы
Осылайша, ОТҮХ әдісімен бөлу технология екі кезеңнен тұрады:
Бірінші кезең: Armen Glider CPC VS.Da.05 Saint Ave блогын пайдаланып, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens (AS-70P) этанолды экстрактын бөлу.
Хроматография келесі жағдайларда жүргізіледі: 5000 мл ротор, метил-трет-бутил эфирі-ацетонитрил-бутанол-су (2:2:1:5) еріткіш жүйесі, 50 мл стационарлық фазада және 50 мл жылжымалы фазада ерітілген 0,6 г экстракт үлгісі, хроматографқа 20 мл/мин жылжымалы фазаның берілу жылдамдығымен және 500 айн/мин ротор жылдамдығымен енгізілген 100 мл үлгі, енгізілген үлгінің толық бөлінуі 1,5 сағат ішінде жүреді. 280 нм толқын ұзындығында УК анықтау. Фракциялар алынған хроматограммаға сәйкес фракция жинағыш арқылы жиналады. Бөлу нәтижесінде көлемі 50-ден 100 мл-ге дейінгі 30 фракция алынады.
Лупининді фракция (№ 025 фракция) ЖТСХ бойынша 97% тазалықтағы техникалық лупинин алу үшін айналмалы буландырғышта буландырылады.
Екінші кезең: лупининді тазалау.
Құрамында лупинині бар ілеспе заттар этилацетатпен өңделеді. Ілеспе заттар ерігеннен кейін, еріткіш декантацияланады, лупинин қабылдағышта қалады. Алынған лупинин кептіріледі, нәтижесінде тазалығы 98,14% болатын 0,016 г лупинин алынады; шығымы экстракт салмағына байланысты 2,3% құрайды.  
Осылайша, ОТҮХ әдісті қолдана отырып, Anabasis salsa (AS-70P) этанолды экстрактынан лупининді бөліп алу және тазартудың жаңа технологиясы жасалды, бұл тиісті сападағы өнімнің қажетті мөлшерін тұрақты өндіруді қамтамасыз етеді (Қосымша Ж).

Лупинин стандартты үлгісін идентификациялау және сапасын бақылау
Хинолизидинді алкалоид лупинин - біріншілік спирт тобы бар үштік негіз. Оксиальды гидроксиметил тобы бар транс-хинолизидин сақинасы болғандықтан, азот атомының протондануы оның конфигурациясын тран-стан цис-ке өзгертеді. Хинолизидин сақинасының бірігуі гидроксиметил тобын экваториалдық қалыпқа ауыстырады және айналу бұрышының белгісін өзгертеді [112, 124-126].
(-)-Лупинин [(1S,9аR)-1-(гидроксиметил)октагидрохинолизин] (2) - ақ, иіссіз, кристалды ұнтақ, балқу температурасы 67°C-тан 69°C-қа дейін. 
Лупинин молекуласының кеңістіктік құрылымы рентгендік талдау арқылы анықталды. Барлық есептеулер SHELXS-97 бағдарламасын пайдалану арқылы жүргізілді. Лупинин молекуласының атомдық координаттары Кембридж кристаллографиялық деректер орталығына сақталды. Деректер әдебиеттегі деректермен салыстырмалы (30-сурет) [119, 127].
ИҚ-спектрі (, см–1, КBr): 3172 (ОН), 2925, 2848(NCH2), 2764, 1470(-CH2-), 1352, 1339, 1109, 1159, 1041, 871, 746, 651.
УК-спектрі (, нм, lg, ЕtOH): 202 (4,31).

                                   [image: ]

Сурет 30 – Лупинин (2) молекуласының рентген құрылымдық талдауға сәйкес молекуланың кеңістіктік құрылымы 

ЯМР 1Н спектрі (500 МГц, CDCl3, δ, м.ү., J/Гц): 1.24 (1Н, с, Н-1), 1.78 (1Н, д.м., J=14.0, Н-2α), 1.36 (1Н, т.м., J=14.0, Н-2β), 2.35 (1Н, т.д., J=14.5, Н-3α), 1.36 (1Н, д.м., J=14.5, Н-3β), 2.58 (1Н, дд., J=4.4,  Н-4α), 1.76 (1Н, ддд., J=12.9, Н-4β), 2.52 (1Н, ддд., J=3.6,  Н-6α), 1.36 (1Н, т.д., J=12.0, Н-6β), 1.42 (1Н, к.т., J=12.8, Н-7α), 1.34 (1Н, д., J=3.6, Н-7β), 1.58 (1Н, д.мульт., J=3.0, Н-8α), 1.05 (1Н, к.т., J=12.9, Н-8β), 1.73 (1Н, т.д., J=12.8, Н-9α), 1.26 (1Н, дд., J=3.6,  Н-9β), 1.80 (1Н, д.т., J=11.0, Н-10), 3.80 (1Н, д.д., J=1.9, Н-11-R), 4.22 (1Н, д.д., J=4.9,  Н-11-S).
ЯМР 13C спектрі (300 МГц, CDCl3, δ, м.ү.): 39.3 (C-1), 31.1 (С-2), 23.0 (С-3), 57.4 (С-4), 57.3 (С-6), 25.9 (С-7), 25.1 (С-8), 29.9 (С-9), 65.0 (С-10), 65.2 (С-11).
Масс-спектрі, m/z (Irel, %): 152 (100), 138.1 (77), 124.1 (19), 97.0 (50). Табылғаны, m/z: 169.1461 [M]+. C10H19NO. Есептелгені, m/z: 169.1470. 
Лупининнің құрылымы ИҚ және УК спектрофотометриясы, масс-, ЯМР спектрометриясы, рентгендік құрылымдық талдау және элементтік талдау негізінде анықталды. Деректер әдебиеттегі деректермен салыстырмалы [119, 127].
Лупинин, аксиальды гидроксиметил тобы бар транс-хинолизидин сақинасына ие, йодометилдеу кезіде хинолизидин сақинасының цис-түйісінде конфигурациясы өзгереді, яғни оксиметил тобы экзаториалдық қалыпқа ауысады және айналу бұрышының белгісі (-)-тен (+)-ке өзгереді. (+)-Эпилупининнің лупининнен транс-хинолизидин сақинасындағы гидроксиметил тобы экваториалды орналасқан және айналу бұрышының (+) белгісіне ие болуымен ерекшеленеді [128].
Лупинин алкалоидының сапа көршеткіштері
Лупинин субстанциясын сапасын реттейтін нормативтік құжат қажет болғандықтан, ҚР МФ талаптарына сәйкес 3 партияның талдау нәтижелері негізінде нормативтік құжаттың жобасы әзірленді (20-кесте). Еуразиялық экономикалық комиссия Алқасының 2021 жылғы 7 желтоқсандағы № 169 «Өсімдік тектес фармацевтикалық заттар мен өсімдік тектес дәрілік заттардың тұрақтылығын зерттеу талаптарын бекіту туралы» шешімі және Еуразиялық экономикалық комиссия Алқасының 2022 жылғы 4 қазандағы № 137 «Дәрілік заттың сапасы бойынша нормативтік құжатты әзірлеу жөніндегі нұсқаулықты бекіту туралы» шешіміне сәйкес.

Кесте 20 - Лупинин субстанциясының сапа спецификациясы

	Сапа көрсеткіші
	Ауытқу нормалары
	Зерттеу әдістері

	1
	2
	3

	Сипаттамасы
	Ақ кристалды ұнтақ, иіссіз
	ҚР МФ, т. 1.
«Субстанциялар» жалпы мақала

	Ерігіштігі
	96 % этанолда, суда ериді, хлороформда, метанолда, диметилформамидте жақсы ериді  
	ҚР МФ, т. 1,  1.4

	Сәйкестендіру:
- лупинин    субстанциясы 

	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3172 (ОН), 2925, 2848 (NCH2), 2764, 1470 (-CH2-), 1352, 1339, 1109, 1159, 1041, 871, 746 и 651см-1. 
УК спектрі: (202±2) нм (96% этанол).
	ИҚ-спектроскопия, 
ҚР МФ, т. 1, 2.2.24

УК-спектрофотометрия, 
ҚР МФ, т. 1, 2.2.25 

	Балқу температусы
	 67-69С.
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.14

	Айналу бұрышы 
	 [α]20D – 19 (этанол)
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.7

	Ерітіндісінің 
сапалық 
көрсеткіштері: 
мөлдірлігі
	Субстанция ерітіндісін сумен салыстырғанда мөлдір болуы тиіс немесе опалесценция дәрежесі І  салыстыру суспензиясынан аспауы керек
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1

	Түсі
	Субстанция ерітіндісінің түсі Y1 салыстыру ерітіндісінен интенсивті болмауы тиіс
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.2

	рН 
	Субстанция ерітіндісінің рН мәні 9,5-10 аралығында болуы тиіс
	ҚР МФ т.1,  2.2.3

	Бөгде қоспалар
	1,0 % артық емес 
	ЖТСХ,
ҚР МФ, т. 1, 2.2.29

	Кептіргендегі масса шығыны
	0,5% артық емес
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32

	Микробиология-лық тазалығы
	 Субстанция ҚР МФ т. 1, 5.1.4 сәйкес, 4 В санаты талаптарына сәйкес келуі тиіс. 
	ҚР МФ, т. 1, 2.6.12, 2.6.13 

	Сандық талдау
	 98,0 % кем емес
	НҚ сәйкес

	Фармакология-лық әсері
	 Микробқа қарсы
	НҚ сәйкес

	Орамдау
	МЕСТ 30288-95 сәйкес винт мойынды сәуле өткізбейтін шыны бөтелкеге субстанцияны салып, 6-09-5311-87 ТЖ сәйкес қақпақпен жабылуы керек. Ыдыстарды сыртынан МЕМСТ 4665-62 сйкес сәуле өткізбейтін қағазбен орайды. Бөтелкелерге таңбаланған этикеткаларды жабыстырады.
	НҚ сәйкес

	Таңбалау
	Жапсырмада өндіруші елді, өндіруші кәсіпорынды, оның мекен жайын, субстанция атауын қазақ, орыс және латын тілдерінде, субстанция массасын, серия номерін, өндірілген мерзімін, жарамдылық мерзімін және сақтау жағдайларын көрсетеді. Тасымалдаушы таңбалау ГОСТ 14192-96 сәйкес жүргізіледі.
	НҚ сәйкес


20 - кестенің жалғасы

	1
	2
	3

	Тасымалдау 
	МЕМСТ 17768-90 сәйкес
	МЕМСТ 17768-90

	Сақтау  
	Температура 250С аспауы керек   
	НҚ сәйкес

	Сақтау мерзімі  
	24 ай 
	НҚ сәйкес



Осылайша, дәрілік заттардың сапасын бақылау үшін қолданылатын стандартты үлгі ретінде лупинин субстанциясын алу технологиясы әзірленіп нормативтік құжаттың жобасы жасалды (Қосымша Л).

4.6 Лупинин алкалоиды негізінде потенциалды биологиялық белсенді 1,2,3-үшазол туындыларын синтездеу

Белгілі болғандай, химиялық модификациялау биологиялық белсенді заттарды алу немесе бастапқы қосылыстың белсенділігін арттыру үшін қолданылуы мүмкін. Сондықтан жаңа биологиялық белсенді заттарды алу үшін лупинин негізінде химиялық түрлендірулер жүргізілді.
Фармакологиялық зерттеулерге сәйкес, лупинин бактерицидтік және седативтік белсенділік көрсетеді, сонымен қатар қысқа мерзімді антигельминттік және гипотензивтік қасиеттерге ие. Оның белгілі туындыларының ішінде эфирлері ең көп зерттелген, олар түрлі тұмауларға, қатерлі ісікке қарсы және гепатопротекторлық белсенділікке ие. Бірқатар лупинин эфирлері жергілікті анестетикалық әсерді, сондай-ақ көкжөтелге қарсы және холинестеразаға белсенділікті көрсетті. Лупининге және оның жаңа туындыларына деген қызығушылық шексіз. Лупининнің құрылысын түрлендірудің және тиімді бағыттарының бірі оның ықтимал биобелсенді үшазолды туындыларын алу болып табылады. Осылайша, лупинин алкалоидының ықтимал биобелсенді үшазол туындыларын түрлендірудің ыңғайлы әдістерін іздестіру және өңдеу биоорганикалық химия мен фармакологияда маңызды өзекті мәселенің бірі деп атауға болады [129-134].  Бөлініп алынған лупинин негізінде 1,2,3-үшазол туынды қосылысын алу және кейіннен фармацевтикалық мақсаттарда затты өндіру технологиясын әзірлеу дәрілік заттарды өндірудегі маңызды міндеттердің бірі болып қарастырылады. Ұсынылған зерттеу жұмыстың жалғасы болып табылады.
Лупинин алкалоидынан алынған екі орынбасарлы 1H-1,2,3-үшазол туындыларының синтезі және олардың құрылымдық сипаттамаларына жүргізілген зерттеулердің нәтижелері ұсынылған. Лупинин алкалоидының химиялық трансформациясы хинолизин қаңқасының С-1 жағдайда орналасқан гидроксиметилен тобы бойынша жүзеге асырылды. Реакциялар үш кезеңде әр түрлі еріткіштерде жүргізілді. Лупининнің метансульфохлоридпен үшэтиламиннің қатысуымен өзара әрекеттесуі кезінде жоғары шығымдылықпен лупининнің мезилаты оңай түзілетіні көрсетілді. Осы қосылысты диметилформамид ерітіндісінде натрий азидімен ары қарай қыздырып өңдеу нәтижесінде жоғары шығыммен лупинин азидінің түзілуі жүреді. Жаңа азидтің мыс купоросының сулы және натрий аскорбаты қатысуымен диметилформамид ерітіндісінде әртүрлі сипаттағы функционалды орынбасылған ароматты алкиндермен өзара әрекеттесуі кезінде оларға сәйкес 4-орынбасылған лупининнің үшазолды туындыларының түзілуі мүмкін екендігі анықталды. Лупининнің үшазолды циклінің негізінде С-4 жағдайында орынбасылған ароматты жаңа туындылары синтезделді. 
Лупинин (2) молекуласының метансульфонилхлоридпен (2 экв.) салқындатылған кезде метиленхлоридтегі триэтиламиннің (3 экв.) қатысуымен әрекеттесуі (1R,9aR)-октагидро-1Н-хинолизин-1-ил)метилметансульфонаттың (14) түзілуіне әкеледі. Шығымы 93%. Синтезделген аралық қосылысты NaN3-пен ДМФА еріткішінде қыздыру кезінде шығымы 83% құрайтын 1-(азидометил)октагидро-1Н-хинолизин (15) түзіледі (31-сурет).


[image: ]
           (2)                                      (14)                                     (15)

 [image: ]
        
[image: ]

Сурет 31 – Лупининнің 1,2,3-үшазолды қосылыстардың синтезі
1-(азидометил)октагидро-1H-хинолизиннің (15) әртүрлі арилалкиндермен өзара әрекеттесулері ДМФА ортасында мыс купоросы және натрийдің аскорбаты қатысында 75°С температурада қыздыру арқылы жүзеге асырылды. Бұл реакция Сu1 катализаторлық әсерімен 1,3-диполяры қосылу механизмі бойынша жүреді. Тиісінше, 1,2,3-үшазол цикллінің C-4 жағдайындағы арил-орынбасылған лупининнің үшазолды туындылары (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (Lup-43)   (16), {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат (Lup-41) (17) қосылыстары алынды. Қосылыстар рентгендік дифракция арқылы дәлелденді (32, 33-суретер) [135].


                             [image: ]   

Сурет 32 - (16) қосылыстың рентгендік құрылымдық талдауға сәйкес молекуланың кеңістіктік құрылымы 
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Сурет 33 - (17) қосылыстың рентгендік құрылымдық талдауға сәйкес молекуланың кеңістіктік құрылымы 

Синтезделген қосылыстардың құрамы мен құрылымы ИҚ-, ЯМР 1Н- және 13С-спектроскопия және масс-спектрометрия әдістерімен дәлелденілді. Лупинин азидінің (15) құрылысында орынбасылған N3-тобының болуы ИҚ спектрінің мәлімдемелерімен анықталды (2096 см-1 аймағында азид тобының валенттік тербелістеріне сәйкес келетін қарқынды сіңіру жолағы байқалды).
Синтезделген 1,2,3-үшазолды қосылыстардың ЯМР 1Н- және 13C-спектрлерінде хинолизин қаңқасына тән және тиісті орынбасылған фунционалды топтарға қатысты сигналдар жиынтығы кездеседі. Күшті өріс аймағында (δ 1.17-1.70 м.ү.) интегралдық қарқындылығы 8Н болатын кең мультиплеттік сигналдар орналасқан, олардың құрамына осьтік және экваторлық бағыттағы лупинин қаңқасының протондары (Н-2a,e,8a,e,9a,e,3a,7a) кіреді. Мультиплет сигналы (δ 1.70-1.92 м.ү.) экваторлық бағытталған H-3,7 протондарына қатысты. Әрі қарай 4,6 (δ 1.88-2.08 м.ү.) аксиальді протондар, 9а (δ 2.05 2.18 м.ү) түйіндік протондар және С-1 (δ 2.18 2.30 м.ү) протондары резонанс тудырады. 4,6 Экваторлық бағыттағы протондар (δ 2.80-2.88 м.ү.) аймақтағы мультиплетпен ұсынылған. Н-10 метилен тобының протондары δ 4.51-4.65 м.ү. аймағында екі дублет-дублет түрінде резонанстық жағдайға әкеледі. Қосылыстардың ЯМР 1H спектріндегі түзілген 1,2,3-үшазолдық циклдардың протонына δ 7.37-7.71 м.ү. аймағында орналасқан синглетті сигнал жауап береді. ЯМР 13C спектріндегі үшазол циклінің көміртегі атомдары сәйкесінше 119.3 122.4 м.ү. (С-5) және 146.2-156.8 м.ү. (С-4) дублет және синглет түрінде байқалады (спектрлер JMOD режимінде жазылды). Бұл мәлімдемелер СuAС реакциялар нәтижесінде 1,4-орынбасылған 1H-1,2,3 үшазолдардың түзілуін растайды.
Синтезделген қосылыстардың масс-спектрінде әр түрлі қарқындылықтағы молекулалық иондардың шыңдары кездеседі. Үшазолды туындылардың спектрлерінде молекуланың хинолизидинді қаңқасының С-10 атомы арқылы бөлінуіне сәйкес келетін С10H17N (150-151 ш.б.) фрагментті иондарының шыңдары сипатталған.
Лупининнің ((1R,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-илметил) метансульфонат (14) туындысын синтездеу:
CH2Cl2 (600 мл) ерітіндісіндегі лупинин (2) (10,0 г, 59,08 ммоль) және триэтиламиннің (23,91 г, 236,32 ммоль) мұзбен салқындатылған ерітіндісіне 60 мл CH2Cl2 ерітіндісіндегі метансульфонилхлоридтің (13,53 г, 118,16 ммоль) ерітіндісі тамшылатып қосылды. Реакциялық қоспа 0°C дейін салқындағаннан кейін 40 минут және бөлме температурасында 8 сағат бойы араластырылды (реакция жүру барысы ЖҚХ әдісімен бақыланды), содан кейін натрий хлоридінің қаныққан ерітіндісімен (2×60 мл) жуылды, сусыз MgSO4 кептірілді, кептіргіш агент сүзіліп, еріткіш вакуумда айдалды. Қосылыс  флеш бағанасында силикагель сорбентімен хроматографияланды (еріткіштер хлороформ, хлороформ-этанол, 50:1). Шығымы 9,3 г (93%). Ақ кристалды зат, балқу температурасы 57-58°C (эфирде). [α]D20 - 21.6 (с 1.4, СHCl3). 
Лупининнің 1-(Азидометил)октагидро-1H-хинолизин (15) туындысын синтездеу:
 (2) қосылыстың (6,0 г, 24,25 ммоль) және 4,93 г (75,92 ммоль) натрий азидінің ДМФА (100 мл) қоспасы 75°C температурада 8 сағат бойы араластырылды (реакция жүру барысы ЖҚХ әдісімен бақыланды). Реакция қоспасы еріткіштің буландырғышта булануы үшін Петри ыдысына құйылды. Қалдық CH2Cl2-де ерітілді, натрий хлоридінің қаныққан ерітіндісімен жуылды, сусыз MgSO4 кептірілді, кептіргіш агент сүзгіден өткізілді, еріткіш вакуумда дистилденді және қосылыс флеш бағанасында силикагель сорбентімен хроматографияланды (элюент: хлороформ-этанол, 50:1). Шығымы 5,0 г (83,3%). Ашық сары, майлы жылжымалы сұйық зат. [α]D20 -29,85 (c 2.4, СHCl3).
Лупининнің (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (16) (Lup-43) туындысын синтездеу:
100 мл ДМФА еріткішінде 4,0 г (20,65 ммоль) лупининнің азиді (15) ерітіліп, функционалды орынбасылған ароматты ацетилен 4-бензилокси-3-метоксифенилацетилен 0,257 г (1,03 ммоль), мыс купоросы (СuSO4×5Н2О) 0,204 г (1,03 ммоль) және натрийдің аскорбаты 0.026 г (0.135 ммоль) қосылып 75°С температурада қыздыру жағдайында 7-8 сағат араластырылды (реакция жүру барысы ЖҚХ әдісімен бақыланды). Салқындату жағдайында түзілген тұнба сүзіліп алынды, содан кейін гексан еріткішімен жуылып, кептіріліп, (16) үшазолы алынды. Түзілген (16) үшазол препаративті таза алу мақсатында флеш бағанасында силикагель сорбентімен хроматографияланды (элюент: трихлорметан, трихлорметан: этил спирті, 100:1→10:1). Шығымы 3,0 г (75%). Ақ-сарғыш ұнтақты зат, балқу т. 152-153°С. [α]D25 - 15.1 (с 1.2, СHCl3). 
Лупининнің {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат (17) туындысының синтезі (Lup-41)
45 мл ДМФА еріткішінде 3,0 г (15,80 ммоль) лупининнің азиді (15) ерітіліп, функционалды орынбасылған ароматты ацетилен проп-2-инил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаты 0,193 г (0,774 ммоль), мыс купоросы (СuSO4×5Н2О) 0,153 г (0,774 ммоль) және натрийдің аскорбаты 0.018 г (0.126 ммоль) қосылып 75°С температурада қыздыру жағдайында 7-8 сағат араластырылды (реакция жүру барысы ЖҚХ әдісімен бақыланды). Салқындату кезінде түзілген тұнба сүзіліп алынды, содан кейін гексан еріткішімен жуылып, кептіріліп, (17) үшазол қосылысы алынды. Түзілген (5) қосылыс үшазол препаративті таза алу мақсатында флеш бағанасында силикагел сорбентімен хроматографияланды (элюент: хлороформ, хлороформ: этил спирті, 100:1→10:1). Шығымы 2,46 г (82%). Ақ ұнтақты зат, балқу т. 89-91°С. [α]D20 –11.9° (с 1.3, СHCl3).

4.6.1 Лупинин туындыларының құрылысын физика-химиялық әдістермен зерттеу 

((1R,9aR)-Октагидро-2H-хинолизин-1-илметил)метансульфонаттың құрылымын құру (14)
ИҚ спектрі (KBr), ν, см–1: 1184, 1336 (ОSO2), 2740, 2757, 2798 (хинолизидинді сақина). 
ЯМР 1Н спектрі (400 МГц, CDCl3), δ, м. ү. (J, Гц): 1.12–1.26 (1Н, м, Н-2а); 1.28–1.51 (5Н, м, Н-2е,8а,8е,3а,7а); 1.54 (1Н, м, Н-9а); 1.59–1.77 (2Н, м, Н-3е,7е); 1.84–2.02 (5Н, м, Н-1,4а,6а,9е,9а); 2.73–2.80 (2Н, м, Н-4е,6е); 2.97 (3Н, с, СН3); 4.37 (1Н, дд, J = 10.6, J = 9.8, , СН2-10); 4.47 (1Н, дд, J = 10.6, J = 5.3, , СН2-10). 
ЯМР 13C спектрі (101 МГц, CDCl3), δ, м. д.: 20.6 (С-3); 24.7; 25.4 C-7,8); 26.3 (С-2); 29.8 (С-9); 37.0 (СН3); 38.0 (С-1); 56.8; 57.1 (С-4,6); 64.0 (С-9а); 69.5 (С-10). 
Масс-спектрі, m/z (%): 248 (1), 247 (7), 153 (10), 152 (100), 150 (3), 98 (6). Табылғаны, m/z: 247.1238 [M]+. C11H21NO3S. Есептелгені, m/z: 247.1237. 
1-(Азидометил)октагидро-1H-хинолизин туындысының (15) құрылымын құру:
ИҚ спектрі, ν, см–1: 1269, 2096 (N≡N), 2744, 2762, 2804 (хинолизидин).
ЯМР 1Н спектрі (400 МГц, CDCl3), δ, м. ү. (J, Гц): 1.12–1.26 (1Н, м, Н-2а); 1.30–1.57 (6Н, м, Н-8а,8е,9a,9e,3а,7а); 1.58–1.76 (3Н, м, H-2e,3е,7е); 1.80–1.99 (4Н, м, Н-1,4а,6а,9а); 2.72-2.82 (2Н, м, Н-4е,6е); 3.42 (1Н, дд, J = 12.6, J = 9.6, СН2-10); 3.54 (1Н, дд, J = 12.6, J = 5.3, СН2-10). 
ЯМР 13C спектрі (125 МГц, CDCl3), δ, м. ү.: 20.7 (С-3); 24.9 (C-8); 25.4 (C-7); 27.3 (С-2); 29.6 (С-9); 38.2 (С-1); 50.4 (C-10); 56.8; 57.2 (С-4,6); 64.3 (С-9а).
Масс-спектрі, m/z (Iотн, %): 194 (2), 153 (10), 152 (100), 137 (7), 136 (5), 98 (12), 84 (7), 83 (9), 82 (6), 55 (10), 41 (14). Табылғаны, m/z: 194.1528 [M]+. C10H18N4. Есептелгені, m/z: 194.1526.
(1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил} метил)октагидро-2H-хинолизин (16) туындысының құрылымын құру (Lup-43):
ИҚ спектрі, ν, см–1: 3112 (С=С), 2098 азид тобының созылу тербелістеріне сәйкес келеді (N=N), 2759, 2858 (хинолизидинді сақина), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1610 (С=С), 1585 (С=N), 1222, 1232 (С–О), 1132, 1053, 846, 788, 740, 694 (34 сурет а).
Қосылыстың УК спектрі 210 және 258 нм толқын ұзындықтарында жұтылу максимумына ие, бұл ароматты гетероциклмен конъюгацияланған хинолизидин сақинасына тән (34 сурет ә).
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           а) ИҚ-спектрі                                                      ә) УК-спектрі

Сурет 34 - (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин қосылысының ИҚ-, УК-спектрі 

ЯМР 1Н спектрі (500 МГц, CDCl3), δ, м. д. (J, Гц): 1.18-1.29 (3Н, м, Н-2e-СН2 экв., 2а, 8a-СН2 акс.); 1.38-1.62 (5Н, м, Н-8е,9e-СН2 экв.,3а,7а,9a-СН2 акс.); 1.78-1.82 (2Н, м, Н-3е, 7е-СН2 экв.); 1.92-1.99 (2Н, м, Н-4а,6а-СН2 акс.); 2.11 (1Н, м, Н-9а-СН), 2.27 (1H, м, 1-СН); 2.80–2.86 (2Н, м, Н-4е,6е-СН2 экв.); 3.95 (3Н, с, OСН3 при C-3ʹʹ Ar); 4.55 (1Н, дд, J = 13.8, J = 5.5, Н-10); 4.61 (1Н, дд, J = 13.8, J = 12.1, Н-10); 5.16 (2Н, с, ОСН2); 6.86 (1Н, д, J = 8.3, Н-5ʹʹ Ar);  7.16 (1Н, дд, J = 8.3, J = 2.0, Н-6ʹʹ Ar); 7.27–7.34 (1Н, м, С6Н5, Н-р); 7.31–7.37 (2Н, м, С6Н5, Н-m);  7.38–7.44 (1Н, м, С6Н5, Н-о); 7.50 (1Н, д, J = 2.0, H-2ʹʹ); 7.62 (1Н, с, Н-5ʹ үшазол) (35 сурет). 
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Сурет 35 - (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизиннің ЯМР 1Н спектрі (Lup-43)

ЯМР 13C спектрі (125 МГц, CDCl3), δ, м. д.: 20.4 (С-3); 24.65 (С-8); 25.27 (С-7); 26.1 (С-2); 29.5 (С-9); 39.1 (С-1); 48.5 (С-10); 55.9 (OСН3); 56.7; 57.1 (С-4,6); 64.2 (С-9а); 70.9 (ОСН2); 109.3 (C-2ʹʹAr); 114.1 (C-5ʹʹAr); 117.9 (С-6ʹʹAr); 119.5 (С-5ʹ үшазол); 124.2 (C-1ʹʹAr); 127.2 (C-2ʹʹʹ,6ʹʹʹ); 127.7 (C-4ʹʹʹ); 128.4 (С-3ʹʹʹ,5ʹʹʹ); 136.9 (С-1ʹʹʹ); 147.3 (C-4ʹ); 147.9 (С=4ʹʹ); 149.9 (С-3ʹʹ) (36 сурет).
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Сурет 36 - (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизиннің ЯМР 13С спектрі (Lup-43)

Масс-спектрі, m/z (Iотн, %): 434 [M+H]+ (2), 433 (12), 432 (41), 313 (18), 258 (15), 152 (50), 151 (52), 150 (38), 136 (17), 91 (100). Табылғаны, m/z: 432.2519 [M]+. C26H32N4О2. Есептелгені, m/z: 432.2520 (37 сурет).
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Сурет 37 - (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизиннің масс-спектрі (Lup-43)

{1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаттың құрылымын құру (17) (Lup-41):
ИҚ спектрі, ν, см–1: 3417 (ОН), 3122 (С=С), 2098 (N=N), 2759, 2875 (хинолизинді сақина), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1436 (-CH2-), 1672 (С=О), 1558 (С=N), 1201 (С–О), 1122, 1051, 890, 800, 752, 727, 698 (37 сурет а).
Бұл қосылыстың УК спектрі 214, 247 және 322 нм толқын ұзындықтарында жұтылу максимумына ие, бұл ароматты гетероциклмен конъюгацияланған хинолизидин сақинасына тән (38 сурет ә).
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           а) ИҚ-спектрі                                                   ә) УК-спектрі

Сурет 38 - {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат қосылысының 
ИҚ-, УК-спектрі 

Масс-спектрі, m/z (Iотн, %): 456 [M+H]+ (2), 455 (11), 454 [M]+ (36), 312 (12), 205 (26), 189 (44), 175 (17), 152 (65), 151 (100), 150 (48), 138 (20), 136 (33), 98 (14), 96 (16), 83 (18), 41 (13). Табылғаны, m/z: 454.2942 [M]+, C26H38N4О3. Есептелгені, m/z: 454.2938 (39 сурет).
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Сурет 39 - {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаттың масс-спектрі 

ЯМР 1Н спектрі, δ, м.д. (J, Гц): 1.16 (3Н, т, J=7.4, СН3); 1.20–1.29 (3Н, м, 2-СН2 экв., 2,8-СН2 акс.); 1.38 (9Н, с, C(CH3)3); 1.40–1.62 (5Н, м, 3,7,9-СН2 акс., 8,9-СН2 экв.); 1.74–1.91 (2Н, м, 3,7-СН2 экв.); 1.92–2.08 (2Н, м, 4,6-СН2 акс.); 2.09–2.19 (1Н, м, 9a-CH); 2.19–2.29 (1H, м, 1-CH); 2.51 (2Н, к, J=7.4, СН2); 2.82–2.91 (2Н, м, 4,6-СН2 экв.); 4.51–4.66 (2Н, м, 10-CH2); 5.46 (2Н, с, ОСН2); 7.25 (1Н, д, J=1.8, Н-4 Ar); 7.52 (1Н, д, J=1.8, Н-6 Ar); 7.64 (1Н, с, Н-5 үшазол); 11.20 (1H, c, OH) (39 сурет).
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Сурет 40 - {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат қосылысының 
ЯМР 1Н спектрі 

ЯМР 13C спектрі, δ, м.д.: 15.7 (CH3); 20.3 (С-3); 24.6 (С-8); 25.2 (С-7); 26.1 (С-2); 28.8 (CH2); 29.2 (C(CH3)3); 29.5 (С-9); 34.8 (C(CH3)3); 39.0 (С-1); 48.6 (С-10); 56.8 (С-4(6)); 57.1 (С-6(4)); 58.0 (OCH2); 64.2 (С-9а); 111.4 (C-1 Ar); 124.7 (С-5 үшазол); 126.2 (C-6 Ar); 133.1 (С-4 Ar); 133.6 (C-5 Ar); 137.5 (C-3 Ar); 142.1 (C-4 үшазол); 159.2 (С-2 Ar); 170.9 (С=С) (41 сурет).
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Сурет 41 - {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат қосылысының 
ЯМР 13С спектрі 

Осылайша, синтезделген лупининнің жаңа қосылыстардың құрылыстары ИК-, УФ-, ЯМР 1H-, 13С спектроскопия және масс-спектрометрия әдістері мен дәлелденілді.

4.7 Лупининнің (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (Lup-43) субстанциясынының сапа көрсеткіштерін зерттеу

Lup-43 субстанциясын стандарттау мақсатында ҚР МФ және «Дәрілік заттарды өндіруші әзірлеген және дәрілік заттарға сараптама кезінде дәрілік заттардың сапасы жөніндегі нормативтік құжатты мемлекеттік сараптама ұйымымен келісу қағидаларын бекіту туралы» Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрінің 2021 жылғы 16 ақпандағы № ҚР ДСМ-20 бұйрығының талаптарына сәйкес AIP-2 субстанциясы бойынша нормативтік құжаттамаға енгізілген сапа көрсеткіштерінің тізбесін қамтитын сапа спецификациясы әзірленді және бекітілді (21-кесте). 




Кесте 21 - Lup-43 субстанциясының сапа спецификациясы

	Сапа көрсеткіштері
	Ауытқу нормалары
	Зерттеу әдістері

	1
	2
	3

	Сипаттамасы
	Ақшыл-сарғыш түсті ұнтақ, иіссіз 
	ҚР МФ, т.1, 
«Субстанциялар» 
жалпы мақала

	Ерігіштігі
	96 % этанолда, хлороформда, диметилформамидте жақсы ериді, суда іс жүзінде ерімейді
	ҚР МФ, т.1, 1.4

	Сәйкестендіру:
- Lup-43
субстанциясы




	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3112 (С=С), 2098 азид тобының созылу тербелістеріне сәйкес келеді (N=N), 2759, 2858 (хинолизидинді сақина), 2802 (NCH2 кеңейтілген), 1610 (С=С), 1585 (С=N), 1222, 1232 (С–О), 1132, 1053, 846, 788, 740, 694 см-1. 
УК спектрі: 210±2 нм, 258±2 нм (96% этанол).
	Инфрақызыл
спектрометрия, 
ҚР МФ, т.1, 2.2.24



Ультра күлгін
спектрофотометрия, 
ҚР МФ, т. 1, 2.2.25 

	Балқу
температусы
	 152 -154 С.
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.14

	Айналу бұрышы
	 [α]D20 - 15.1 (с 1.2, хлф)
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.7

	Ерітіндісінің 
сапалық 
көрсеткіштері: 
мөлдірлігі
	Субстанция ерітіндісін сумен салыстырғанда мөлдір болуы тиіс немесе опалесценция дәрежесі І  салыстыру суспензиясынан аспауы керек
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1

	Түсі
	Субстанция ерітіндісінің түсі Y1 салыстыру ерітіндісінен интенсивті болмауы тиіс
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.2

	рН 
	Субстанция ерітіндісінің рН мәні 5,5-6 аралығында болуы тиіс
	ҚР МФ т.1,  2.2.3

	Бөгде қоспалар
	0,5 % артық емес 
	ЖТСХ,
ҚР МФ, т. 1, 2.2.29

	Сандық талдау
	 98,0 % кем емес
	НҚ сәйкес

	Кептіргендегі
масса шығыны
	0,5% артық емес. 1 г субстанцияны кептіргіш шкафта 100-1050С
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32

	Микробиология-  
лық тазалығы
	Субстанция ҚР МФ І, т. 1, 5.1.4, 3В категория талаптарына сәйкес келуі тиіс.
Өмір сүруге бейім аэробты микроағзалардың жалпы саны 1 г субстанцияда 102 көп емес, 1 г субстанцияда Escherichia сoli мен Salmonella болмауы тиіс.
	ҚР МФ, т. 1, 2.6.12, 2.6.13

	Жалпы күл
	1,0 % артық емес
	ҚР МФ, т. 1, 2.4.16

	Фармакология-лық әсері
	 Микробқа қарсы, АХЭ әсері бар
	НҚ сәйкес

	Орамдау
	МЕСТ 30288-95 сәйкес винт мойынды сәуле өткізбейтін шыны бөтелкеге субстанцияны салып, 6-09-5311-87 ТЖ сәйкес қақпақпен жабылуы керек. Ыдыстарды сыртынан МЕМСТ 4665-62 сйкес сәуле өткізбейтін қағазбен орайды. Бөтелкелерге таңбаланған этикеткаларды жабыстырады.
	НҚ сәйкес


21 - кестенің жалғасы

	1
	2
	3

	Таңбалау
	Жапсырмада өндіруші елді, өндіруші кәсіпорынды, оның мекен жайын, субстанция атауын қазақ, орыс және латын тілдерінде, субстанция массасын, серия номерін, өндірілген мерзімін, жарамдылық мерзімін және сақтау жағдайларын көрсетеді. Тасымалдаушы таңбалау ГОСТ 14192-96 сәйкес жүргізіледі.
	НҚ сәйкес

	Тасымалдау 
	МЕМСТ 17768-90 сәйкес
	МЕМСТ 17768-90

	Сақтау  
	Температура 250С аспауы керек   
	НҚ сәйкес

	Сақтау мерзімі  
	24 ай 
	НҚ сәйкес



Сандық анықтау. Мас-детекторымен жабдықталған ЖТСХ әдісімен 2.2 тарауда көрсетілгендей жүргізілді (ҚР МФ, 1. т., 2.2.29).
Субстанциядағы Lup-43 мөлшері кем дегенде 98% екені анықталды (сурет 42).

 [image: C:\Users\Aser\Desktop\ДИССЕР 2025\Спектры 2024-2025 лупинин, луп-43\Хроматограммы 2025 июнь Марченко\Lup 43 3 v 1.jpg]
[image: ]

Сурет 42 - Lup-43 субстанциясының хроматограммасы
 (=210 нм, 10,378 мин), тазалығы 98,32% 
Еуразиялық экономикалық комиссия Алқасының 2021 жылғы 7 желтоқсандағы №169 «Өсімдік тектес фармацевтикалық субстанциялар мен өсімдік тектес дәрілік препараттардың тұрақтылығын зерттеуге қойылатын талаптарды бекіту туралы» шешіміне, сондай-ақ 2022 жылғы 4 қазандағы №137 «Дәрілік заттың сапасына арналған нормативтік құжатты әзірлеу жөніндегі нұсқаулықты бекіту туралы» шешіміне сәйкес Lup-43 қосылысының сақтау мерзімін анықтау мақсатында зерттеулер жүргізілді.
Сапа спецификациясына сай синтез арқылы алынған үш серия ұзақ мерзімді, нақты уақыт режимінде 25±2°C температурада және 60±5% салыстырмалы ылғалдылық жағдайында зерттелді. Зерттеу барысында бірінші жылы сынақтар әр үш ай сайын, екінші жылы әр алты ай сайын жүргізіліп, жалпы зерттеу ұзақтығы екі жылды құрады. Одан кейінгі кезеңде бақылау жылына бір рет жүзеге асырылды.
Субстанцияның физика-химиялық, биологиялық және микробиологиялық көрсеткіштері бойынша алынған нәтижелер оның тұрақтылық спецификациясын қалыптастыруға негіз болды. Аталған сипаттамалар 22-кестеде келтірілген. Зерттеу барысында келесі сапа көрсеткіштері бағаланды: белсенді фармацевтикалық ингредиенттің сипаттамасы, сәйкестендіру, ерігіштік қасиеті, балқу температурасы, ерітінді рН-ының мәні, кептіру кезіндегі масса жоғалту, жалпы күл мөлшері, микробиологиялық тазалығы және сандық құрамы.
Зерттеу барысында сақтау кезеңдерінің барлық нүктелерінде (0, 3, 6, 9, 12, 18 және 24 ай) бастапқы қаптамада сақталған субстанция үлгілерінде белгіленген шарттарда құрамының тұрақты екендігі және сапа көрсеткіштері бойынша айтарлықтай өзгерістердің болмағаны анықталды. Бақыланған сапалық және сандық параметрлердің мәндері сапа спецификациясында және дәрілік заттың сапасын бақылау жөніндегі нормативтік құжаттарда белгіленген рұқсат етілген шектерден аспады. Қолданылған қаптама материалы субстанцияны сыртқы ортаның әсерлерінен тиімді қорғауды қамтамасыз ететіні дәлелденді. Алынған тұрақтылық зерттеулерінің нәтижелері зат құрамының ұтымды таңдалғанын, синтез технологиясының оңтайлылығын және сақтау шарттарының дұрыстығын растайды.
Lup-43 фармацевтикалық субстанциясының тұрақтылығын бағалау Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрлігі мен Қазақстан Республикасының Мемлекеттік фармакопеясының қолданыстағы нормативтік талаптарына сәйкес жүргізілді.Сынақтар бойынша зерттеу нәтижелері 22, 23, 24 кестелерде берілген (Қосымша М).




 




Кесте 22 - Lup-43 субстанциясының ұзақ мерзімді сынау режиміндегі зерттеу нәтижелері 
Сынақ кезеңі: 02.02.22 ж. - 02.02.24 ж., T=25±2 °С, RH=60±5 %

	Көрсеткіштері
	Зерттеу әдістері
	Сапа көрсеткіші: ауытқу нормалары
	Бақылау кезеңдері, ай
Серия 010222

	
	
	
	1
	3
	6
	9
	12
	18
	24

	Сипаттамасы
	Органолептикалық
	Ақшыл-сарғыш түсті ұнтақ, иіссіз
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Ерігіштігі
	ҚР МФ, т. 1, 1.4
	96 % этанолда, хлороформда, диметилформамидте жақсы ериді, суда іс жүзінде ерімейді
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Сәйкестендіру:
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.24








ҚР МФ, т. 1, 2.2.25
	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3417 (ОН), 3122 (С=С), 2098 (N=N), 2760, 2860 (хинолизидин сақинасы), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1436 (-CH2-), 1672 (С=О), 1558 (С=N), 1201 (С-О), 1122, 1051, 890, 800, 752, 727, 698 см-1. 
УК спектрі: 210±2 нм, 258±2 нм (96% этанол).
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Балқу 
температурасы  
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.14
	152-154 0С
	151-153
	152-153
	152-154
	152-154
	152-153
	152-153
	152-154

	Мөлдірлігі  

	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1
	Субстанция ерітіндісі мөлдір болуы тиіс
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	рН
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.3
	рН мәні 5,5-6 аралығында болуы тиіс
	5,7
	5,6
	5,5
	5,8
	5,6
	5,7
	5,5

	Кептіргендегі масса шығыны
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32
	0,5 %  аспауы қажет
	0,41
	0,39
	0,35
	0,38
	0,38
	0,37
	0,4

	Бөгде қоспалар 
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.29
	0,5 %  аспауы қажет
	0,3
	0,1
	0,2
	0,2
	0,4
	0,2
	0,1

	Сандық анықтау
	НҚ сәйкес
	98,0% кем емес
	98,14
	98,32
	98,26
	98,47
	98,33
	98,18
	98,21



Кесте 23 - Lup-43 субстанциясының ұзақ мерзімді сынау режиміндегі зерттеу нәтижелері 
Сынақ кезеңі: 02.02.22 ж. - 02.02.24 ж., T=25±2 °С, RH=60±5 %

	Көрсеткіштері
	Зерттеу әдістері
	Сапа көрсеткіші: ауытқу нормалары
	Бақылау кезеңдері, ай.      
Серия 020222

	
	
	
	1
	3
	6
	9
	12
	18
	24

	Сипаттамасы
	Органолептикалық
	Ақшыл-сарғыш түсті ұнтақ, иіссіз
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Ерігіштігі
	ҚР МФ, т. 1, 1.4
	96 % этанолда, хлороформда, диметилформамидте жақсы ериді, суда іс жүзінде ерімейді
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Сәйкестендіру:
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.24








ҚР МФ, т. 1, 2.2.25
	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3417 (ОН), 3122 (С=С), 2098 (N=N), 2760, 2860 (хинолизидин сақинасы), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1436 (-CH2-), 1672 (С=О), 1558 (С=N), 1201 (С-О), 1122, 1051, 890, 800, 752, 727, 698 см-1. 
УК спектрі: 210±2 нм, 258±2 нм (96% этанол).
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Балқу 
температурасы  
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.14
	152-154 0С
	152-153
	151-152
	152-153
	152-154
	152-153
	151-153
	153-154

	Мөлдірлігі  

	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1
	Субстанция ерітіндісі мөлдір болуы тиіс
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	рН
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.3
	рН мәні 5,5-6 аралығында болуы тиіс
	5,8
	5,7
	5,6
	5,7
	5,6
	5,9
	5,6

	Кептіргендегі масса шығыны
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32
	0,5 %  аспауы қажет
	0,38
	0,36
	0,41
	0,4
	0,39
	0,39
	0,38

	Бөгде қоспалар 
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.29
	0,5 %  аспауы қажет
	0,1
	0,2
	0,4
	0,2
	0,3
	0,3
	0,3

	Сандық анықтау
	НҚ сәйкес
	98,0% кем емес
	98,21
	98,29
	98,46
	98,41
	98,29
	98,37
	98,26



Кесте 24 - Lup-43 субстанциясының ұзақ мерзімді сынау режиміндегі зерттеу нәтижелері 
Сынақ кезеңі: 02.02.22 ж. - 02.02.24 ж., T=25±2 °С, RH=60±5 %

	Көрсеткіштері
	Зерттеу әдістері
	Сапа көрсеткіші: ауытқу нормалары
	Бақылау кезеңдері, ай.      
Серия 030222

	
	
	
	1
	3
	6
	9
	12
	18
	24

	Сипаттамасы
	Органолептикалық
	Ақшыл-сарғыш түсті ұнтақ, иіссіз
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Ерігіштігі
	ҚР МФ, т. 1, 1.4
	96 % этанолда, хлороформда, диметилформамидте жақсы ериді, суда іс жүзінде ерімейді
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Сәйкестендіру:
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.24








ҚР МФ, т. 1, 2.2.25
	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3417 (ОН), 3122 (С=С), 2098 (N=N), 2760, 2860 (хинолизидин сақинасы), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1436 (-CH2-), 1672 (С=О), 1558 (С=N), 1201 (С-О), 1122, 1051, 890, 800, 752, 727, 698 см-1. 
УК спектрі: 210±2 нм, 258±2 нм (96% этанол).
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Балқу 
температурасы  
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.14
	152-154 0С
	151-152
	152-154
	152-154
	151-153
	153-154
	152-153
	151-153

	Мөлдірлігі  

	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1
	Субстанция ерітіндісі мөлдір болуы тиіс
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	рН
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.3
	рН мәні 5,5-6 аралығында болуы тиіс
	5,5
	5,8
	5,9
	5,6
	5,6
	5,3
	5,8

	Кептіргендегі масса шығыны
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32
	0,5 %  аспауы қажет
	0,41
	0,38
	0,35
	0,38
	0,34
	0,4
	0,39

	Бөгде қоспалар 
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.29
	0,5 %  аспауы қажет
	0,3
	0,2
	0,3
	0,2
	0,3
	0,4
	0,2

	Сандық анықтау
	НҚ сәйкес
	98,0% кем емес
	98,12
	98,31
	98,56
	98,68
	98,51
	98,26
	98,41



4.8 Лупининнің {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаттың (Lup-41) сапа көрсеткіштерін зерттеу

Lup-41 субстанциясын сапасын реттейтін нормативтік құжат қажет болғандықтан, ҚР МФ талаптарына сәйкес 3 партияның талдау нәтижелері негізінде нормативтік құжаттың жобасы әзірленді (25-кесте).

Кесте 25 - Lup-41 субстанциясының сапа спецификациясы

	Сапа көрсеткіштері

	Ауытқу нормалары
	Зерттеу әдісі

	
	
	

	1
	3
	2

	 Сипаттамасы
	Ақ түсті ұнтақ, иіссіз
	 ҚР МФ, т.1, 
«Субстанциялар» 
жалпы мақала

	Ерігіштігі
	96% этанолда, диметилформамидте, хлороформда жақсы ериді, суда іс жүзінде ерімейді  
	ҚР МФ, т. 1, 1.4

	 Сәйкестендіру:
 - Lup-41   
 субстанциясы




	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3417 (ОН), 3122 (С=С), 2098 (N=N), 2759, 2875 (хинолизинді сақина), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1436 (-CH2-), 1672 (С=О), 1558 (С=N), 1201 (С–О), 1122, 1051, 890, 800, 752, 727, 698-1. 
УК спектрі: 214±2, 247±2 және 322±2 нм (96% этанол).
	 Инфрақызыл
спектрометрия, 
ҚР МФ, т.1, 2.2.24


Ультра күлгін
спектрофотометрия 
ҚР МФ, т. 1, 2.2.25 

	 Балқу    
 температусы
	89 - 910С.
	 ҚР МФ, т. 1,  2.2.14

	 Айналу бұрышы
	[α]D25 –11.9° (с 1.3, хлр).
	 ҚР МФ, т. 1, 2.2.7

	Ерітіндісінің 
сапалық 
көрсеткіштері: 
мөлдірлігі
	Субстанция ерітіндісін сумен салыстырғанда мөлдір болуы тиіс немесе опалесценция дәрежесі І  салыстыру суспензиясынан аспауы керек
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1

	Түсі
	Субстанция ерітіндісінің түсі Y1 салыстыру ерітіндісінен интенсивті болмауы тиіс
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.2

	рН 
	Субстанция ерітіндісінің рН мәні 6,5-7 аралығында болуы тиіс
	ҚР МФ т.1,  2.2.3

	Бөгде қоспалар
	0,5 % артық емес 
	ЖТСХ,
ҚР МФ, т. 1, 2.2.29

	Сандық талдау
	98,0 % кем емес
	НҚ сәйкес

	Кептіргендегі
масса шығыны
	0,5% артық емес. 1 г субстанцияны кептіргіш шкафта 100-1050С
	ҚР МФ, 1 т, 2.2.32 

	Микробиология-  
лық тазалығы
	Субстанция ҚР МФ, т. 1, 5.1.4, 3В категория талаптарына сәйкес келуі тиіс.
Өмір сүруге бейім аэробты микроағзалардың жалпы саны 1 г субстанцияда 102 көп емес, 1 г субстанцияда Escherichia сoli мен Salmonella болмауы тиіс.
	ҚР МФ, т. 1, 2.6.12, 2.6.13



25-кестенің жалғасы

	1
	2
	3

	Жалпы күл
	1,0 % артық емес
	ҚР МФ, т. 1, 2.4.16

	Фармакологиялық әсері
	Вирусқа қарсы
	 НҚ сәйкес


	Орамдау
	МЕСТ 30288-95 сәйкес винт мойынды сәуле өткізбейтін шыны бөтелкеге субстанцияны салып, 6-09-5311-87 ТЖ сәйкес қақпақпен жабылуы керек. Ыдыстарды сыртынан МЕМСТ 4665-62 сйкес сәуле өткізбейтін қағазбен орайды. Бөтелкелерге таңбаланған этикеткаларды жабыстырады.
	НҚ сәйкес

	Таңбалау
	Жапсырмада өндіруші елді, өндіруші кәсіпорынды, оның мекен жайын, субстанция атауын қазақ, орыс және латын тілдерінде, субстанция массасын, серия номерін, өндірілген мерзімін, жарамдылық мерзімін және сақтау жағдайларын көрсетеді. Тасымалдаушы таңбалау ГОСТ 14192-96 сәйкес жүргізіледі.
	НҚ сәйкес

	Тасымалдау 
	МЕМСТ 17768-90 сәйкес
	МЕМСТ 17768-90

	Сақтау  
	Температура 250С аспауы керек   
	НҚ сәйкес

	Сақтау мерзімі  
	24 ай 
	НҚ сәйкес



Сандық анықтау. Мас-детекторымен жабдықталған ЖТСХ әдісімен жүргізіледі (ҚР МФ, 1. т., 2.2.29).  Субстанциядағы Lup-41 мөлшері кем дегенде 98% екені анықталды (43-суретте). 
Сақтау кезіндегі Lup-41 субстанциясы үшін негізгі сапа параметрлері: сипаттамасы, ерігіштігі, идентификациясы, балқу температурасы, ілеспе қоспалар және Lup-41 сандық құрамы болды. Субстанцияның сапасын бақылау мерзімі тоқсан сайын бақылаумен 27 айды құрады. 
Сапа спецификациясына сай синтез арқылы алынған үш серия ұзақ мерзімді, нақты уақыт режимінде 25±2 °C температурада және 60±5 % салыстырмалы ылғалдылық жағдайында зерттелді. Зерттеу барысында бірінші жылы сынақтар әр үш ай сайын, екінші жылы әр алты ай сайын жүргізіліп, жалпы зерттеу ұзақтығы екі жылды құрады. Одан кейінгі кезеңде бақылау жылына бір рет жүзеге асырылды.
Lup-41 фармацевтикалық субстанциясының тұрақтылығын бағалау Қазақстан Республикасы Денсаулық сақтау министрлігі мен Қазақстан Республикасының Мемлекеттік фармакопеясының қолданыстағы нормативтік талаптарына сәйкес жүргізілді.Сынақтар бойынша зерттеу нәтижелері 26, 27, 28 кестелерде берілген.
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Сурет 43 - Lup-41 субстанциясының хроматограммасы
 (=214 нм, 13,775 мин), тазалығы 98,27% 

Осылайша, Lup-41 субстанциясының ҚР нормативтік құжаттың жобасы жасалды және стандартталды (Қосымша М).













Кесте 26 - Lup-41 субстанциясының ұзақ мерзімді сынау режиміндегі зерттеу нәтижелері 
Сынақ кезеңі: 02.02.22 ж. - 02.02.24 ж., T=25±2 °С, RH=60±5 %

	Көрсеткіштері
	Зерттеу әдістері
	Сапа көрсеткіші: ауытқу нормалары
	Бақылау кезеңдері, ай.      
Серия 040222

	
	
	
	1
	3
	6
	9
	12
	18
	24

	Сипаттамасы
	Органолептикалық
	Ақтүсті ұнтақ, иіссіз
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Ерігіштігі
	ҚР МФ, т. 1, 1.4
	96 % этанолда, хлороформда, диметилформамидте жақсы ериді, суда іс жүзінде ерімейді
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Сәйкестендіру:
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.24









ҚР МФ, т. 1, 2.2.25
	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3112 (С=С), 2098 ((азид тобының созылу тербелістеріне сәйкес келеді N=N), 2759, 2858 (хинолизидин сақинасы), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1610 (С=С), 1585 (С=N), 1222, 1232 (С-О), 1132, 1053, 846, 788, 740, 694 -1. 
УК спектрі: 214±2, 247±2 және 322±2 нм (96% этанол).
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Балқу 
температурасы  
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.14
	89 - 910С.
	89 - 91
	89 - 90
	89 - 90
	90 - 91
	89 - 91
	89 - 90
	89 - 91

	Мөлдірлігі  

	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1
	Субстанция ерітіндісі мөлдір болуы тиіс
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	рН
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.3
	рН мәні 6,5-7 аралығында болуы тиіс
	6,5
	6,8
	6,9
	6,6
	6,6
	6,3
	6,8

	Кептіргендегі масса шығыны
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32
	0,5 % аспауы қажет
	0,31
	0,38
	0,34
	0,39
	0,41
	0,35
	0,38

	Бөгде қоспалар 
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.29
	0,5 % аспауы қажет
	0,1
	0,4
	0,3
	0,3
	0,1
	0,2
	0,2

	Сандық анықтау
	НҚ сәйкес
	98,0% кем емес
	98,41
	98,37
	98,24
	98,14
	98,22
	98,46
	98,45



Кесте 27 - Lup-41 субстанциясының ұзақ мерзімді сынау режиміндегі зерттеу нәтижелері 
Сынақ кезеңі: 02.02.22 ж. - 02.02.24 ж., T=25±2 °С, RH=60±5 %

	Көрсеткіштері
	Зерттеу әдістері
	Сапа көрсеткіші: ауытқу нормалары
	Бақылау кезеңдері, ай.      
Серия 050222

	
	
	
	1
	3
	6
	9
	12
	18
	24

	Сипаттамасы
	Органолептикалық
	Ақтүсті ұнтақ, иіссіз
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Ерігіштігі
	ҚР МФ, т. 1, 1.4
	96 % этанолда, хлороформда, диметилформамидте жақсы ериді, суда іс жүзінде ерімейді
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Сәйкестендіру:
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.24









ҚР МФ, т. 1, 2.2.25
	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3112 (С=С), 2098 ((азид тобының созылу тербелістеріне сәйкес келеді N=N), 2759, 2858 (хинолизидин сақинасы), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1610 (С=С), 1585 (С=N), 1222, 1232 (С-О), 1132, 1053, 846, 788, 740, 694 -1. 
УК спектрі: 214±2, 247±2 және 322±2 нм (96% этанол).
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Балқу 
температурасы  
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.14
	89 - 910С.
	89 - 90
	89 - 91
	90 - 91
	90 - 91
	89 - 90
	89 - 90
	89 - 91

	Мөлдірлігі  

	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1
	Субстанция ерітіндісі мөлдір болуы тиіс
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	рН
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.3
	рН мәні 6,5-7 аралығында болуы тиіс
	6,6
	6,8
	6,7
	6,5
	6,6
	6,4
	6,5

	Кептіргендегі масса шығыны
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32
	0,5 % аспауы қажет
	0,21
	0,42
	0,38
	0,33
	0,29
	0,31
	0,4

	Бөгде қоспалар 
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.29
	0,5 % аспауы қажет
	0,2
	0,2
	0,4
	0,3
	0,2
	0,3
	0,3

	Сандық анықтау
	НҚ сәйкес
	98,0% кем емес
	98,28
	98,21
	98,43
	98,52
	98,48
	98,22
	98,51



Кесте 28 - Lup-41 субстанциясының ұзақ мерзімді сынау режиміндегі зерттеу нәтижелері 
Сынақ кезеңі: 02.02.22 ж. - 02.02.24 ж., T=25±2 °С, RH=60±5 %

	Көрсеткіштері
	Зерттеу әдістері
	Сапа көрсеткіші: ауытқу нормалары
	Бақылау кезеңдері, ай.      
Серия 060222

	
	
	
	1
	3
	6
	9
	12
	18
	24

	Сипаттамасы
	Органолептикалық
	Ақтүсті ұнтақ, иіссіз
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Ерігіштігі
	ҚР МФ, т. 1, 1.4
	96 % этанолда, хлороформда, диметилформамидте жақсы ериді, суда іс жүзінде ерімейді
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Сәйкестендіру:
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.24









ҚР МФ, т. 1, 2.2.25
	Субстанцяның калий бромиды таблеткасында түсірілген ИҚ спектрнде: 3112 (С=С), 2098 ((азид тобының созылу тербелістеріне сәйкес келеді N=N), 2759, 2858 (хинолизидин сақинасы), 2800 (NCH2 кеңейтілген), 1610 (С=С), 1585 (С=N), 1222, 1232 (С-О), 1132, 1053, 846, 788, 740, 694 -1. 
УК спектрі: 214±2, 247±2 және 322±2 нм (96% этанол).
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	Балқу 
температурасы  
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.14
	89 - 910С.
	89 - 90
	89 - 90
	90 - 91
	90 - 91
	89 - 91
	89 - 90
	89 - 90

	Мөлдірлігі  

	ҚР МФ, т. 1, 2.2.1
	Субстанция ерітіндісі мөлдір болуы тиіс
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес
	сәйкес

	рН
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.3
	рН мәні 6,5-7 аралығында болуы тиіс
	6,4
	6,5
	6,8
	6,9
	6,8
	6,4
	6,7

	Кептіргендегі масса шығыны
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.32
	0,5 % аспауы қажет
	0,29
	0,31
	0,41
	0,37
	0,42
	0,29
	0,37

	Бөгде қоспалар 
	ҚР МФ, т. 1, 2.2.29
	0,5 % аспауы қажет
	0,2
	0,3
	0,2
	0,2
	0,4
	0,5
	0,2

	Сандық анықтау
	НҚ сәйкес
	98,0% кем емес
	98,25
	98,34
	98,46
	98,18
	98,56
	98,41
	98,21



4.9 (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин субстанциясын алудың технологиялық сызбанұсқасын жасау 

Lup-43 (16) субстанциясын өндірудің технологиялық схемасы 44-суретте көрсетілген.

Өндіріс процестегі бақылау
Технологиялық сатылар
Шикізат, материалдар және аралық өнімдер
Саты 1
Шикізатты дайындау. Бт, Бх
Таразы, өлшеуіш ыдыс
Триэтиламин, метиленхлорид, метансульфонилхлорид, ДМФА, натрий азиді    
Шикізат еріткіштерінің массасы, біртектілігі
Саты 2
Реакцияны жүргізу. Бт, Бх
1-(Азидометил)октагидро-1H-хинолизинді синтездеу (3)   

(Октагидро-2H-хинолизин-1-илметил)метансульфонаты (2), метиленхлорид, ДМФА, 
натрий азиді

Реакция температурасы: 75-780С
Реакция уақыты: 8 сағ. 
ЖҚХ бақылау
Шығымы: 83.3%. 
Аралық өнімді бақылау

Араластырғыш қондырғы
Саты 3
Реакцияны жүргізу. Бт, Бх
1-((4-(4-(бензилокси)-3-метоксифенил)-1H-1,2,3-үшазол-1-ил)метил)октагидро-1H-хинолизин (4)
Араластырғыш қондырғы

 
Натрий аскорбаты, ДМФА,
проп-2-инил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаты
Реакция температурасы: 75-780С
Реакция уақыты: 7,5-8 сағ. 
ЖҚХ бақылау
Аралық өнімді бақылау

Саты 4
Реакциялық қоспаны тұнбалау
Химиялық ыдыстар
Химиялық реакциядан кейін өнімді суытқанда ерітіндідегі қатты тұнбаның түзілуі. 
Уақыты: 1 сағ.
Саты 5
Тұнбаны сүзу. Бт, Бх

Шыны сүзгісі, ыдыс
Сүзгінің тесіктер өлшемі 2 мм. Гексанмен шаймалау (1:3).
Уақыты: 2 сағ.
Техникалық үшазол 
туындысын алу

Саты 6 
Өнімді хроматографиялық бөлу
Реакциялық өнім, 
хлороформ, этанол
Қосылыс-сорбент 1:20 (силикагель), хлороформ, хлороформ-этанол (100:1→10:1), ЖҚХ бақылау, Sorbfil UV-254 пластинасы. Уақыты: 7-8 с. Шығымы: 75%. 
2.46 г (82%).

Шыны хроматографиялық баған, 
d-14мм, V-30 мм
Саты 7 
Еріткіштерді буландыру
Буландырғыш аппарат
Температурасы 400С. Вакуум қысымы (қысым 0,6кгс/см2), айналу жылдамдығы 60айн/мин. Уақыты: 4 сағ.
Саты 8 
Өнімді кептіру. Бт, Бх, Бм

Шыны сүзгісі, кептіргіш
Температурасы: 500С. Уақыты: 7 сағ. Субстанцины өлшеу


Саты 9
Қаптау, орамдау. Бт, Бх

Құты , қақпақ, жапсырмалар
Толтыру нормасы, сериясы, жарамдылық мерзімі
Дайын өнім

Дайын өнімді бақылау
Фракциялау,
 хлороформ, этанол


Сурет 44 - Lup-43 субстанциясын өндірудің технологиялық сызбанұсқасы
Өнім атауы. (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (16) субстанциясы  . 
Өнімнің негізгі мақсаты - AChE тежеу белсенділігі бар дәрілік зат өндіру. Lup-43 субстанциясын алудың бастапқы шикізаты - тазалығы кемінде 98% болатын лупинин. 44-суретте Lup-43 қосылыстың алудың технологиялық сызбанұсқасы көрсетілген.

Процесс ағыны [136]
1-саты. Бастапқы субстанция мен реагенттерді өлшеу. 
(Октагидро-2H-хинолизин-1-илметил)метансульфонатты (14) өлшеу.
6,0 г (Октагидро-2H-хинолизин-1-илметил)метансульфонатты (2), 4,93 г натрий азидін өлшеп 2-сатыға жібереміз.
Еріткішті дайындау. 
Градуцирленген цилиндрге 100 мл ДМФА және 50 мл CH2Cl2 құйып, 2-сатыға жібереміз.
2 саты. 1-(Азидометил)октагидро-1H-хинолизиннің синтезі. 
(14) қосылыстың (6,0 г, 24,25 ммоль) және 4,93 г (75,92 ммоль) натрий азидінің ДМФА (100 мл) қоспасы 75°C температурада 8 сағат бойы араластырылды (реакция жүру барысы ЖҚХ әдісімен бақыланды). Реакция қоспасы еріткіштің буландырғышта булануы үшін Петри табақшасына құйылды. Қалдық CH2Cl2-де ерітілді, натрий хлоридінің қаныққан ерітіндісімен жуылды, сусыз MgSO4 кептірілді, кептіргіш агент сүзгіден өткізілді, еріткіш вакуумда дистилденді және қосылыс флеш бағанасында силикагель сорбентімен хроматографияланды (элюент: хлороформ-этанол, 50:1). Шығымы 5,0 г (83,3%). Ашық сары, майлы жылжымалы сұйық зат. [α]D20 –29,85 (c 2.4, СHCl3).
3 саты. Лупининнің (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (Lup-43) (16) туындысын синтездеу. 
100 мл ДМФА еріткішінде 4,0 г (20,65 ммоль) лупининнің азиді (15) ерітіліп, функционалды орынбасылған ароматты ацетилен 4-бензилокси-3-метоксифенилацетилен 0,257 г (1,03 ммоль), мыс купоросы (СuSO4×5Н2О) 0,204 г (1,03 ммоль) және натрийдің аскорбаты 0.026 г (0.135 ммоль) қосылып 75°С температурада қыздыру жағдайында 7-8 сағат араластырылды (реакция жүру барысы ЖҚХ әдісімен бақыланды). 
4 саты. Реакция қоспасының тұнбаға түсуі.
 Реакция қоспасы салқындатылып, нәтижесінде ашық сары тұнба пайда болады. 
5 саты. Тұнбаны сүзу. 
Салқындату кезінде пайда болған тұнба сүзіледі, гексанмен екі рет жуылады (1:3) және кептіріледі, нәтижесінде Lup-43 заты (16) түзіледі. Нәтижесінде алынған лупининнің техникалық үшазол туындысы 6-сатыға жіберілді.
6 саты.  Силикагель сорбетінде хроматографиялық бөлу.
Түзілген Lup-43 (16) субстанциясын препаративті таза алу мақсатында флеш бағанасында силикагель сорбентімен хроматографияланды (элюент: трихлорметан, трихлорметан: этил спирті, 100:1→10:1). Шығымы 3,0 г (75%). 
7 саты. Еріткіштің булануы. 
Бағаналы хроматографиясынан фракциялары айналмалы буландырғышта буланады. Бұл 152-153°C температурасы бар 3,0 г (75%) ақ ұнтақты береді және 8 сатыға беріледі.
8 саты. Өнімді кептіру. 
Бірінші кезеңде Lup-43 (16) субстанциясын сүзгі қағазында кептіріледі. Екінші кезеңде ол вакуумдық пеште тұрақты салмаққа жеткенше (температура 50°C) кептіріледі. Lup-43 лупининінің үшазол туындысы ақ, иіссіз ұнтақ болуы керек. Lup-43 лупининінің үшазол туындысын стандарттау нормативтік құжаттарға сәйкес жүзеге асырылады.
Лупининнің Lup-43 (16) үшазол туындысы таразыда 10 г мөлшерінде өлшенеді және қаптамалау, таңбалау және жөнелтудің 9-кезеңіне ауыстырылады
9 саты. Lup-43 (16) субстанциясын қаптамалау және таңбалау.
Танбалау
Жапсырмаларда өндірушінің атауы, мекенжайы, елі, сауда белгісі, дәрілік заттың ұлттық, орыс және ағылшын тілдеріндегі атауы, дәрілік заттың салмағы, сақтау шарттары, тіркеу нөмірі, партия нөмірі және жарамдылық мерзімі көрсетілген. Қаптамалар қоймаға беріледі.
Осылайша, лупининнің (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (16) (Lup-43) туындысын өндіруге арналған зертханалық регламенті жасалып, бекітілді (Қосымша Н).

4.10 {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-терт-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат субстанциясын алудың технологиялық сызбанұсқасын жасау  

{1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-терт-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат (17) (Lup-41) субстанциясын өндірудің технологиялық схемасы 44-суретте, аппаратуралық сызбанұсқасы 45-суретте көрсетілген.
Өнім атауы. Лупининнің {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат (5) субстанциясы  
Субстанцияның негізгі мақсаты - вирусқа қарсы және микробқа қарсы белсенділігі бар препаратты өндіру. Lup-41 үшін бастапқы субстанция - тазалығы кемінде 98% болатын лупинин. 45-суретте Lup-41 субстанциясын өндірудің технологиялық сызбанұсқасы көрсетілген.

Өндіріс процестегі бақылау
Технологиялық сатылар
Шикізат, материалдар және аралық өнімдер
Саты 1
Шикізатты дайындау. Бт, Бх

Таразы, өлшеуіш ыдыс
Триэтиламин, метиленхлорид, метансульфонилхлорид, ДМФА, натрий азиді
Шикізат еріткіштерінің массасы, біртектілігі
Саты 2
Реакцияны жүргізу. Бт, Бх
1-(Азидометил)октагидро-1H-хинолизинді синтездеу (3)
(Октагидро-2H-хинолизин-1-илметил)метансульфонаты (2), метиленхлорид, ДМФА, 
натрий азиді

Реакция температурасы: 75-780С
Реакция уақыты: 8 сағ. 
ЖҚХ бақылау
Шығымы: 83.3%. 
Аралық өнімді бақылау

Араластырғыш қондырғы
Саты 3
Реакцияны жүргізу. Бт, Бх
{1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаты (5)
Араластырғыш қондырғы

 
Натрий аскорбаты, ДМФА,
проп-2-инил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаты 
Реакция температурасы: 75-780С
Реакция уақыты: 7,5 сағ. 
ЖҚХ бақылау
Аралық өнімді бақылау

Саты 4
Реакциялық қоспаны тұнбалау
Химиялық ыдыстар
Химиялық реакциядан кейін өнімді суытқанда ерітіндідегі қатты тұнбаның түзілуі. 
Уақыты: 1 сағ.
Саты 5
Тұнбаны сүзу. Бт, Бх

Шыны сүзгісі, ыдыс
Сүзгінің тесіктер өлшемі 2 мм. Гексанмен шаймалау (1:3).
Уақыты: 2 сағ.
Техникалық үшазол 
туындысын алу

Саты 6 
Өнімді хроматографиялық бөлу. Бт, Бх

Реакциялық өнім, 
хлороформ, этанол
Қосылыс-сорбент 1:20 (силикагель), хлороформ, хлороформ-этанол (100:1→10:1), ЖҚХ бақылау, Sorbfil UV-254 пластинасы. Уақыты: 7-8 с. Шығымы: 82%. 
2.46 г (82%).

Шыны хроматографиялық баған, 
d-14мм, V-30 мм
Саты 7 
Еріткіштерді буландыру
Буландырғыш аппарат
Температурасы 400С. Вакуум қысымы (қысым 0,6кгс/см2), айналу жылдамдығы 60айн/мин. Уақыты: 4 сағ.
Саты 8 
Өнімді кептіру. Бт, Бх, Бм

Шыны сүзгісі, кептіргіш
Температурасы: 500С. Уақыты: 7 сағ. Субстанцины өлшеу


Саты 9
Қаптау, орамдау. Бт, Бх

Құты , қақпақ, жапсырмалар
Толтыру нормасы, сериясы, жарамдылық мерзімі
Дайын өнім

Дайын өнімді бақылау
Фракциялау,
 хлороформ, этанол


Сурет 45 - Lup-41  субстанциясын өндірудің технологиялық сызбанұсқасы

Процесс ағыны 
1-саты. Бастапқы субстанция мен реагенттерді өлшеу
(Октагидро-2H-хинолизин-1-илметил)метансульфонатты (14) өлшеу.
6,0 г (Октагидро-2H-хинолизин-1-илметил)метансульфонатты (14), 4,93 г натрий азидін өлшеп 2-сатыға жібереміз.
Еріткішті дайындау
Градуцирленген цилиндрге 100 мл ДМФА және 50 мл CH2Cl2 қосып, 2-сатыға жібереміз.
2 саты. 1-(Азидометил)октагидро-1H-хинолизиннің синтезі
(2) қосылыстың (6,0 г, 24,25 ммоль) және 4,93 г (75,92 ммоль) натрий азидінің ДМФА (100 мл) қоспасы 75°C температурада 8 сағат бойы араластырылды (реакция жүру барысы ЖҚХ әдісімен бақыланды). Реакция қоспасы еріткіштің буландырғышта булануы үшін Петри ыдысына құйылды. Қалдық CH2Cl2-де ерітілді, натрий хлоридінің қаныққан ерітіндісімен жуылды, сусыз MgSO4 кептірілді, кептіргіш агент сүзгіден өткізілді, еріткіш вакуумда дистилденді және қосылыс флеш бағанасында силикагель сорбентімен хроматографияланды (элюент: хлороформ-этанол, 50:1). Шығымы 5,0 г (83,3%). Ашық сары, майлы жылжымалы сұйық зат. [α]D20 –29,85 (c 2.4, СHCl3).
3 саты. Лупининнің {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат (17) субстанциясы синтездеу (Lup-41)
45 мл ДМФА еріткішінде 3,0 г (15,80 ммоль) лупининнің азиді (15) ерітіліп, функционалды орынбасылған ароматты ацетилен проп-2-инил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат, 0,193 г (0,774 ммоль), мыс купоросы (СuSO4×5Н2О) 0,153 г (0,774 ммоль) және натрийдің аскорбаты 0.018 г (0.126 ммоль) қосылып 75°С температурада қыздыру жағдайында 7-8 сағат араластырылды (реакция жүру барысы ЖҚХ әдісімен бақыланды). Салқындату жағдайында түзілген тұнба сүзіліп алынды, содан кейін гексан еріткішімен жуылып, кептіріліп, (17) үшазолы алынды. Түзілген (17) үшазол препаративті таза алу мақсатында флеш бағанасында силикагель сорбентімен хроматографияланды (элюент: хлороформ, хлороформ: этил спирті, 100:1→10:1). Шығымы 2,46 г (82%). Ақ ұнтақты зат, балқу т. 89-91°С. [α]D20 –11.9° (с 1.3, СHCl3).
4 саты. Реакция қоспасының тұнбаға түсуі
Реакция қоспасы салқындатылып, нәтижесінде ашық сары тұнба пайда болады. 
5 саты. Тұнбаны сүзу
Салқындату кезінде пайда болған тұнба сүзіледі, гексанмен екі рет жуылады (1:3) және кептіріледі, нәтижесінде Lup-41 заты (17) түзіледі. Нәтижесінде алынған лупининнің техникалық үшазол туындысы 6-қадамға ауыстырылады.
6 саты.  Силикагель сорбетінде хроматографиялық бөлу
Түзілген Lup-41 (17) субстанциясын препаративті таза алу мақсатында флеш бағанасында силикагель сорбентімен хроматографияланды (элюент: хлороформ, хлороформ: этил спирті, 100:1→10:1). 
7 саты. Еріткіштің булануы
Бағаналы хроматографиясынан фракциялары айналмалы буландырғышта буланады. Бұл 89-92°C температурасы бар 2,46 г (82%) ақ ұнтақты береді және 8 сатыға жіберіледі.
8 саты. Өнімді кептіру
Бірінші кезеңде Lup-41 (17) субстанциясын сүзгі қағазында кептіріледі. Екінші кезеңде ол вакуумдық пеште тұрақты салмаққа жеткенше (температура 50°C) кептіріледі. Lup-41 лупининінің үшазол туындысы ақ, иіссіз ұнтақ болуы керек. Lup-41 лупининінің үшазол туындысын стандарттау нормативтік құжаттарға сәйкес жүзеге асырылады.
Лупининнің Lup-41 (17) үшазол туындысы таразыда 10 г мөлшерінде өлшенеді және қаптамалау, таңбалау және жөнелтудің 9-кезеңіне ауыстырылады
9 саты. Lup-41 (17) субстанциясын қаптамалау және таңбалау.
Танбалау 
Жапсырмаларда өндірушінің атауы, мекенжайы, елі, сауда белгісі, дәрілік заттың ұлттық, орыс және ағылшын тілдеріндегі атауы, дәрілік заттың салмағы, сақтау шарттары, тіркеу нөмірі, партия нөмірі және жарамдылық мерзімі көрсетілген. Қаптамалар қоймаға беріледі.
Lup-43 және Lup-41 субстанцияларын өндіруге арналған аппаратуралық сызбанұсқасы 46-суретте көрсетілген. 29-кестеде пайдаланылған жабдықтың тізімі берілген.

Кесте 29 - Құрал-жабдықтар тізімі

	Белгілеулер
	Атауы
	Саны

	-
	Таразы 
	1

	1
	Өсімдік шикізатынан ББЗ бөліп алуға арналған қондырғы
	1

	-
	Конус тәрізді колба
	4

	2
	Буландырғыш ротор RV 05 basic
	1

	3
	Бағаналы хроматография
	3

	-
	Цилиндр 
	2

	4
	Лабораториялық штатиф
	5

	5
	Фракцияларды жинауға арналған қабылдағыш
	2

	-
	Дөңгелек түбі бар ыстыққа төзімді колба
	2

	6
	Дөңгелек түбі бар, екі мойынды, ыстыққа төзімді колба
	2

	-
	Дефлегматор 
	2

	-
	Термометр 
	2

	7
	Магнитті араластырғыш құрылғысы
	2

	8
	Су моншасы
	2

	-
	Шыны құттама
	2

	-
	Бөлгіш воронка
	2

	-
	Конус тәрізді воронка
	2

	9
	Химиялық стакан
	4

	- 
	Шыны таяқша
	2

	-
	Шлифі бар дөңгелек түбі бар колба
	3

	10
	Кептіргіш шкаф
	1






[image: ]

Сурет 46 - Lup-43 және Lup-41 субстанциясын алудың аппаратуралық сызбанұсқасы
Қазақстан Республикасында вирусқа қарсы белсенділігі бар субстанция жасау және дәрілік заттардың түрлерін кеңейту мақсатында {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-терт-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат субстанциясын өндіруге арналған зертханалық регламенті әзірленіп, бекітілді, сондай-ақ мақаласы жарияланды [137]  (Қосымша Н, П).

Төртінші бөлім бойынша тұжырым 

1. Орталық Қазақстанда өсетін Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шөбінен экстракциялық заттардың жалпы мөлшерін алу үшін алғаш рет перколяция және мацерация әдісі қолданылды. Алғаш рет Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстракттарының химиялық құрамы ЖТСХ және ЖТСХ-MS/MS көмегімен зерттеліп, барлығы 26 қосылыс анықталып, сандық анықталды. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатының жер үсті бөліктерін зерттеу нәтижесінде перколяция арқылы алынған AS-70P және AS-90P экстракттарындағы лупининнің сандық мөлшері басым екені және 0,0176 мен 0,0098% аралығында ауытқып тұратыны анықталды. Жер асты бөлігінде мацерация әдісімен алынған ASK-90 және AS-KH экстракттарындағы алкалоид лупининнің мөлшері 0,006-0,0018% аралығында болады. Сілтілі жер үсті бөлігінен алынған AC-90tP экстрактындағы лупининнің мөлшері 0,0079% құрайды. 
2. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактынан лупининді бөліп алудың ортадан тепкіш үлестіру хроматографиясын қолдану арқылы жаңа әдісі жасалды, бұл тиісті сападағы өнімнің қажетті мөлшерін тұрақты өндіруді қамтамасыз етеді.
3. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының сапа сипаттамасы жасалды және стандарттау жүргізілді, сондай-ақ нормативтік құжаттың жобасы әзірленді. Тұрақтылықты зерттеу нәтижелері бойынша Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының сақтау мерзімі 2 жыл болып белгіленді.
4. Потенциалды биоактивті 1,2,3-үшазол туындысын алу үшін C-10 жағдайда орналасқан лупинин алкалоидты құрылымын өзгертудің оңтайлы жағдайлары жасалды және тиісті Lup-43 және Lup-41 туындыларын жоғары өнімділікпен синтезделуге мүмкіндік берді. Лупинин субстанциясына негізделген 1,2,3-үшазол туындысын алудың технологиялық және аппаратуралық сызбанұсқасы жасалды, сондай-ақ Lup-43 және Lup-41 заттарын өндіруге арналған нормативтік құжаттар мен зертханалық регламенттер жасалды.
5. ҚМУ фармация Мектебінде Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатынан қою экстрактын, Lup-43 және Lup-41 субстанцияларын алу технологиясы сынақтан өткізіліп, енгізілді, сондай-ақ пилоттық партияларды өндіру ұйымдастырылды.


5 ЭКСТРАКТЫЛАРДЫҢ, ЛУПИНИН АЛКАЛОИДЫНЫҢ ЖӘНЕ ОНЫҢ ТУЫНДЫЛАРЫНЫҢ ФАРМАКОЛОГИЯЛЫҚ БЕЛСЕНДІЛІГІН АНЫҚТАУ

5.1 Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактарының микробқа қарсы белсенділігін агар диффузиясы әдісімен зерттеу

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік экстратктырының микробқа қарсы белсенділігі [68, с.172; 81, с.348; 138] әдісі бойынша грам-оң бактериялар үшін Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, грам-теріс бактериялар Escherichia coli ATCC 8739 және ашытқы саңырауқұлағы Candida albicans ATCC 10231 штамдарына қарсы агар диффузиялық әдісін (ұңғымалар) қолдана отырып зерттелді. Салыстырмалы препараттар бактериялар үшін бензилпенициллин натрий тұзы және ашытқы саңырауқұлағы үшін нистатин болды. Зерттеу «Қарағанды медициналық университеті» ҚеАҚ (Қарағанды, Қазақстан) биомедицина кафедрасында жүргізілді. Сынақ үлгілерінің микробқа қарсы белсенділігін анықтау 2.2-бөлімде сипатталған дискілі-диффузиялық әдіспен орындалды.  
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens сулы және сулы спиртті қою экстрактылары тазартылған суда, 70% және 90% этил спиртінде ерітілді. Кішкентай, орташа және үлкен дозалары бар ерітінділердің концентрациясы еселік қатынаста болды (1:1,5:2) - 0,025; 0,0375; 0,05 г үлгі (экстракт) 0,25 мл, 0,375 мл және 0,5 мл еріткішке сәйкесінше. Әрбір үлгі үш параллель тәжірибеде сыналды.
Статистикалық өңдеу орташа арифметикалық және стандартты қате есептеле отырып параметрлік статистика әдісімен жүргізілді. Зерттеудің нәтижелері 30-кестеде көрсетілген. 

Кесте 30 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактарының микробқа қарсы белсенділігін зерттеу нәтижелер

	Сынақ үлгілері
	Staphylococcus aureus
	Bacillus
 subtilis
	Escherichia
 coli
	Candida albicans

	1
	2
	3
	4
	5

	5 мг/мл концентрлі сынақ үлгілері

	AS-водн-К
	-
	-
	14.7±0,27
	-

	AS-водн-Н
	-
	-
	15.00±0,57
	-

	AS-70Р
	10.7±0,72
	-
	14. 67±0,72
	-

	AS-90t
	-
	10,0±0,81
	11.67±0,136
	10.67±0,272

	AS-90Р
	-
	-
	9,67±0,136
	-

	AS-К-90
	9,67±0,136
	9,67±0,136
	12.33±0,7
	11±1,115

	Нистатин
	-
	-
	-
	-

	Натрий бензилпенициллинді дискілер
	-
	-
	23,33±1,36
	-



30-кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4
	5

	10 мг/мл концентрлі сынақ үлгілері

	AS-водн-К
	-
	-
	10.67±1,2
	-

	AS-водн-Н
	-
	-
	-
	-

	AS-70Р
	-
	-
	13.67±2,33
	-

	AS-90t
	-
	7.67±0,272
	14.67±0,8
	-

	AS-90Р
	-
	-
	12.67±2,02
	7,67±0,2

	AS-К-90
	7.67±0,2 
	-
	12.33±1,2
	-

	Нистатин
	-
	-
	-
	16,0±2,0

	Натрий бензилпенициллинді дискілер
	-
	-
	13,3±1,36
	-

	20 мг/мл концентрлі сынақ үлгілері

	AS-водн-К
	-
	-
	13.67±0,272
	9,33±0,136

	AS-водн-Н
	-
	-
	13.0±2,02
	8.33

	AS-70Р
	-
	-
	12.00±2,02
	7,33±0,2

	AS-90t
	-
	-
	11.67±0,136
	-

	AS-90Р
	7,33±0,2
	-
	11.67±0,5
	9.67±0,132

	AS-К-90
	7,67±0,27
	-
	13.0±2,9
	11.3±2,02

	Нистатин
	-
	-
	-
	15,0±1,0

	Натрий бензилпенициллинді дискілер
	17,0±1,2
	18,0±1,1
	16,0±1,0
	-

	100 мг/мл концентрлі сынақ үлгілері

	AS-водн-К
	9.67±0,47
	11.67±0,47
	13.33±1,2
	11.33±0,47

	AS-водн-Н
	11.67±0,47
	9.67±0,47
	21.67±2,081
	10.33±0,47

	AS-70Р
	19.33±0,47
	27.67±0,47
	11.0±1,24
	16.67±0,47

	AS-90t
	18.33±0,94
	12.0±0,47
	14.0±2,081
	-

	AS-90Р
	12.33±0,47 
	9.33±0,47
	17.67±4,1
	13.33±0,9

	AS-К-90
	11.67±0,47
	11.0±0,47
	15.0±3,2
	20.0±0,47

	Нистатин
	-
	-
	-
	15,0±1,0

	Натрий бензилпенициллинді дискілер
	16,0±1,2
	16,0±0,2
	15,0±0,2
	-



AS-водн-К және AS-водн-Н үлгілері Escherichia coli штаммына қарсы әлсіз белсенділік көрсетті, орташа тежеу аймағының диаметрі сәйкесінше 14,67 мм және 15 мм болды, бұл олардың бактериялардың өсуін тежеу әлеуетін көрсетеді. Дегенмен, AS-70Р, AS-90Р және AS-K-90 сияқты басқа үлгілер тежеу аймағының диаметрі 10 мм-ден төмен Staphylococcus aureus, Escherichia coli және Candida albicans сияқты сынақ штаммдарына қарсы айтарлықтай микробқа қарсы белсенділік көрсетпеді. 
Алынған деректер 10 мг/мл дозасындағы Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстракттары сынақ микроорганизмдеріне қарсы әртүрлі деңгейдегі белсенділік көрсетеді деген қорытынды жасауға мүмкіндік береді. Мысалы, AS-водн-К және AS-70Р үлгілері Escherichia coli штаммына қарсы сәйкесінше орташа және айқын белсенділік көрсетті. Дегенмен, AS-90t және AS-90Р сияқты басқа үлгілер кейбір сынақ штаммдарына қарсы айтарлықтай микробқа қарсы белсенділік көрсетпеді. Статистикалық параметрлер алынған нәтижелердің сенімділігін бағалауға мүмкіндік беретінін және 10 мг/мл дозасындағы Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens үлгілерінің микробқа қарсы агенттер ретіндегі әлеуетті тиімділігін жақсырақ түсіну үшін қосымша зерттеулер қажет болуы мүмкін екенін атап өткен жөн.
20 мг/мл дозада AS-водн-К, AS-водн-Н және AS-70Р үлгілері Escherichia coli штаммына қарсы белсенділік көрсетті, орташа тежелу аймағының мәндері сәйкесінше 13,67 мм, 13 мм және 12 мм болды. 20 мг/мл дозада AS-70Р, AS-90t және AS-90Р үлгілері Candida albicans штаммына қарсы белгілі бір белсенділік көрсетті, бірақ бұл белсенділік онша байқалмады. 20 мг/мл дозада AS-K-90 үлгісі Escherichia coli штаммына қарсы күшті белсенділік көрсетті, орташа тежелу аймағының мәні 13 мм және Candida albicans штаммына қарсы орташа белсенділік көрсетті. Натрий бензилпенициллині бұл зерттеуде белсенді болмағанын атап өткен жөн.
AS-70Р және AS-K-x үлгілері 100 мг/мл дозада Staphylococcus aureus және Bacillus subtilis-ке қарсы айтарлықтай белсенділік көрсетті. AS-водн-Н үлгісі 100 мг/мл дозада Escherichia coli қарсы жоғары белсенділік көрсетті. AS-90Р үлгісі 100 мг/мл дозада барлық сынақ штамдарына қарсы орташа белсенділік көрсетті. 
Сәйкесінше, 5 мг/мл және 100 мг/мл дозаларындағы AS-водн-K және AS-водн-Н үлгілері E. coli штаммына қарсы орташа белсенділік көрсетті. Жоғары дозада айқын белсенділік көрсеткен AS-водн-н үлгісі ерекше назар аударарлық. 
100 мг/мл дозадағы AS-70Р үлгісі Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis және Candida albicans штамдарына қарсы айқын белсенділік көрсетті. Бұл көп мақсатты белсенділік бұл үлгіні одан әрі зерттеу үшін ерекше қызықты етеді. Оның құрамын немесе өндіріс әдістерін оңтайландыру оның тиімділігін арттыруы және оған негізделген жаңа микробқа қарсы агенттерді әзірлеуге әкелуі мүмкін. Әртүрлі дозалардағы AS-90t және AS-90Р үлгілері әртүрлі бактериялық штамдарға қарсы орташа белсенділік көрсетті.  
100 мг/мл дозадағы AS-K-90 үлгісі Candida albicans-қа қарсы айқын белсенділік көрсетті. Бұл үлгінің тиімділігін оңтайландыру және жаңа құрамдарды әзірлеу үшін қосымша зерттеу қажет.
Жоғарыда айтылғандарға сүйене отырып, AS-водн-K, AS-водн-Н, AS-70Р, AS-90t, AS-90Р және AS-K-90 үлгілері олардың микробқа қарсы тиімділігін оңтайландыру және оларға негізделген жаңа құрамдарды немесе қоспаларды әзірлеу бойынша қосымша зерттеулер жүргізу үшін перспективалы кандидаттар болуы мүмкін (Қосымша Р).
Зерттеу нәтижесінде, №10483 «Сортаң бұйырғын өсімдігінің этанолды экстрактын микробқа қарсы құрал ретінде қолдану», №10151 «Микробқа қарсы белсенділігі бар сортаң бұйырғын (Anabasis salsa) өсімдігінің экстрактін алу тәсілі»  пайдалы моделге патент алынды [119, 139, 140] (Қосымша С).

5.2 Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстракттарының микробқа қарсы белсенділігін микросұйылту әдісімен зерттеу 

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік экстрактыларының микробқа қарсы белсенділігі Люблин медициналық университетінде (Люблин, Польша) анықталды.
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактылары антибактериалды және зеңге қарсы белсенділікке in vitro сынақтан өткізілді, бұл сорпаның микросұйылту әдісін қолдана отырып, Еуропалық микробқа қарсы сезімталдықты тексеру комитетінде (EUCAST) [141] және Клиникалық және зертханалық стандарттар институтының (CLSI) нұсқауларында [142] сипатталған. Сынақ экстрактыларының ең төменгі тежегіш концентрациясы (MIC) Американдық типтік культуралар жинағынан (ATCC) алынған анықтамалық микроорганизмдерге қатысты бағаланды, оның ішінде 5 грам-теріс бактерия штаммы (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC 12453 және Salmonella typhimurium ATCC 14028), 6 грам-оң бактерия штаммы (Bacillus cereus ATCC 10826, Enterococcus taecalis ATCC 29212, Micrococcus luteus ATCC 10240, Staphylococcus aureus ATCC 1707, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) және 3 саңырауқұлақ штаммы (Candida albicans ATCC 10231, Candida glabrata ATCC 90030 және Candida parapsilosis ATCC 22019.  Микросұйылту әдісін қолдана отырып сынақ үлгілерінің микробқа қарсы белсенділігін анықтау 2.2-бөлімде сипатталған.  
Экстракттардың MIC (минималды тежегіш концентрациясы) микросұйылту арқылы Мюллер-Хинтон сорпасында (бактериялар үшін) және стерильді 96 ұңғылы полистирол микротитр пластиналарында дайындалған MOPS (Roswell Park Memorial Institute 1640 сорпасы 3-(N-морфолино)пропансульфон қышқылымен буферленген) (саңырауқұлақтар үшін) қосылған RPMI 1640 сорпасында екі есе сұйылтуды қолдану арқылы анықталды. Стерильді 96 ұңғылы полистирол микротитр пластиналары (Nunc, Roskilde, Дания) сорпа ортасындағы сынақ экстракттарының тиісті сұйылтылуының 100 мкл-ін әрбір ұңғымаға сериялық екі есе сұйылтулар арқылы тарату арқылы дайындалды, бұл сынақ экстракттарының соңғы концентрациясын 0,0195-тен 10 мг/мл-ге дейінгі диапазонда алу үшін жасалды.
Инокулят 0,5 Макфарланд лайлылық стандартына сәйкес келетін стерильді 0,85% тұзды ерітіндідегі жаңа микробтық дақылдардан дайындалды және бактериялар үшін 5 x 105 КОЕ/мл және ашытқылар үшін 5 x 104 КОЕ/мл (КОЕ-колония түзетін бірліктер) соңғы тығыздығына жету үшін ұңғымаларға қосылды. Олардың оптикалық тығыздығы Макфарланд стандартына сәйкес 0,5 болды. Содан кейін әрбір микробтық суспензия сорпа мен сынақ экстракттарының әртүрлі концентрациялары бар әрбір ұңғымаға қосылды. Инкубациядан кейін (жоғарыда көрсетілген шарттарда), микробтардың өсуін толығымен тежейтін ең аз үлгі концентрациясын жазып, спектрофотометриялық талдауды қолдану арқылы MIC (ең аз ингибиторлық концентрация) анықталды. Өсуді бақылау, DMSO бақылауы және стерильділікті бақылау да жүргізілді. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens сығындысы жоқ орта бақылау ретінде қызмет етті. 
Ең төменгі бактерицидтік концентрация (MBC) өсуді тежеуді көрсететін әрбір ұңғыманың 5 мкл субкультурасы, соңғы оң ұңғыманы және ұсынылған агар пластиналарындағы өсуді бақылау арқылы алынды. Пластиналар барлық микроорганизмдер үшін 35°C температурада 24 сағат бойы инкубацияланды. MBC микробтық өсуі жоқ экстрактылардың ең төменгі концентрациясы ретінде анықталды. Сынақ үлгілерінің бактерицидтік немесе бактериостатикалық әсерін анықтау үшін MBC/MIC қатынастары есептелді. Тәжірибе үш рет қайталанды [142, р.257]. Алкалоидтар, әдетте, грам-оң бактерияларға грам-теріс бактерияларға қарағанда күштірек әсер етеді. Грам-теріс бактериялардың цитоплазмалық мембрана арқылы цитоплазмаға биоцидтердің енуін реттей алатын және кейде алдын алатын күрделі тосқауыл жүйесіне ие екені белгілі [143].
Микробқа қарсы талдау Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens сабақтарынан және тамырларынан алынған экстрактылар (70% және 90% сулы этанолды экстрактылар) бактерицидтік және фунгицидтік белсенділік көрсететінін көрсетті 31-кестеде келтірілген.
Грам-оң бактериялардың арақатынасын зерттеу нәтижелері:
Алынған нәтижелер зерттелген Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактыларының ішінде мацерация арқылы алынған этанол экстрактының (AS-70t) Staphylococcus aureus және Staphylococcus epidermidis (MIC=1,25 мг/мл, MIC=0,625 мг/мл, MBC=2,5, 2,5 мг/мл) және Micrococcus luteus штаммына (MIC=5,0 мг/мл және MIC=20 мг/мл) қарсы жоғары әсер ететінін көрсетті. AS-70t сығындысының басқа бактерияларға, атап айтқанда Bacillus cereus, Enterococcus taecalis және Staphylococcus aureus-қа қарсы белсенділігі сәйкесінше MIC=10 мг/мл, MBC=> 20 мг/мл және MIC=20 мг/мл, MBC=5 мг/мл болғанда сәл төмен болды.
AS-90P, AS-90t және Lup үлгісі стандартты Enterococcus faecalis штаммына қарсы жоғары белсенділік көрсетті (MIC=2,5 мг/мл, MIC=5,0 мг/мл, MIC=5,0 мг/мл және MBC>20 мг/мл-ден 10 мг/мл-ге дейінгі концентрация диапазонында). Барлық штамдардың ішінде Micrococcus luteus AS-90t, AS-70P, AS-70t, AS-90tP және Lup экстратктыларында ең жоғары белсенділікті көрсетті: MIC 0,625-5,0 мг/мл концентрация диапазонында және MBC 2,5-тен 10 мг/мл-ге дейінгі концентрация диапазонында.
Барлық стафилокок штамдары AS-90t экстрактысына және Lup үлгісіне ең сезімтал екені анықталды: грам-оң бактериялардың ішінде Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus және Enterococcus taecalis. Staphylococcus epidermidis және Micrococcus luteus штамдары 5 мг/мл MIC кезінде AS-70P сығындысына сезімтал болды, ал MBC 5-тен 20 мг/мл-ге дейінгі концентрация диапазонында табылды. Қалған стафилококктар мен бацилланың өсуі 10 мг/мл концентрациясында тежелді, ал жасушалар 2,5 мг/мл-ден >20 мг/мл-ге дейінгі концентрацияда жойылды.


Кесте 31 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактыларының бактериялар мен саңырауқұлақтардың анықтамалық штамдарына қатысты ең төменгі тежегіш концентрация (MIC), ең төменгі бактерицидтік концентрация (MBC), MIC/MBC ретінде көрсетілген.

	
Микроорганизм түрлері
	AS-90P
	AS-90t
	AS-70P
	AS-70t
	AS-K90
	AS-90tP
	Lup

	
	MIC
	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	MBC
	MIC
	MBC

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	Грам-оң бактериялар
	Staphylococcus aureus
ATCC 25923
	10
	10
	5
	5
	10
	70
	20
	5
	>20
	-
	20
	20
	5
	10

	
	Staphylococcus aureus 
ATCC BA 1707
	10
	20
	5
	5
	10
	20
	1.25
	2.5
	>20
	-
	20
	20
	10
	10

	
	Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
	10
	10
	5
	5
	5
	5
	0.625
	2.5
	>20
	-
	20
	20
	5
	10

	
	Micrococcus luteus 
ATCC 10240
	10
	20
	0.625
	2.5
	5
	20
	5
	20
	>20
	-
	5
	10
	5
	5

	
	Baccillus cereus 
ATCC 10826
	10
	>20
	5
	>20
	10
	>20
	10
	>20
	>20
	-
	>20
	>20
	5
	20

	
	Enterococcus faecalis 
ATCC 29212
	2.5
	>20
	5
	>20
	10
	>20
	10
	>20
	>20
	-
	>20
	>20
	5
	10

	Грам-теріс бактериялар бактериялар бактерияларға
	Salmonella typhimurium ATCC 14028
	20
	20
	10
	20
	20
	20
	10
	10
	>20
	-
	10
	10
	5
	>20

	
	Esherichia coli 
ATCC 25922
	20
	20
	10
	20
	20
	20
	20
	20
	-
	-
	20
	20
	5
	>20

	
	Proteus mirabilis 
ATCC 12453
	20
	20
	5
	20
	20
	20
	10
	20
	-
	-
	20
	20
	5
	10

	
	Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
	5
	5
	5
	20
	10
	10
	1.25
	2.5
	-
	-
	20
	>20
	5
	>20

	
	Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
	20
	20
	10
	20
	10
	10
	10
	10
	-
	-
	10
	20
	2.5
	20






31 - кестенің жалғасы

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	Саңырауқұлақтар
	Candida glabrata 
ATCC 90030
	>20
	>20
	10
	20
	20
	20
	10
	20
	2.5
	20
	10
	20
	2.5
	5

	
	
Candida albicans 
ATCC 102231
	
>20
	
>20
	
5
	
20
	
10
	
20
	
10
	
20
	
1.5
	
10
	
10
	
10
	
2.5
	
5

	
	
Candida parapsilosis ATCC 22019
	
>20
	
>20
	
1.5
	
20
	
10
	
20
	
10
	
10
	
5
	
10
	
5
	
10
	
0.015
	
2.5

	Ескетру: Оң бақылау ретінде қолданылатын стандартты антибиотиктер (мг/мл): бактерияларға қарсы - ципрофлоксацин, ал саңырауқұлақтарға қарсы - нистатин.
Кестедегі мәндер: *MIC және MBC мәндері мг/мл-мен көрсетілген.






Жер асты бөліктерінен (тамыр) алынған AS-K-90 экстракты грам-оң бактерияларға қарсы белсенділік көрсетпеді.
Грам-теріс бактерияларға қарсы зерттеу нәтижелері
Грам-теріс таяқша тәрізді бактериялардың ішінде AS-70t экстракты Klebsiella pneumoniae-ге қарсы ең жоғары белсенділікті көрсетті (MIC = 1,25 мг/мл және MBC = 2,5 мг/мл), ал AS-90P, AS-90t және Lup эктрактылары сәл төмен белсенділік көрсетті (MIC = 5 мг/мл және MBC 2,5 мг/мл-ден >20 мг/мл-ге дейінгі концентрация диапазонында). Lup препараты стандартты Pseudomonas aeruginosa (MIC = 2,5 мг/мл, MBC = 20 мг/мл) және грамтеріс бактериялардың барлық штамдарымен (MIC = 5 мг/мл, MBC концентрациясы 10-нан >20 мг/мл аралығында) салыстырғанда күштірек тежегіш әсер көрсетті. Proteus mirabilis AS-90P экстраактысына және Lup бірдей MIC мәнімен (5 мг/мл) және MBC = 10–20 мг/мл сезімтал болды. Бұл микроорганизмдердің өсуін тежеуге немесе өлімге әкелетін барлық сығындылардың ең төменгі концентрациясы 10–20 мг/мл болды. AS-K-90 үлгі грамтеріс таяқша тәрізді бактерияларға қарсы белсенділік көрсетпеді.
Candida ашытқы саңырауқұлақтарына қарсы зерттеу нәтижелері
Айта кету керек, Lup препараты Candida саңырауқұлақтарына, атап айтқанда Candida parapsilosis (MIC = 0,015 мг/мл, MBC = 2,5 мг/мл) және Candida glabrata және Candida albicans штамдарына MIC = 2,5 мг/мл, MBC = 5 мг/мл қарсы жоғары белсенділік көрсетті. AS-90t үлгісі стандартты Candida parapsilosis штаммына қарсы ең жоғары белсенділікті және Candida albicans-қа қарсы аз белсенділікті көрсетті (MIC = 1,5 мг/мл, MIC = 5 мг/мл, MBC = 20 мг/мл). AS-K-90 үлгісі мен AS-90t үлгі Candida parapsilosis қарсы белсенділігі төмен болды. Ашытқы өсуін тежейтін бұл сүлгінің ең аз концентрациясы 5 мг/мл, MBC = 20 мг/мл болды.
Осылайша, Anabasis salsa тамырының экстракты AS-K-90 бактерияға қарсы белсенділік көрсетпеді, ал сынақ үлгісі Candida туысының барлық штамдарына қарсы жоғары саңырауқұлаққа қарсы белсенділік көрсетті (MIC = 1,5–2,5 мг/мл, MBC = 10–20 мг/мл).
MBC/MIC және MФA/MIC қатынастарын ескере отырып, жалпы алғанда, Anabasis salsa сығындылары AS-90P, AS-90t, AS-70P, AS-70t, AS-90tP және Lup эталондық микроорганизмдерге қарсы бактерицидтік белсенділік көрсеткені көрсетілді (MBC/MIC мәндері). Өз кезегінде, бұл сығындылар үшін MBC/MIC қатынасы Bacillus cereus және Enterococcus taecalis үшін анықталмады, себебі MBC >2 болды. Ал Anabasis salsa AS-K-90 тамырлары белсенді емес болды, себебі MBC >20 болды.
Дегенмен, AS-K-90 тамыр сығындысы кандидоздың эталондық түрлеріне қарсы зеңге қарсы белсенділік көрсетті (MIC=1,5-2,5 мг/мл, MBC=10-20 мг/мл). AC-90R сығындысы кандидоздың барлық эталондық түрлеріне қарсы зеңге қарсы белсенділік көрсетпеді, себебі MIC және MBC >20 мг/мл болды.
Авторлардың білуінше, Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens сабақтарынан және тамырларынан алынған экстрактылардың бұрын микробқа қарсы белсенділігі туралы хабарланбаған, сондықтан бұл нәтижелерді басқа басылымдармен одан әрі салыстыру мүмкін емес. Дегенмен, басқа Anabasis L. түрлерінен алынған кейбір сығындылардың бактерияға қарсы немесе зеңге қарсы белсенділігі туралы жекелеген есептер бар [134,с.239; 143, р.254; 144, 145].
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens алкалоидты экстрактылары грам-оң бактерияларға қарсы айқын тежегіш белсенділік көрсетті, ал грам-теріс бактерияларға қарсы белсенділік орташа деп саналды. Lup-тың микробқа қарсы белсенділігі бұрыннан сипатталған [146], және хинолизидин алкалоидтары өсімдіктің микробқа қарсы қорғанысында (флавоноидтар мен изофлавондармен бірге) рөл атқарады деген болжам жасалды. Осылайша, зерттелген өсімдік сығындыларының микробқа қарсы белсенділігін скринингтеу стандартты Candida түрлеріне қарсы бағытталған K. pneumonia ATCC 13883-ке қарсы грамтеріс таяқша тәрізді бактериялар S. aureus ATCC 1707, S. epidermidis, M. luteus және E. faecalis эталондық грам-оң бактерияларға қарсы айтарлықтай белсенділік көрсетті (Қосымша Р).

5.3 Лупининнің Lup-43, Lup-41 субстанцияларының қауіпсіздігі мен биологиялық белсенділігін зерттеу

Субстанциялардың қауіпсіздігін және микробқа қарсы белсенділігі әдістемелік нұсқаулықтарда сипатталған әдістерді қолдану арқылы жүргізілді [68, с.172; 81, с.348; 134, с.239]. Заттардың микробқа қарсы белсенділігі 2.2-тармақшада сипатталған агар диффузиясы әдісін қолдану арқылы анықталды. Зерттеу Қарағанды медициналық университетінің биомедицина кафедрасында (Қарағанды, Қазақстан) жүргізілді. Қарағанды медициналық университетінің ҒЗК бекітті (2024 жылғы 19 маусымдағы №9 отырыс хаттамасынан үзінді (Қосымша Т). Зерттеу КеАҚ «Қарағанды медицина университетінде» виварийде іске асырылды.

Лупининнің Lup-43, Lup-41 субстанцияларының жедел уыттылық индексін анықтау
Тәжірибелер үшін кәдімгі виварий диетасымен қоректенетін ақ тышқандар қолданылды. Барлығы 24 тышқан зерттелді, олардың әрқайсысында 6 жануар бар. Бақылау және тәжірибелік жануарлар ұқсас жағдайда болды және бастапқы орташа салмағы бірдей болды. Заттың енгізілген дозасын реттеу үшін апта сайын салмақ өлшеу жүргізілді. 
Тәжірибелер тәжірибелік жануарларды пайдалана отырып жұмыстарды жүргізу үшін қажетті ережелерді сақтай отырып жүргізілді. Зерттелетін зат 500 мг/кг дозада жануарларға бір рет асқазанға енгізілді. 1500 мг/кг, 2500 мг/кг (әр тәжірибелік топта 6 жануар). Еріткіш ретінде пайдаланылған асқазанішілік тазартылған судың баламалы көлемін алған жануарлар бақылау қызметін атқарды. Жануарлар санитарлық нормаларға толық сәйкес, азық-түлік пен суға үнемі қол жетімділікпен ұсталды. Зерттелетін затты енгізуден 24 сағат бұрын жануарлар азық-түлікке қол жеткізуден айырылды. Сынақ үлгісін енгізгеннен кейін жануарлар 6 сағаттан кейін тағамға қол жеткізді. 
Жедел уыттылықты зерттеу кезінде жануарларды бақылаудың жалпы ұзақтығы 14 күнді құрайды. Препаратты енгізгеннен кейін бірінші күні жануарлар үздіксіз бақылауда болды. Жануарлардың жалпы жағдайы, олардың мінез-құлқының ерекшеліктері, қозғалыс белсенділігінің қарқындылығы мен сипаты, дене салмағының динамикасы және ішкі органдардың массасының өзгеруі тұрақты түрде тіркелді. 
Қанның биохимиялық көрсеткішін бағалау үшін зертханалық тышқандардың қан сарысуында жалпы ақуыз, мочевина, холестерин, глюкоза, жалпы және байланысқан билирубин метаболизмінің негізгі ферменттерінің белсенділігінің, аспартаминотрансфераза (АСТ) және аланинаминотрансфераза (AЛT) белсенділігінің ең ақпараттылық көрсеткіштерінің кешенін анықтадық. Биохимиялық қан индикаторын анықтау үшін URIT-800 vet қолданылды.
Деректерді есептеу Microsoft Excel бағдарламалық құралы арқылы орындалды.
Сынаманы асқазан ішіне енгізгеннен кейін жануарлардың жағдайы қалыпты болды. Келесі 14 күнде тышқандардың сыртқы түріне, мінез-құлқына және белсенділігіне ешқандай өзгерістер байқалмады. 32-кестеде бір рет асқазанішілік инъекциядан кейін үлгінің тышқандардың өміршеңдігіне әсері бойынша зерттеу нәтижелері берілген. 

Кесте 32 - Бір рет асқазанға енгізгеннен кейін тышқандар үшін зерттелетін заттың уыттылығын өлшеу нәтижелері

	Үлгі дозасы
(мг/кг)
	Жануарлардың жалпы саны
	Өлімге ұшыраған жануарлардың саны
	Өлімге ұшыраған 
жануарлардың 
пайызы

	
	еркек
	ұрғашы
	еркек
	ұрғашы
	

	500
	3
	3
	0
	0
	0

	
	6
	0
	

	1500
	3
	3
	0
	0
	0

	
	6
	0
	

	2500
	3
	3
	0
	0
	0

	
	6
	0
	



Алынған мәліметтер негізінде, субстанцияны асқазанға бір рет енгізгеннен кейін жануарлардың саны, 14 күн бақылауда өлімге әкелетін нәтиже анықталмады. 
Эксперименталды зерттеудің 14 күніндегі зерттеу топтарындағы тышқандардың дене салмағының динамикасында айтарлықтай өзгерістер табылған жоқ. Бақылауда жануарлардың жағдайы қалыпты болды. 14 күннен кейін тышқандардың басы жеңіл кесіліп, ішкі ағзаларының жағдайы бағаланды. Бақылау және эксперименттік топтардағы мүшелердің салмағы туралы мәліметтер 33-кестеде келтірілген. 
Тышқандардың ішкі мүшелерінің салыстырмалы массасы физиологиялық норма шегінде қалды. Аутопсия кезінде морфологиялық сурет қалыптыдан тыс өзгерістерді анықтаған жоқ. Инъекция орнын макроскопиялық зерттеу патологиялық өзгерістердің болуын анықтаған жоқ. Кеуде және құрсақ қуысы мүшелерінің орналасуы анатомиялық жағынан дұрыс. 

Кесте 33 - Тышқандардың дене салмағының индекстері

	Мөлшері,
мг/кг
	Саны
	Өкпе
	Жүрек
	Бауыр
	Көкбауыр
	Бүйрек

	Бақылау
	6
	0,30±0,05
	0,16±0,14
	1,35±0,12
	0,16±0,14
	0,36±0,06

	500
	6
	0,29±0,13
	0,09±0,21
	1,37±0,18
	0,14±0,19
	0,33±0,05

	1500
	6
	0,33±0,15
	0,12±0,05
	1,34±0,14
	0,12±0,13
	0,31±0,03

	2500
	6
	0,36±0,21
	0,13±0,09
	1,39±0,3
	0,13±0,10
	0,35±0,08

	Ескерту: * – бақылау жануарларындағы мәндермен салыстырғанда p<0,05



33-Кесте деректеріне және макроскопиялық зерттеуге сәйкес келесі өзгерістер анықталды: жүрегі - қара қоңыр түсті, көлемі ұлғаймаған, қарынша қуысы қалыпты, кесіндіде өзгерістер байқалмайды. бауыр - бауыр капсуласы жылтыр, тегіс. Түртіп алғанда, бауыр орташа тығыз консистенцияға ие; кесу кезінде органның ұлпасы толық қанды, қою қызыл түсті, қосындылары жоқ. Көкбауыр - қара қоңыр түсті, көлемі өзгермеген; бүйрек - қоңыр түсті, көлемі өзгермеген; бөлімінде қыртыс пен мишық жақсы сараланған. 
Лупинин туындысының сынама үлгісінің әсерінен тәжірибелік жануарлардың қан сарысуының биохимиялық талдауларының нәтижелері 34-кестеде келтірілген. 

Кесте 34 - Ақ тышқандардың қанының негізгі биохимиялық көрсеткіштеріне лупинин туындысының әсері

	Көрсеткіш
	Жы-нысы


	Бақылау
	500
	1500
	2500

	

	
	n
	x ±с.о.х
	n
	x ±с.о.х
	n
	x ±с.о.х
	n
	x ±с.о.х

	Ақуыз, г/л
	♂
	3
	61,4±1,3
	3
	63,1±2,14
	3
	61,9±3,07
	3
	63,1±1,4

	
	♀
	3
	62,3±2,1
	3
	64,7±2,19
	3
	62,9±2,14
	3
	61,8±2,1

	Мочевина, 
ммоль/л

	♂
	3
	2,41±1,15
	3
	2,0±1,14
	3
	3,2±2,1
	3
	3,7±2,4

	
	♀
	3
	2,0±1,26
	3
	3,1±1,2*
	3
	2,17±1,1
	3
	2,6±2,5

	Глюкоза, ммоль/л




	♂
	3
	7,5±1,12
	3
	6,36±1,25
	3
	7,4±1,6
	3
	7,2±2,18

	
	♀
	3
	7,03±2,60
	3
	6,96±1,16
	3
	6,91±1,14
	3
	7,03±1,25




	Жалпы билирубин,
ммоль/л

	♂
	3
	0,42±0,005
	3
	0,35±0,007
	3
	0,28±0,004
	3
	0,23±0,006

	
	♀
	3
	0,41±0,004
	3
	0,23±0,006
	3
	0,42±0,005
	3
	0,31±0,007


	АСТ, ммоль/л-с


	♂
	3
	41,16±0,6
	3
	42,56±0,27
	3
	41,46±0,5
	3
	39,46±0,51

	
	♀
	3
	42,28±0,17
	3
	41,39±0,13
	3
	39,99±0,7
	3
	40,51±0,88

	АЛТ, ммоль/л-с
	♂
	3
	47,31±0,03
	3
	48,54±0,05
	3
	42,17±0,03
	3
	41,10±0,4

	
	♀
	3
	48,18±0,04
	3
	46,11±0,05
	3
	45,18±0,06
	3
	47,31±0,7

	ХС, ммоль/л


	♂
	3
	2,19±0,8
	3
	1,49±0,5
	3
	1,56±0,9
	3
	2,74±0,8

	
	♀
	3
	1,99±0,57
	3
	1,78±0,6
	3
	2,1±0,78
	3
	1,91±0,6

	Ескерту: * - бақылаумен салыстырғандағы айырмашылық Стьюдент 1-тестіне сәйкес маңызды (p<0,05)


34-Кестеде макроскопиялық зерттеудің мәліметтері бойынша келесі өзгерістер байқалды: жүрек: қара - қоңыр түсті, мөлшері ұлғаймаған, бірқалыпты, қарынша қуысында өзгеріс байқалмады; бауыр: қою қызыл түсті, бауыр капсуласы тегіс, жылтыр, дақтар жоқ; көкбауыр: қара-қоңыр, мөлшерінде өзгеріс байқалмады; бүйрек: қоңыр түсті, мөлшері бірқалыпты, өзгеріссіз.
Зерттеу нәтижелерінен көрініп тұрғандай, зерттелетін субстанция 500, 1500, 2500 мг/кг дозада енгізу қанның зерттелетін биохимиялық көрсеткіштерінің деңгейін жоғарылатпаған. Осылайша, зертханалық тышқандардың қанын биохимиялық зерттеу кезінде енгізілген дозаларға қарамастан жалпы ақуыз мөлшерінің жоғарылауы байқалмады. Мочевина деңгейінің өсуі іс жүзінде байқалмады. Тәжірибе тобындағы зертханалық жануарларда глюкоза, холестерин, жалпы билирубин, АЛТ және АСТ деңгейлері бақылау тобының нәтижелерінен ерекшеленбеді (p<0,05). 
Тәжірибелік жануарлардың жалпы жағдайы мен мінез-құлқын бақылау нәтижесінде нормадан ауытқудың жоқтығы анықталды. Осылайша, барлық экспериментті бақылау кезінде салмақ жоғалтудың болмауы және жануарлардың бақылау және тәжірибелік топтарында дене салмағының жоғарылауы байқалды. Алынған деректер лупинин туындысыны субстанцияның уытты әсерінің жоқтығын көрсетеді. 
Осылайша, лупинин туындысы үлгісінің клиникаға дейінгі сынақтары оң жедел спецификалық емес уыттылығы жоқ екенін көрсетті. Тышқандарға бір рет асқазанішілік енгізу кезінде ең жоғары қол жеткізуге болатын доза 2500 мг/кг құрайды және қауіпсіз. Эксперименттік тышқандарды 500, 1500, 2500 мг/кг дозада лупинин туындысын жедел енгізгеннен кейін 7 және 14 күн бойы жүргізілген талдаулар мен бақылаулардың нәтижелері олардың сыртқы түріне теріс әсер етпейтінін көрсетті. жануарлардың жалпы жағдайы, дене салмағы және мінез-құлқы. Сондай-ақ қанның биохимиялық көрсеткіштеріне және дененің негізгі физиологиялық функцияларына теріс әсер етпейді. Алынған эксперименттік деректер сыналған лупинин туындысы үлгісін V класына – іс жүзінде улы емес заттарға жатқызуға мүмкіндік береді (Қосымша У).
Лупинин туындыларын микробқа қарсы белсенділігін зерттеу 
Лупинин туындыларын жеке заттардың микробқа қарсы қасиетін Қарағанды медицина университетінің оқу микробиология зертханасында биомедицина кафедрасында, in vitrо жағдайында [68,с.172; 146,147] жүргізілді және диффузиялық әдіспен ингибирлеу аймағы анықталды, зерттей келе келесідей нәтижелерге ие болды. Бақылау ретінде лупинин және оның туындылары қолданылды. Субстанциялардың микробқа қарсы белсенділігі 2.2-тармақшада сипатталған агар диффузиясы әдісін қолдану арқылы анықталды.  35 - Кестеде лупининин және лупинин туындыларының микробиологиялық белсенділігінің көрсеткіш нәтижелері көрсетілген.



Кесте 35 - Лупининин және оның туындыларының микробқа қарсы белсенділігін зерттеу нәтижелері

	№
	
Үлгі 
	Микроорганизмдердің өсуін тежейтін аймақтың диаметрі, мм

	
	
	Staphylococcus aureus 
	Bacillus 
subtilis 
	Escheriсhia 
coli 
	Pseudomonas aeruginosa
	Сandida albicans 

	5 мг/мл концентрлі сынақ үлгілері

	1
	Lup
	7,1±0,7
	-
	-
	-
	7,0±0,2

	2
	Lup-N 
	8,2±1,2
	-
	-
	-
	-

	3
	Lup-Р 
	7,7±0,8
	-
	-
	-
	-

	4
	Lup-41 
	12,8±0,6
	10,0±0,8
	10,4±1,0
	-
	-

	5
	Lup-43 
	7,7±0,5
	7,2±0,5
	-
	-
	-

	Нистатин
	-
	-
	-
	
	16,2±1,0

	Натрий бензилпенициллинді дискілер
	

20,2±1,0
	

19,0±1,0
	18,0±1,3
	

17,2±0,8
	-

	10 мг/мл концентрлі сынақ үлгілері

	1
	Lup
	8,2±0,9
	7,8±0,7
	-
	-
	-

	2
	Lup-N 
	7,0±1,2
	10,8±1,3
	-
	-
	-

	3
	Lup-Р 
	9,4±0,5
	9,7±0,4
	-
	-
	-

	4
	Lup-41
	11,6±0,6
	16,6±1,0
	10,2±0,3
	-
	10,6±0,7

	5
	Lup-43 
	7,0±0,9
	7,1±0,7
	-
	-
	

	Нистатин
	-
	-
	-
	-
	15,0±1,0

	Натрий бензилпенициллинді дискілер
	18,0±0,2
	18,2±1,3
	

16,6±1,5
	

18,1±0,3
	

-

	                    20 мг/мл концентрлі сынақ үлгілері
	

	1
	Lup
	7,8±1,2
	7,1±0,5
	-
	-
	7,0±0,1

	2
	Lup-N 
	7,0±0,4
	7,5±1,4
	-
	-
	-

	3
	Lup-Р 
	7,2±0,9
	9,3±1,0
	-
	-
	-

	4
	Lup-41 
	15,2±0,4
	11,6±1,4
	12,1±0,7
	-
	10,0±0,1

	5
	Lup-43 
	9,4±0,6
	7,2±1,1
	-
	-
	

	Нистатин
	-
	-
	-
	-
	15,0±1,0

	Натрий бензилпенициллинді дискілер
	19,0±1,2
	18,0±1,1
	

16,0±1,0
	

17,0±1,3
	

-

	Ескерту: *- салыстыру тобымен салыстырғанда айырмашылықтардың маңыздылығы p<0,05



35-кестеде келтірілген лупинин үлгілерінің микробқа қарсы және зеңге қарсы белсенділігін скринингтеу нәтижелері Lup-41 үлгісі 20 мг/мл концентрациясында Staphylococcus aureus грам-оң сынақ штамдарына қарсы, орташа тежеу аймағының мәні 15,2 мм екенін, оның әсері диаметрі шамамен 19,0 мм болған натрий бензилпенициллинімен салыстыру кезінде орташа белсенділік көрсетті. Бұл қосылыс Escherichia coli грам-теріс сынақ штаммына қарсы әлсіз микробқа қарсы белсенділік көрсетті. Тежеу аймағының орташа мәні 12,1 мм болды, бұл үлгінің бактериялардың өсуін тежеу мүмкіндігін көрсетеді. Сондай-ақ, бұл қосылыс 10 мг/мл дозада Bacillus subtilis штаммына қарсы орташа белсенділік көрсеткені анықталды.
Зерттелген қосылыстардың Staphylococcus aureus шатмының микробқа қарсы белсенділігін бағалау Lup, Lup-N, Lup-P, Lup-41 және Lup-43 туындыларына бактериостатикалық әсерің көрсетеді, ал Pseudomonas aeruginosa штамына іс жүзінде ешқандай әсер көрсетпеді. Lup-41 қосылысы әлсіз микробқа қарсы белсенділікпен сипатталады. 
Осылайша, синтезделген лупинин туындыларының ішінде Staphylococcus aureus штамына қарсы орташа белсенділік және Bacillus subtilis штамына орташа микробқа қарсы белсенділік көрсететін Lup-41 субстанциясы анықталды. Бұл зерттеуде алынған нәтижелер жаңа лупинин қосылыстарының микробқа қарсы қасиеттерін олардың фармакологиялық әсерін күшейту және патогендік микроорганизмдерде төзімділіктің дамуын болдырмау үшін одан әрі зерттеу мүмкіндігін көрсетеді (Қосымша Ф).

5.4 Лупининнің Lup-43 субстанциясының ацетилхолинэстеразаны (AChE) тежеу  белсенділі 

Тәжірибе Қарағанды медициналық университетінің микробиология кафедрасының оқу микробиология зертханасында жүргізілді.
Ацетилхолинэстераза (AChE) тежеу белсенділігі in vitro стандартты Эллман әдісін қолдана отырып зерттелді [91, с.124; 92, с.46; 93]. AChE белсенділігі 2.2-тармақшада сипатталған әдісін қолдану арқылы анықталды.  
Препараттар мен реагенттер: Ацетилхолинэстераза (Sigma-Aldrich, США), концентрациясы 3,2 ЕД/л; Антихолинэстеразды дәрі - галантамин (Tocris Bioscience, США), стандартты ингибитор ретінде; ацетилхолинэстераза ингибиторларын скринингтеу жинағы (Sigma-Aldrich, США); 5,5'-дитиобис-2-нитробензой қышқылы (DTNB) (Эллман реактиві) (Sigma-Aldrich, США); ацетилхолин хлориді (Sigma-Aldrich, США); калий-фосфатты буфер ерітіндісі (pH 7,4).
Ерітінді дайындау: Лупинин және оның 1,2,3-үшазол туындысы (Lup-43) (әрқайсысы 5 мг) 25 мл көлемдік колбадағы мұздық сірке қышқылы мен судың 1:15 қоспасында ерітілді. Ерітінді тазартылған сумен белгіге дейін жеткізілді. Концентрациясы 1 мг/мл болатын жұмыс ерітіндісін алу үшін негізгі ерітіндінің аликвотасы (5 мл) 100 мл көлемдік колбаға ауыстырылып, белгіге дейін тазартылған сумен толтырылды. Әрі қарай, жұмыс ерітіндісінің екі есе сұйылтылуы 0,5 мг/мл, 0,25 мг/мл, 0,125 мг/мл, 0,0625 мг/мл және 0,03125 мг/мл соңғы концентрацияларымен дайындалды. Бақылау ерітіндісі ретінде пайдалану үшін 0,5 мг/мл концентрациясы бар бақылау ерітіндісі (галантамин) дәл осылай дайындалды. Галантамин AChE талдаулары тежегіш белсенділігін салыстыру үшін оң бақылау ретінде пайдаланылды. Сынамалар AChE тежеу белсенділігі спектрофотометриялық әдіспен өлшенді. 
AChE тежеу белсенділігінің ингибирлеу пайызы (5) формула бойынша есептеліп нәтижелері 36-кестеде келтірілген. IC50 - ацетилхолинэстераза белсенділігінің 50% тежелуін тудыратын концентрация. IC50 пробитталдауы арқылы есептелді. Барлық сынақтар үш рет орындалды (n=3). Нәтижелер орташа мән ± орташа мәннің стандартты қателігі (M±SEM) ретінде көрсетіледі.
Кесте 36 - Ацетилхолинэстераза белсенділігін (IC50) анықтау нәтижелері

	№
	Сынақ үлгілері
	IC50 (мкМ)

	1
	Лупинин
	10,7 ± 1,4

	2
	(1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (Lup-43)
	7,2 ± 1,1

	3
	Галантамин (бақылау)
	8,3 ± 1,3



Лупининнің 1,2,3-үшазол туындысы Lup-43 ацетилхолинэстеразаны тежеу белсенділігі (IC50 мәні 7,2 мкМ), бұл Альцгеймер ауруының жеңіл түрін емдеуде қолданылатын галантаминнің белсенділігімен салыстырмалы болды (IC₅₀ = 8,2 ± 1,3 мкМ). 
Белсенділіктің бұл айырмашылығы ферменттің белсенді орталығына тән химиялық құрылымы мен аффинділігіне байланысты болуы мүмкін. Алынған нәтижелер құрылымды оңтайландыру және осы қосылыстардың биологиялық тиімділігін бағалау бойынша одан әрі зерттеулер үшін негіз болып табылады. Lup-43 құрылымында 4-бензилоксифенил тобының болуы оның максималды белсенділігін қамтамасыз етті, бұл оның AChE ингибиторы ретіндегі әлеуетті рөлін көрсетуі мүмкін. Ацетилхолинді жоятын фермент холинэстеразаға тежегіш әсер етеді. Жүйке - бұлшықет өткізгіштігін жақсартады
Осылайша, (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизин (Lup-43) қосылысы аралас типті тежегіш белсенділік көрсетеді және Альцгеймер ауруын емдеу аясында одан әрі зерттеулер үшін перспективалы кандидат болуы мүмкін [137] (Қосымша Х).

5.5 Лупининнің Lup-41 субстанциясының вирусқа қарсы белсенділігі

Зерттеу жұмысы «Микробиология және вирусология орталығы» зертханасында 2022 жылы жүргізілген. 
Вирусқа қарсы белсенділікті анықтау үшін әртүрлі антигендік формулалары бар H3N2 және H1N1 тұмау вирусының штамдары пайдаланылды. Сынақ Lup-41 үлгінің вирусқа қарсы белсенділігі химиялық терапиялық индексті (ХTІ) анықтау үшін 0,0016%-дан 0,2%-ға дейінгі концентрацияларда зерттелді, бұл тауық эмбрионына 0,003-0,4 мг (0,06-8 мг/кг) дозаларына сәйкес келеді (37-кесте). Зерттеу нәтижелерінде {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат (Lup-41) туындысы H3N2 тұмау вирусының штаммына қарсы айқын вирусқа қарсы әсерге ие екені, салыстырмалы препараттардың: Тамифлу (Осельтамивир) белсенділігінен 6,3 есе және Ремантадиннен 2,1 есе асып түсетіні, сондай-ақ H1N1 тұмау вирусының штаммына қарсы айқын вирусқа қарсы белсенділікке ие екені және салыстырмалы препараттардың: Тамифлу (Осельтамивир) белсенділігінен 5,8 есе және Ремантадиннен 2,1 есе асып түсетіні анықталды.

Кесте 37 - Lup-41 тұмау вирустарына қарсы зерттеу нәтижелері

	Сынақ үлгілері
	Сынақ үлгісінің химиотерапиялық индексі

	
	H3N2
	 H1N1

	«{1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-терт-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат (Lup-41)
	65.0
	64.0

	Тамифлю
(Осельтамивир)
	10.3
	11.0

	Ремантадин
	29.9
	30



Осылайша, Lup-41 қосылысы тұмаудың антигендік құрылымына және вирусқа қарсы препараттарға сезімталдығына қарамастан жоғары вирусқа қарсы белсенділік көрсететін, оған негізделген тиімді тұмауға қарсы агентті әзірлеу үшін перспективалы болып табылатыны анықталды (Қосымша Ц). 
Айта кету керек, соңғы жылдары лупининге және оның туындыларына қызығушылық айтарлықтай артты, бұл ең алдымен оның фармакологиялық әсерінің жан-жақтылығына және атап айтқанда, Альцгеймер ауруын емдеуде қолданылуына байланысты. Lup-41 қосылысы әртүрлі антигендік құрылымдары бар тұмау вирусының штамдарына қарсы жоғары терапиялық белсенділік көрсетеді және тұмауға қарсы препараттарды өндірудің қосымша көзі ретінде қарастырылуы мүмкін. Осыған байланысты лупининнің жаңа өсімдік көздері, сондай-ақ оны өсімдік экстрактыларынан қосылыстарды бөлу және оған негізделген синтездеу әдістері іздестірілуде. 
Зерттеу нәтижесі бойынша, №10740 «{1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-терт-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаты вирусқа қарсы емдеу» пайдалы модельге патент алынды [148]. 

5.6 Сортаң бұйырғын (Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) өсімдік шикізатына негізделген дәрілік препараттарды алудың әдістемелік сызбанұсқасы

Әдебиеттер мен өз зерттеу деректерімізді талдау бізге жалпы әдіснамалық тәсілді тұжырымдауға мүмкіндік берді, оны бірнеше тізбекті зерттеу бірнеше кезеңдерге бөлуге болады: ақпарат іздеу, шикізаттың сапа көрсеткіштерін анықтау, шикізатты стандарттау, субстанцияның технологиясын әзірлеу, субстанцияны стандарттау, дайын дәрілік форманы әзірлеу, дайын дәрілік форманы стандарттау, тәжірибелі-өнеркәсіптік технология, фармакологоиялық зерттеулерлерден құралған. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатына негізделген дәрілік препараттарды алудың әдіснамалық негізін 47-суретте көрсетілген. 

Өсімдік шикізаты
Шикізатты стандарттау
Шикізаттың сапа көрсеткіштерін анықтау
ДӨШ экстракциялау әдісін тандау

Белсенді заттарды сандық анықтау әдістерін әзірлеу
Субстанцияның технологиясын әзірлеу
Дәрілік форманың оңтайлы құрамын таңдау
Субстанцияны стандарттау
Белсенді заттардың сандық анықтау әдісін жасау
ҚР фитопрепараттарды тіркеу

Дайын дәрілік форманы әзірлеу
Дайын дәрілік форманы стандарттау


Тәжірибелік партияларды шығару
Тәжірибелі-өнеркәсіптік технология
Фармакологоиялық зерттеулер
ДӨШ сапа спецификациясы
Өндіріске енгізу


Сурет 47 - Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатынан 
дәрілік препараттарды әзірлеудің әдіснамалық сызбанұсқасы














ҚОРЫТЫНДЫ

Зерттеу нәтижесінде келесі қорытындылар жасауға болады:
1. Алғаш рет сортаң бұйырғын (Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) шикізаттың морфологиялық және анатомиялық диагностикалық қасиеттері зерттелді. Өркендердің көлденең қималары, гүлшоғырларының беткі препараттары және тамырлардың көлденең қималары бойынша гистохимиялық сынақтардың нәтижесінде флавоноидтар мен алкалоидтар анықталып, олардың локализациясы анықталды.
Тәжірибелік жұмыстардың нәтижелері бойынша Қарағанды облысында Қазақстан Республикасының аумағында өсетін Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) өсімдік шикізатының фармакогностикалық және технологиялық параметрлері анықталып, экстракция үшін экстрагент таңдалды. Экстракция процесінің оңтайлы шарттарын таңдау үшін Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) шикізатының технологиялық параметрлері  зерттелді және экстрагент ретінде 70% этанол таңдалды, өйткені ол экстракцияланатын заттардың жоғары шығымдылығын қамтамасыз етеді.
2. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) экстрактыларының химиялық құрамы алғаш рет ЖТСХ-УК және ЖТСХ-MС/MС қолдану арқылы зерттеліп, 26 қосылыс (алкалоидтар, флавоноидтар және олардың гликозидтері, фенолды қосылыстар, амин қышқылдар) анықталды. Анықталған барлық қосылыстар бұрын Anabasis L. тұқымдасының басқа түрлерінде табылған, дегенмен, ұсынылған компоненттердің көпшілігі Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) өсімдік шикізатында алғаш рет  сипатталған. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens шикізатының жер үсті және жер асты бөліктеріндегі алкалоид лупининнің сандық мөлшері зерттелді. Сонымен қатар, перколяция әдісімен алынған AS-70P және AS-90P экстракттарындағы лупининнің мөлшері басым және 0,1769 мен 0,0098% аралығында ауытқиды. Жер асты бөлігінде мацерация әдісімен алынған ASK-90 және AS-KH экстракттарындағы алкалоид лупининнің мөлшері 0,006-0,0018% аралығында. Сілтілі жер үсті бөлігінен алынған AS-90tP экстрактындағы лупининнің мөлшері 0,0079% құрайды.
3. Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens эктрактысынан лупининді ортадан тепкіш үлестіру хроматографиясын қолдана отырып бөліп алудың жаңа әдісі жасалды, бұл тиісті сападағы өнімнің қажетті мөлшерін тұрақты өндіруді қамтамасыз етеді.
Потенциалды биоактивті 1,2,3-үшазол туындысын алу үшін C-10 атомындағы лупинин алкалоидты құрылымын өзгертудің оңтайлы жағдайлары жасалды. Жасалған жағдайлар тиісті (1S,9aR)-1-({4-[4-(бензилокси)-3-метоксифенил]-1H-1,2,3-үшазол-1-ил}метил)октагидро-2H-хинолизиннің (Lup-43) және {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1-ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоаттың (Lup-41) жоғары шығыммен синтезделуге мүмкіндік берді. Алынған қосылыстардың құрылымы заманауи физика-химиялық (ИҚ-, УК-, 1Н-, 13С- ЯМР спектроскопия, элементтік анализ, масс-спектрометрия және РҚТ) әдістерімен дәлелденді. 
4. Алғаш рет Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens экстрактылары, атап айтқанда, жер үсті бөлігінің 70% этанол сығындысы Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus және Klebsiella pneumoniae эталондық штамдарына жоғары әсер ететіні анықталды. Бұл бактериялар үшін ең төменгі тежегіш және бактерицидтік концентрациялар сәйкесінше 0,625-1,25 мг/мл және 2,5 мг/мл болды. Басқа грам-оң микроорганизмдер де осы экстрактқа өте сезімтал болды, атап айтқанда: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis және Bacillus cereus (MIC = 2,5-5 мг/мл және MBC = 10 мг/мл-ден >20 мг/мл-ге дейін). Лупинин үлгісі барлық грам-оң бактерияларға қарсы белсенділік көрсетті (MIC = 5-10 мг/мл және MBC = 5 мг/мл-ден 20 мг/мл-ге дейін). Зерттелген Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens) экстрактыларының ішінде тамыр экстракты ең белсенді зеңге қарсы агент болып табылды, ол Candida туысының барлық эталондық штамдарына қарсы жоғары белсенділікке ие.
Lup-43 субстанциясының биологиялық белсенділікті зерттеу нәтижесінде AХЭ әсері бар екені, ал Lup-41 қосылысы микробқа қарсы және H3N2 тұмау вирусының штаммына қарсы әсер көрсететіні анықталды.
«Сортаң бұйырғын қою экстракты», «Лупинин субстанциясы», «Lup-43 субстанциясы» және «Lup-41 субстанциясы» нормативтік құжаттың жобасы әзірленіп стандартталды, заттардың тұрақтылығы зерттелді. «Lup-43 субстанциясы» және «Lup-41 субстанциясы» өндірісінің зертханалық регламенті әзірленіп, бекітілді.
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ҚОСЫМША А

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының қорларын зерттеу нәтижелері туралы есеп 

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\МЮ акт видов прин, акт внедр КарУ\Отчет о ресур обслед сырья 20251225 (3).jpg]

ҚОСЫМША Б

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік түрлерін 
сәйкестендіру туралы қорытынды

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\МЮ акт видов прин, акт внедр КарУ\Заключ о видовой принадл АС--20251225.jpg]
ҚОСЫМША В

Академик Е.А. Бөкетов атындағы Қарағанды ұлттық зерттеу университетінің биология және география факультетінің оқу үрдісіне ғылыми-зерттеу нәтижелерін енгізу акті
[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\МЮ акт видов прин, акт внедр КарУ\Акт внедр КарУ_20251225 (2).jpg]

ҚОСЫМША Г

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының аминқышқылдар құрамын зерттеу протоколы
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ҚОСЫМША Д

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens өсімдік шикізатының «Радиациялық қауіпсіздікті қамтамассыз етудің сантарлы-эпидемиологиялық талаптары» 

[image: C:\Users\Aser\Desktop\Радиологич испытания 2024---Скан_20241203.png]

ҚОСЫМША Е

«Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens, шөбі»
 арналған нормативтік құжат жобасы

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\НД на сырье АS, экстр, субстанции\НД с ПЕЧАТЬЮ\НД АС сырье    Скан_20260111 (14).jpg]

ҚОСЫМША Ж

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\Отчет о стажировке\Отчет о стажировке СРС, хим состав.jpg]



ҚОСЫМША И

Қарағанды медицина университетінің, фармация Мектебінің оқу үрдісіне ғылыми-зерттеу нәтижелерін енгізу акті

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\АКТ внедрения экст, субстанц\Акт внед экстракт   Скан_20260117 (4).jpg]

ҚОСЫМША К

«Сортаң бұйырғынның қою экстракт» субстанциясына арналған 
нормативтік құжат жобасы

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\НД на сырье АS, экстр, субстанции\НД с ПЕЧАТЬЮ\НД экстракт    Скан_20260111 (11).jpg]

ҚОСЫМША Л

«Лупинин субстанциясы» арналған нормативтік құжат жобасы

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\НД на сырье АS, экстр, субстанции\НД с ПЕЧАТЬЮ\НД лупинин   Скан_20260111 (13).jpg]

ҚОСЫМША М

«Lup-43 субстанциясы» арналған нормативтік құжат жобасы

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\НД на сырье АS, экстр, субстанции\НД с ПЕЧАТЬЮ\НД  Луп 43 суб   Скан_20260111 (10).jpg]

«Lup-41 субстанциясы» арналған нормативтік құжат жобасы

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\НД на сырье АS, экстр, субстанции\НД с ПЕЧАТЬЮ\НД Луп -41    Скан_20260111 (12).jpg]




ҚОСЫМША Н

«Lup-43 субстанциясын алу» арналған зертханалық регламенті

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\Лаб регламент субстанции\ЛР Луп-43 субс      Скан_20260111 (7).jpg]

«Lup-41 субстанциясын алу» арналған зертханалық регламенті

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\Лаб регламент субстанции\ЛР Луп-41 субс    Скан_20260111 (9).jpg]



ҚОСЫМША П

Қарағанды медицина университетінің, фармация Мектебінің оқу үрдісіне ғылыми-зерттеу нәтижелерін енгізу акті

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\АКТ внедрения экст, субстанц\Акт внедр субст Луп-41      Скан_20260117 (3).jpg]

ҚОСЫМША Р
Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының микробқа қарсы және зеңге қарсы белсенділігінің сынақ есебі
[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\АКТы мои антимикроб  РhD\Акт антимикр экстракт    Скан_20260117 (6).jpg]

Anabasis salsa (C.A. Mey.) Benth. ex Volkens қою экстрактының микробқа қарсы белсенділігінің сынақ есебі
[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\АКТ антимикр Люблин\Акт антимикр Вега  Скан_20260113 (3).jpg]




ҚОСЫМША С

№10151 «Микробқа қарсы белсенділігі бар сортаң бұйырғын (Anabasis salsa) өсімдігінің экстрактін алу тәсілі» пайдалы моделіне патент алынды

[image: ]
№10483 «Сортаң бұйырғын өсімдігінің этанолды экстрактын микробқа қарсы құрал ретінде қолдану» пайдалы моделіне патент алынды
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№10740 «Антивирустық белсенділікке ие {1-[((1S,9aR)-октагидро-2H-хинолизин-1 ил)метил]-1H-1,2,3-үшазол-4-ил}метил-3-трет-бутил-2-гидрокси-5-этилбензоат» пайдалы моделіне патент алынды
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ҚОСЫМША Т

Жергілікті этика комитетін бекіту
2024 жылғы 19 маусымдағы №9 отырыс хаттамасы
[image: C:\Users\Aser\Pictures\Сканы\Скан_20250928 (2).jpg]
[image: C:\Users\Aser\Pictures\Сканы\Скан_20250928 (3).jpg]


ҚОСЫМША У

Лупинин мен оның туындысының жедел уыттылық сынағының есебі
[image: C:\Users\Aser\Pictures\Сканы\Скан_20250928 (4).jpg]
ҚОСЫМША Ф

Лупинин, Lup-43,  Lup-41 субстанцияларының микробқа қарсы және зеңге қарсы белсенділігін сынау актісі
[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\АКТы мои антимикроб  РhD\Акт антим Субстанции --- Скан_20260117 (5).jpg]


ҚОСЫМША Х

Лупинин, Lup-43 субстанцияларының АЦХ тежеу белсенділігін сынау актісі

[image: C:\Users\Aser\Desktop\АКТ, НД справки 2025\Акт АХЭ акт\Акт АЦХ акт   Скан_20260111 (15).jpg]

ҚОСЫМША Ц

Lup-41 субстанциясының вирусқа қарсы белсенділігін зерттеу туралы есеп

[image: Описание: C:\Users\мпотпмо\Desktop\Scan_20220923.jpg]
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OTYET iy
O PE3VIILTATAX HPOBEIEHHOTO PECYPCHOI') OTX
SAHACOB PACTHTEJIBHOT'O ChIPbSI

Cornacro Tlocranosicunio Ilpasnrennersa PK Nel034 or 31 okTsi6psi 2006 roma «O6
Yrsepuiennn Lepeuneli pe/inx u naxomsmmxes 1O YIPO3OH HCUE3HOBEHNS BIIOB pacTeHmil 1
RUBOTHLIXY BUIL pactenis Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. Ex Volkens. e sensercs peKnM
H HAXOLILMMHICS 11021 Yiposoit neuesnosenns, Ho, Tew HC MCHCE, [IEPHOINYHO OGHOBIIATE
JldHHBIC 110 H3YYCHHUIO CBIPLCBBIX  3aracoB u OIpeJICSIEHHIO BO3MOJXKHBIX O6T>eMOB cﬁopa
OTACALHBIN BHIOB, B TOM “iClie pacTeHHit pojta Anabasis 1., na onpenenenoii TePPUTOPHH
Kasaxcrana ssnsercs AKTYWILHOM 3a)1a4eii 6oTannkn 1 (bapmakornosmn,

Heaw paborer: nposeacnie PecypeHoro oberiesioBaius 3anacos Tpasbl Anabasis salsa
(CIROBHMK CONOHUAKOBKIT) Ha TeppuTopuu anannoro, I0xHoro i Llentpanbhoro Kasaxcrana B
PaMKaX  HayYHO-HCCIIE/I0BATEIBCKOI paboter PhD-gokropanta Bexuwesoii [1)K. o rtewme
«nabasis salsa muxisaroman JIVITHHIH QJIKQTOMB! Herisinae cyGerarmms aJly TEXHOIIOTHSICHIH
a3ipIIey» 110 crermanbHoCTH 8D07201 — «Texnonorus (apmanesTuueckoro MTPOM3BOICTRAY.

OFberr obeneosamnms: 1 pasa Anabasis salsa (exosnmi COJIOHYAKOBBII).

Hepeuenn obcieonnmnnix paitonos Kaszaxcrana: ropei JKenbray, ypounme Capgi-
Byitak. Arwipayckas o6aucrn: XpeGer Cesepubiii Akra Maurucrayckas o6iacts; 3umoska
Kawbuin 63 kv or r, My He oeskas xpeGra 10skHb AxkTay, Manrncrayckas obacTs;
Oxp.iioc. Tayumk, M fctayekas obnacte; CepepHoe [IpuGanxamse, OKPECTHOCTH Trop
bekrayara, Kaparamamiic s 00uacTp,

Meroant oﬁc.lc,umumm:l‘ccypcnoc oberiesoanue, a uMenno PACIIPOCTPAHEHHUS CBIPhSI,
TIOULA b 34pOCHH 1 OUCHKY _\pmlcammcm (IIJIOHH)L'I!) ChIPBEBBIX 33.1']&00]3), TaK xe
OIpPE/IC/ICHHE BO3MOKHLIX 00BCMORB H3BITHS (cﬁopa) CBIPbsI CHKOBHMKA COJIOHYAKOBOIO ¢ yuerom
IKCIIYATAIHOHHOTO 3anaca Ha I\,‘ppl‘l'l‘()p”l’l Ka’;axcraua. MPOBOJMIIM  COTJIACHO METOAMKE,
onncantoit B Ipukase .o, Mumnerpa skomorun u HPUPOJIHLIX pecypeos PK Nel03 ot 30 Mapta
2023 roxa «O6 YTBEpACICHin METOMKH npoBeienus pecypeHoro obernenoBanus 3amacos
PACTHTEIILHBIX PECYPCOB 1 OTIPEICIICHHS IHMHTOB HX UCIIOIL30BAH U,

Kinouesnie mecra sapocediel onpenensiig 1o OTHOLUCHUIO PACTeHHs K Biare: Anabasis
salsa ~ monmmoproe pacrtenue, He TtpeboBatenen k [IOZOPO/IMIO  MOYBBI M yCIOBHSIM
YBI@KHCHHS. Mecta  o6uranns VIPMYPOUCHBI K TJIMHHCTBIM  3aCO/CHHBIM YHaCTKaM i
KaMCHHCTBIM CYTITHHUCTBIM ydacrkam.

ILiomans sapocin OIPEICISUIM, TIpUPAaBHUBAs ee OUCPTaHUs K reoMeTpHYecKoilt (burype
(KBaipary) u H3MEPSLIN TiapaneTrphi Crmny, mmpnny), HCOOXO/MMBIE Jutst pacuera ruromanu
YIOH uiyper. Ipn ne PABHOMCPHOM paciionoxkeHnn pacrenuii na TCppUTOpHH OHM 0GpaszoBan
OIJICIILHBIC NSITHA B lpeieniax PACTHTC/IBHOIO CUOGH[&EC'I'BLL BHavaJie onpeaensyiiv TjIomaib Beei
Iepphn LOpHH, e BCTPCHACiesl NN BHJ, a 3aTtem NPOUCHT MIIOLIANH, 3aHATOH TUM BHJIOM,
dra npouenypa OCYUICCTBISCTCS  TyTeM  Npokiaak  Ha obeneryemom  yuacrke
CL‘pHHHllp‘d.l,‘lellb}lhl.\' H HL‘[)IKCII}[I1K)'.'I$IPFXI)IX Mapujpywmx X0/10B, pa.'jGHTle Ha paBHBIC
HoUinHe OTPC3KH. B HPCICax Kauoro OTPE3Ka MOACHHTLIBAIOT 4acTh, HpUﬁﬂE}lHy}O o TSTHY,
SAHATOMY  M3Y4aeMbIM  BijoM. Onpenenenue  ypoxaitnocrn (mrotHocTH  3anaca ChIPbs)
('_\II[CCIH,\IOI pasinyms MCUJLY  HOHSITHSIMH ypomaﬁnuclb H TUIOTHOCTHL 3araca CBIPbSI.
Vposkaitnocts (m1oTHOCTH 3anaca CBIPBSI) - BeJMYHHA ChIPLEBOH d)u'l‘o.\(accsl.nonyl{eHHaﬂ (4
CHMHHLULL Tiomam (1 wm°, | 1), 3aHSTOH 3apocibio.Peasbnas YPOKAHHOCTD 3HAUMTEIBHBIM
00pasom BapLUpyeT B pasiipix 3APOCIISIX H3ABUCHT OT MHOTHX (axropos.
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3AKJIIOYEHUE

U BILL0BOI HpUHAIEKRHOCTH PACTHTEALHOTO ChIpbs

Ha  ocroBanun  ananmsa lpeacTaBieHnol  bekumiesoit  [1)K. 06pasioB  chiphs

JICKAPCTBCHHHBIX pacTerni 1O/ITBEpIK/1aeM:

OBpasen coiprs, co0pannoit B 3-if nekane asrycra 2023 roxa Branm or nocesnka Axxkan

(Ierenit paiion, Kaparanmnckaoit 06.1aCTH, KOOp/MHATH! 47°72'040" c.im. 74°06'698" B.JI.) B

dase uperenns — JCHCTBUTCIBHO sBIIsIeTCY CHOBHHKOM COJIOHYAKOBEIM (Anabasis salsa (C. A,

Mey.) Benth. exVolkens )

3as. Kadesipoit Sorang
HAO «Kaparanmuncinii HAMOHAJIbHBIT

Heaeosa TC/ILCKUIT YHUBCPCHTET

HMCHI akajiemuka | A bykerosay, k.6.1. CW @5 Treykenosa

HAO «Kaparanuncinii YHHBEPCHTET
HAMOHA I H I
HCCHICOBATC ILCK N

HMCHR akanemnka E.A, By keroay,

K.0.4.. podheccop M.I0.Muvyparosa
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AKT =
BHEAPEL1151 PE3YJIbTATOB HUP B YUEBHBIH IIPOLECC,
JAESTEALHOCTL OPTAHUBALI 1 HPEJIPUSITUI

Mel. Hmkenommmcasiniecs, lipeacrasuresn kapeapsl Gotanukn Grosoro-reorpadmdeckoro
Qaxysibrera Kaparanmickoro HALMOHAIILHOTO HCCIIeI0BATE IBCKOTO YHHBEpcHTeTa HMenn E.A.
Byketosa n  mpencrasirenn Kaparanzmnckoro  meanumuckoro YHUBEPCHTETa, COCTABHIIM
HACTOSIMI AKT O TOM, uTO pesyiprarsr HAYUHO-HCCICNOBATENLCKON paGoThI PhD-nokropanta
Beknwenoii 1K, 1o 1eme  «Anaba: S salsa mmkisareiman JIYNAHHH - aJIKalOMIBl  HerisiHe
cyderanus any  TEeXHOJIOIMSICBIH 3IPIICY», NPOBOAMMOII B pamKax  sarjmaHupoBaHHON
ANCCCPTANHONKOM  paBoThl na  conckamme  cremenn PhD 1o cneunansrocrn  8D07201—

«Texnonorns  apmanesicexoro !IPOM3BOACTBAY, BHEJPEHBI B yueGHBIH npouece kadeaps
l’i(»l.lll“r(il BCACHYIOHICM Bit:

~ PESYILTATHE GaPMUKOIHOCTHICCKOrO HECIeN0BaRMS JICKAPCTBCHHOTO PACTHTENBHOTO ChIpbs
Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth, ex Volkens) (exoBHik CONOHYAKOBBII) JUIS pa3paGOTKH HOBBIX
duronpenaparos u pacunipenis HCCOPTUMEHTA PACTHTENLHOTO ChIpbs 1 JICKAPCTBEHHBIX CPE/ICTB
OTCHCCTBCHHOTO  (hapMalics IMueckoro PhIHKAHCIONB3YIOTCS 1PH  NpEnofaBaHuy  MHCIHIHAET
«DapMaKorHo3Us» CTy eIV clicunanbhocTn 6B05102 - «Buorexmonorusy,

Mcenospsosanne yrasanimix Pe3yALTATOB 1103BOTsET:

L. Hosenuenne yposus noarorosku CHICUHATHCTOB B 06/1aCTH GOTAHUKH, ()apMaKOTHO3MH
PHTOXMMUECKIX HeeTe 10BN (s Ka3axcKkoro u pycckoro OT/CJICHHS);

2. Pacunpenne caeserins mo ACCOPTHMEHTY HOBLIX JICKADCTBEHHBIX PaCTeHHif Kasaxcrana;

3. Bemosnnenne neee; LOBAHHIL, CBS3AHNBIX ¢ MACHTH(HKAWCH 1 ONHCAHHEM H3YYEHHOrO
CBIPbs! HA MaKpOCKOIHYECKOM 1 MHKPOCKOTHHYECKOM YPOBHAX B COOTBETCTBHH ¢ HOPMATHBHBIMA
Aokymertamn PK, mpunipinamu «GACPy (Hannexwamas npakruka BBIDAIMBAHKS 1 cGopa

MCXO/HOIO CBIPBS PACTHTCLHOIG tiponexoxnenns) u «GMP» (Hamiexamas MIPOM3BOJICTBEHHAS
MPaKTHKa ).

Gopna BHe penns: Mudopyats o pacturensron CBIPLC/IYPHHUIIHAKE  OGBIKHOBEHHOM
BIJIONCHA B JIeKUMOHHBLIH  Kype, TCMATHKY  71abOpaTopHeIX  paGor m CPC, wmeroxsr
(pdp\l.kl(k)l HOCTHYECKOIrO Hsyucnust ChIpbs JAYPHHIIHHKA ()sbll(HOBEHHOFO BKJTIOYEHBI B

AaB0pATOpH LI HPAKTHRY \1

O1 HAO «Kaparawumnernii VU IHHCKIT O1 HAO «Kaparamummeruii
y HIIH(‘[)(‘H'I‘L"I » HAUHOHAJILHBIT llCCJlCIIOBﬂTeﬂbCK"ﬁ
YHUBEPCHTET uMenn akagemuka E.A.

Bykerosa
Hayunbie koncynsranrh:: 3as.kadenpoii Goranuk, K.6.1,
A-dapm.. npodeccop, akazenini [TAH PK C.V. Tneykenosa W
X.M. Urkanosa L
KX.H., accou. podeccop Tpodeccop- neernenosarens kade
K.C. HypmaranGetos I Goranuky, K.6.1., npodeci

M.IO. Munvyparosa s

Henonumien:
PhD nokropant, 1K, Beknmena (/%%/
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Kaparanabi kanace!
To6opa keweci

40 KypbinbIC

BCH 920 540 000 504

BCK HSBKKZKX AK KXB

KZ 726 010 191 000 015 428
Ten.: 8 721242 56 17

KZ.T.10.0716

TESTING info@ec the

MOOA1G6

r. Kaparanaa

yauua No6oasl,

~ ctpoenme 40

BWH 920 540 000 504
BUK HSBKKZKX AO HBK
726 010 191 000 015 428
Ten.: 872124256 17
info@ecoexpert kz

EXPERT .

ArTectat akkpeauTaummn Ne KZ.T.10.0716 ot 11.05.2020 .

- IPOTOKON PAAMOHOFMHE KV
ot «02» AeKa6i§?2024 r.

3aseka

HaumeHoBaHue npoayKuum
3assuTesb 06pa3LoB NPOAYKUMM
Hata nocTynieHus 06pasyos
PerucTpaumonHbIit HoMep

[laTa NpoBeAeHUS UCTIbITaHMI
H/1 Ha UCMbITbIBAEMYIO NPOAYKLLAI

Bua ucnbiraHuin
Ycnosuns nposeAeHUs UCNbITaHWi

S - an/33 7 8-03-
X VICTIBITAHIIA Ne 785 -

Beero siuc
Jiiid
ot 25.11.2024r.
PacTtutensHoe cbipbe Anabasis salsa
¢.n. Bekunwesa MK
25.11.2024r.
761
© 28.11.2024r.

I'H «CaHuTapHo-3nMAeMHONOrH e Tpeéouaunn K obecn

PpasAnauMoHHOI 6e30macHOCTUY, KPTCLCM 71 o7 02.08.2022 1.,
KoHTposibHble

Temneparypa 21° C; snaxHocTs 50%

HaumenoBanue nokasaresci,
E)’(HIIHH& H3MepeHus

DakTryeckH
THOJyHCHHDBIC
. Aauiibic

HJI Ha me bl Hopmbi

no HJ{

1

4

Conepxanne Cs-137 Br/kr

Conepxanue Sr-90  Br/kr

MHA KZ.07.00.03126-2015 400 Br/kr

MMA KZ.07.00.03125-2015 200 br/kr

MpPOTOKO PacnpoCTPaHSETCs TO/ILKO Ha 06pasLibl, noasep

NPOTOKONA UCMbITaHWI

Wcnonnutens

OTBeTCTBEHHOCTL 32 0T60p

FHYTbl€ UCTIbITAaHUAM.

5

npo6 1 UX NPeACTaBUTENIbHOCTb HECET 3aKa3unK

3anpewiaeTcs NoHas UK YaCTUYHAs NepeneyaTka NPoToKoa 6e3 paspeLueHus
WUcneiTatensHoro LienTpa
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COI'VTACOBAH MPUKA3
PT'IT na IBX «HanuoHabHbI# 1eHTp PI'Y «KomuTeT MEIMIIMHCKOTO U
9KCIEPTH3bI JICKAPCTBEHHBIX CPEJCTB U (apmaneBTHYeCKOro KoHTposIst M3 PK»
MEIMIMHCKAX m3aenuiny KM n OK oT « » 2000
M3 PK Neo
« » 205r.
HOPMATHUBHBII JOKYMEHT

Hanvenosanue JIeKapCTBEHHOr0 PACTHTEILHOIO CHIPBS:

Anabasis salsa herba

Copran OyibIpFbH 11061

EXOBHHK COJIOHYAKOBBIN TpaBa

Hassanune npon3BoJsimiero pacrenus:

Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens

Coptan OyibIpFBIH

E3KOBHHK CONOHYAKOBBIH

Haspanue cemeiicTsa:

Chenopodiaceae Vent.

AnabGyrasnap

Mapesbie

Bpemsi chopa nian daza Bereranmu: $hasa miooHOmEHHS

@opma: IEKapCTBEHHOE PACTHTENBHOE CHIPhe

Haumenosanue n cTpana opranu3anuH-IPON3BOANTENs:

HAO «Kaparannuncknii MetuimHCKui yrusepentet», Kaparanna, Kazaxcran
Hanmenosanue u cTpana iepiarteist pErHCTPAUMOHHOTO YI0CTOBEPEHHSI:
HAO «KaparanuHckuii MeMIHCKIH yRUBepeuTeT», Kaparana, Kasaxcran
HaumenoBaHHe ¥ CTPAHA OPraHM3ANNMH-YNAKOBIIHKA:

HAO «Kaparanmsckuii MenunuHckuii yrusepentet», Kaparanna, Kazaxcran
O6s1acTh IPUMEHEHHsE: HCXO/IHOE CHIPhE JUTS MOy UeHHs ATKATOH/IOB

HJI PK Ne CpoK BBe/ICHHSI YCTAHOBJIEH ¢
e 202 -1
BBOJIMTCSI BIIEPBbIE Cpoxk neiicTBust
b1 (0 JeCOUTND 202 T,

U3 IAHUE O®UIHNAJIBHOE NEPENNEYATKA HE PA3PEIIAETCSI
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Report
about the work of a scientific internship

In the period from 06/05/2024 to 25/05/2024, Bekisheva Pernesh Zhaidarbekovna, a
second-year doctoral student in the specialty “Pharmaceutical Production Technology” of the
NJSC “Medical University of Karaganda”, underwent an internship at the Medical University in
Lublin (Poland) in the Department of Pharmacognosy under the guidance of a foreign scientific
consultant, prof. dr. Wirginia Kukula-Koch and dr. Malgorzata Kozyra.

Doctoral student Bekisheva P.Zh. at the Department of Pharmacognosy, together with a
foreign scientific consultant, they developed a method for isolating the alkaloids lupinine and
anabasine using centrifugal preparative chromatography (CPC). Thanks to the application of this
method, high purity alkaloids were obtained from the Anabasis salsa plant material extract using
specially developed protocols.

Selected solvent systems were prepared in a separatory funnel. The introduced extract (600
mg) was dissolved in the minimum possible volume of a 50:50 (v/v) mixture of the upper and
lower phases. Fractionation was performed using a CPC equipped with a 250 mL stainless steel
column, UV detector and fraction collector (Spot CPC, Armen, Sainte-Avenue, France). All
fractions were collected by monitoring UV absorbance at 254, 280, 320 and 365 nm. After
analysis, fractions were filtered, evaporated to dryness using an Eppendorf Concentrator Plus
evaporator (Hamburg, Germany), redissolved in methanol, and subjected to HPLC-MS analysis.

The qualitative composition of natural compounds of aqueous-alcoholic extracts was
carried out using the method of percolation and maceration using high-performance liquid
chromatography in combination with mass spectrometry (HPLC-MS). Alkaloids were identified
based on high-resolution mass analysis, retention time, and fragmentation patterns from literature
data using the Agilent Technologies program MassHunter Workstation.

At the Department of Microbiology, studies of Anabasis salsa extracts for antibacterial and
antifungal activity were carried out.

Thus, Anabasis salsa samples collected in Kazakhstan were assessed. This is the first large-
scale study on extracts of the Kazakh species. An analysis of the chemical composition showed
the presence of alkaloids and polyphenolic compounds from this type of raw material, which
requires further research. The extracts studied showed good activity against gram-positive
bacteria and fungal species.

Doctoral student (21‘2 Bekisheva P.Zh.

prof. dr hab. n. farm,

Foreign Ui gnmwe Wbt - |lod irginia Kukuta-
scientificconsultant ! prof. dr. Wirginia Kukuta-Koch ik el
L ]
Mot worzeoke 1&: ¢ dr. Malgorzata Kozyra

dr n. farm. Malgorzata Kozyra

profesor UM
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® KMY 6-03/01

W.o. nekaud;
HAO «KaparananHckuii ey i
P

AKT BHeApeHust o
Pe3yIbTATOB HAYYHO-HCC/IE10BATEILCKHX PaboT B yueOHbIi mponece.”
Mkoant papmanun HAO «KaparananHcKuii MeANIHHCKHIT yHHBEPCHTET»

1.  HakmvmeHOBAHHE  HAYYHO-HCC/IEA0BATEJNLCKHX  paboT: Pesynbrathi Hay4HO-
HCCIIeI0BaTeNbCKOH PaboThl Ha TeMy «Anabasis salsa MWWMKI3aTbIHAH JTyNMHUH aTKalIOWIbI HETi3iHae
cyGcTaHums  amy TEXHONOTHACHIH d3ipiiey», NPOBOIMMOH B PamKaX AMCCEPTALMOHHON paGoThI
Bexnwesoii I1JK. wa comckamue crenenn PhD mno cneumanshoctn 8D07201 — «Texnomorus
(hapMaleBTHYECKOrO MPOU3BOACTBAY.

2. Kparkas amnotammsi: B yueGHbiii npouecc Illkonbr dapmaumu HAO «Kaparanaunckuii
ME/IMUMHCKMI  YHUBEPCUTET»  BHEJPEHbl pe3y/ibTaTsl paboTel no aucuuniaube  «TexHomorus
(hapmaueBTHYECKOTO  MPOM3BONCTBA» A  CTYAEHTOB  0Opa3oBaTeNbHBIX mporpamMm  6B10103
«@Dapmaups» u 6B07201 «TexHonornsi papMaueBTHUECKOro NPOM3BOACTBa» B pasaen: «TexHonorus
TIOJTYY€HHUsl SKCTPAKTOB M3 PACTUTEJILHOTO ChIPbs», « XHUMHS TIPUPOHBIX COEAMHEHMUI, «OBIIHMe MeTOIbI
MCC/IEI0BAHMS W aHAJIU3 JIEKAPCTBEHHBIX CPE/ICTBY.

3. O¢pdext or BHeapeHHs (IKOHOMMUECKMH, COUMATBHBIMN, JKOJIOTMYECKHH), TMOAYEPKHYTH
obmactb  sdpexra: TloBbileHHe YPOBHS TOArOTOBKM CHELMATMCTOB B  OGJACTH  TEXHOMOTHH
(hapMaLeBTHYECKOrO MPOU3BOICTBA, (hapMaLUK M (PUTOXMMHUYECKHX HCCITEA0BAHHIA;

PaspaGoTka oNTHMATbHOMN TEXHONOTHH MOJTYYeHHs SKCTPAKTA M3 PACTUTENBHOTO Chipbs Anabasis
salsa (C.A.Mey) Benth. ex Volkens:

- ¢60p, CylIKa M XpaHeHHE PaCTHTENLHOTO Chipbi Anabasis salsa (C.A.Mey) Benth. ex Volkens;

- MOpP(OOrHyIeCcKOe, aHATOMHYECKOE W IMCTOXHMHYECKOE MCCIEI0BAHHE PACTHTEIBHOTO ChIPbS
Anabasis salsa (C.A.Mey) Benth. ex Volkens;

- OMpejie/leHHe XHUMUYECKOTO COCTaBa COBPEMEHHBIMU (PU3MKO-XHMHYECKHMH METONAMH;

- COCTaB/IEHHE HOPMATHBHOTO JI0KyMEHTa;

- SKCTPAKLMA METOJIaMHU MallepaLiiH, NepKOIISILHM;

- CTaTMcTHYeCKas 0OpaboTKa M CpaBHEHHE Pe3y/IbTaTOB IKCTPAKLIUH;

- pa3paboTKa ONTUMATbHOM TeXHOJIOTHH KCTPAKLIUH;

- OLIEHKA KauyecTBa MOy4eHHOr0 SKCTPAKTa.

4. Mecto u aata Bueapenns: Lllkona gapmauns HAO «KMY», 2025-2026 yueGHbiii roz.

5. ®opma smeapennsi: MHpopmaumsi O JaHHOM BHAE PAaCTHTENBHOTO ChIpbsi BKIIOYEHA B
JIGKLMOHHBIH  Kype, Tematuky CPC, MeTolbl SKCTPaKUMH pAacTHTENbHOTO ChIpbSi BKITIOUEHBI B
NaGopaTOpHBIi MPAKTHKYM.

Marepuanbl Kk HacToslleMy aKTy paccMOTpeHbl Ha 3acefaHud CoBeta WKOJBI (apmaiu

(npotokon Ne { ot «/d» &f 2046r.)

TMpescTasuTeny 3asBuTeH, TpeacTaBUTENM OPraHU3aLUK B KOTOPYIO
BHE/IPUBLUME PE3Y/BTATEI HAYUHO- BHE/IPAIOTCS PE3y/IBbTaThi HAYUHO-
HCCIIE/I0BATENBCKHX PAGOT HCCIIe10BaTENbCKUX paGoT
J1.bapm.y,, acgoLmupoBanHbiii npodeccop Tpeacenaresib KOMUCCHHU 110 OGECTIEUEHHIO
HWrxanoa X.H. kauectsa LLIkgabl papmatmu
SO ; McaGaepa M.B.
K.X.H., accoupupoBaHHbiii npodeccop «KAPATARIBT
% HypmaranGeron X(Ukua‘:‘tm’:‘u::" PYRGBO M Yei laGpasoBaTenbHOI MPOrpaMMbl
3 4 €BTHYECKOTO MPOH3BOJICTBAY
AKUMOHEP. 5 e

Jlokropax Bracosa JL.M.
Bekumesa ITJK. KomanGansi

PEIPBIAEILHON NPOrpaMMbI

Jlocesa U.B.
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PIMACKHI YHHBEPCHTET»
&\

b.H. Komeposa
2025r.
COI'JIACOBAH IPUKA3
PT'IT na IIBX «HaunoHanbHbI HeHTp PI'Y «KoMuTeT MeIHIMHCKOTO U
9KCIEPTH3bI JIEKAPCTBEHHBIX CPEICTB U (bapmaneBTHYECKOr0 KOHTpOIIss M3 PK»
MeuMHCKUX u3aenuiy KM n OK oT « » 201
M3 PK No
« » 204
HOPMATHUBHBII JOKYMEHT

HaumenoBanme JeKapeTBeHHOI CyfcTanmmm:

Anabasis salsa extractum spissum

CopraH GYifbIPFBIHHBIH KOIO JKCTPAKTBICHI

EXOBHHKa COJIOHYAKOBOTO 9KCTPAKT IYCTOM

MeskayHapoAHOe HENATEHTOBAHHOE HAHMEHOBAHUE:

Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens (ExOBHHK COJIOHUaKOBBIi)
Dopma: SKCTPAKT IyCToi

HaumenoBanme 0 CTpaHa OPraHH3ANMA-TIPON3BONTENN:

HAO «Kaparanmunckuii MeiuHCKui yauBepenteT», Kaparanna, Kasaxcran
Hanmenosanue u cTpana iep/karelist perncTPaHOHHOIO Y10CTOBEPEHHUSI:
HAO «Kaparanuncknii MeIMUHHCKHIT yHEBepenTeT», Kaparansa, Kasaxcran
HauvenoBanue n cTpaHa OPraHU3aNMH-YNAKOBIIHKA:

HAO «KaparanuHCK#it MeTMIIHHCKHAI yHuBepcuTeT», Kaparanza, Kazaxcran

HJT PK Ne Cpox BBE/ICHHUS yCTAHOBJIEH C
R 202
BBOJIUTCS BIIEPBBIE Cpok jeicTBust
J0« _ » 202 °r:

U3JIAHUE O®PUIUAJIBHOE MNEPENEYATKA HE PA3PEINAETCSL
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BIMHCKHI YHUBEPCHTET»
| B.H. Komepoga
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COI'JIACOBAH IPUKA3
PI'TI na IBX «HanuoHanbHbIi HeHTp PT'Y «Komuter MEIUIIMHCKOTO U
9KCIEPTH3BI JIEKAPCTBEHHBIX CPE/ICTB U (bapmanesTryeckoro KoHTposst M3 PK»
MeIUIMHCKUX u3nenuiny KM u ®K OT « » 20
M3 PK Ne
« » 2051

HOPMATHBHBIN JOKYMEHT

HaumenoBanue jiekapcTBEHHOH cyGcTannun:

Lupinin substance

JlynuauH cyGcTaHIuUsICh

Jlynunun cyGcraHus

Memyﬂaponﬂoe HENMAaTeHTOBAHHOC HAUMEHOBAHHE:

Lupinin (mynuang)

®Dopma: cyberanims

HanmenoBaHue U cTPaHA OPraHU3AUMH-TIPOM3BOAUTEIS:

HAO «KaparanauHcKuii MeIHIHHCKHI yHIBEpCHTET», Kaparana, Kasaxcran
HanvenoBanue u cTpana 1epsKaTe/isi pErHCTPALMOHHOIO YAOCTOBEPEHH s
HAO «Kaparanausckuii MeuIHHCKIHA yHuBepcuTeT», Kaparana, Kasaxcran
HanmenoBanue H cTpaHa OPraHH3alMHU-YNIAKOBIIHKA:

HAO «Kaparanausckunit METUIMHCKAN yHUBepeuTeT», Kaparanna, Kazaxcran
OGacTh npuMeHeHusi: U IPUTOTOB/IECHHS JeKAPCTBEHHBIX MPEMapaToB

HJI PK Ne Cpok BBeJIeHHsI YCTAHOBJIEH C
@y 20251
BBoautcs Briepsbie Cpok neictBus
HO« L oY 200 1

N3IAHUE O®PUIIUAJIBHOE NEPEINEYATKA HE PABPEHIAETCS
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YTBEPXJAEH
\IpaBnenus — Pextop
e/fprickuit yauBepenTeT)
| B.H. Komeposa
WIHz 2047

COTJIACOBAH IPUKA3
PT'II na IBX «HauuonansHsli neHTp PI'Y «KoMHTeT MEAHIMHCKOTO |
IKCIIEPTU3BI JIEKAPCTBEHHBIX CPEJICTB H (apmanesTIdecKoro kouTpons M3 PK»
MeuIUHCKUX m3aenuiiy KM n @K OT « » 20" r.
M3 PK Ne
« » 20

HOPMATHBHBIN TOKYMEHT

HaumenoBanue jieKapcTBeHHoii cyGeTanumm:

Lup-43 substance

Lup-43 cyGcrannusicsr

Lup-43 cy6eranums

Mes1yHapoIHOe HENATEHTOBAHHOE HANMEHOBAHHeE:
(15.9aR)-1-({4-[4-(6en3unokcu)-3-merokcudennn]-1 H-1.2,3-tpuazon-1-wi} mervm)okrarnapo-
2 H-XWHOIM3HH

®opma: cyGcTaHIus

HanvenoBanne H CTPAHA OPraHU3AUMA-TIPOM3BOAUTEIIS:

HAO «Kaparannunckuii MemiuHCeKuit yuusepeutet», Kaparana, Kasaxcran
Hanmenosanue u cTpana aepxaresist perHCTPALMOHHOTO YI0CTOBEDPEHMST:
HAO «Kaparanunckuii MeMiiHCKuii yausepenter», Kaparana, Kasaxcran
Hanvienosanue u cTpaHa OpraHM3anMu-yNaKoBIMKA:

HAO «Kaparanunckuii MeuIHCKHit yauBepeuteT», Kaparanaa, Kasaxcran
ObaacTs npUMeHeHHst: JUIs IPHIOTOBIICHHUS JIEKAPCTBEHHBIX IIPENapaTon

HJT PK Ne CpoK BBeJICHHsI YCTAHOBIIEH C
&ty 202 ¢
BBosuTest BiepBbie Cpox neficTBust
JI0 « » 202 °r.

U3JIAHUE OPHUIUAJIBHOE NEPENEYATKA HE PASPEIIAETCSH
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YTBEPXKJIEH
b [IpaBnenus — Pextop

HAO «Kahiiyh MNFIMHCKAN YHHBEPCHTET)
[ B.H. Komepoga
2025t
COI'JTACOBAH ITPUKA3
PI'TI na IIBX «HanuoHanbHbIit TEHTp PI'Y «KomuTeT MeTHITHHCKOTO H
9KCIIEPTH3BI JIEKAPCTBEHHBIX CPEACTB K (bapmareBTHgecKoro KouTposs M3 PK»
MEUIMHCKEX u3aemuiny KM u OK oT « » 20 1.
M3 PK Ne
« » 20101
HOPMATUBHBIN JOKYMEHT

HanmenoBauune JieKapcTBeHHOI cy6cTanmun:

Lup-41 substance

Lup-41 cy6erannusce

Lup-41 cyGeranimst

MesxaynapoHoe HeNaTEeHTOBAHHOE HAUMEHOBAHHE:
{1-[((1S.9aR)-oxrarupo-2 H-xunomusun-1-wi)metun)-1 H-1 .2.3-TpHason-4-mi} MeTHII-3-mpem-
GyTHII-2-THPOKCH-5-TUNOEH30aT

®opma: cybeTaHus

Hanvenosanme n cTpana Opranu3anuu-nPOH3BOINTEIsI:

HAO «Kaparauunckuii memunHcKuii yausepeutet», Kaparasa, Kasaxcran
HaumenoBanue n cTpana epikaTest perucTpamHOHHOT0 YI0CTOBEPEHMS:
HAO «Kaparanmunckuii Meuunsckuii yausepeutery, Kaparana, Kasaxcran
Hanmenosanue u cTpana OpraHu3anuy-yNAKoBIIHKA:

HAO «Kaparanmuckuii MmeumHckuii yausepentery, Kaparana, Kazaxcran
O6.1acTh IPHMeHeHHsI: /UTs IPHTOTOB/ICHHS JIEKAPCTBEHHBIX IIPENIAPaToB

HJT PK Ne CpOK BBeJICHHSI YCTAHOBIIEH C
o b 202: ¢
BBozuTes Briepsbie Cpoxk feiicTBust
JI0 « » 202y

HU3JAHUE OOUIUATIBHOE TMEPENEYATKA HE PA3PEIIAETCS
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JLiist ity xeGHOTo Henosib30BaHmst. DK3.Ne

MUHUCTEPCTBO 3[IPABOOXPAHEHVIS PECITYBJIMKU KAZAXCTAH
HEKOMMEPYECKOE AKIMOHEPHOE OBLIECTBO
«KAPAT'AHJIMHCKHMUW MEJTUIIMHCKWKN YHUBEPCUTET»

YTBEPXJIEH
paBiieHus — Pexrop
HNCKUI1 HUBEpCUTET»
| b.H. Kommeposa
) 20ZJT.

JIABOPATOPHBIN PETJIAMEHT
HA NOJTy4eHusi CyOCTaHIHA
«Lup-43»

Cpok zeificTBus pernamenta 10 « 0% 790 204

Kaparanga 20 r.
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Jlns ciyxeGHOrO Menosb3oBanus. Dk3.Ne

MUHUCTEPCTBO 3/IPABOOXPAHEHUSI PECITYBJIUKU KABAXCTAH
HEKOMMEP‘JECKVOE AKIMOHEPHOE OBIIIECTBO
«KAPATAHIMHCKHMU MEJIULIMHCKUN YHUBEPCUTET»

« YTBEPXJIEH
/ Fipasienns — Pexrop
HAO «Kapargigifi

I
5

dkuii HUBepCHTET
£)/b.H. Komeposa
/ 2045T.

JIABOPATOPHBIN PETJIAMEHT
HA MOJTyYeHHs1 CyOCTaHIHH
«Lup-41»

Cpok JeicTBHS pernamenta 10 «0% 40 204/

Kaparanga 20 .
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® KMY 6-03/01

MIkoast papmanun HAO «KaparanauHckuii MeHIHHCKHE YHABEPCHTE

1. HanveHoBaHHe HAYYHO-HCCIEI0BATEILCKHX PaboT: PesysbTaThl HAY4YHO-UCCIEA0BATEILCKON
paGotel Ha Temy «Anabasis salsa WVKi3aThiHAH JIyNWHWH aiKanowabl Herisinie cyGcraHums any
TEXHOJIOTHACHIH  d3ipiey», MPOBOAMMON B paMKax AuccepraiuuonHod paGotel bexmmesor [1.JK. Ha
conckanue crenenn PhD no cmewmansHocth  8D07201 — «TexHonorus —(apMaueBTHYECKOro
TIPOM3BOJICTBAY.

2. Kparkasi assoraummsi: B yueOnbiii mpouecc llkoner dapmauun HAO «Kaparanaunckuit
MEIMUMHCKUN  YHWUBEPCHTET»  BHEAPEHbI  pesynbTarhl  paboTel  mo aucumiuivbe  «TexHomorus
(hapmaneBTHYECKOro NPOM3BOACTBAY IS CTYAEHTOB 00pa3oBaTenbHbIX nporpaMm 6B10103 «Dapmauus»
u 6B07201 «Texuonorus (apmaleBTHYeCKOro npousBoacTBa» B pasnen: «KoHTponb KkauecTsa
JIEKAPCTBEHHBIX CPE/ICTBY, «XUMHS NPUPOAHBIX COEIMHEHHI», «XUMHA M TEXHOJOTMS CHHTETHYECKHX
JICKApCTBCHHbIX BELIECTBY.

3. Ddpdext o BHeAPeHHs (IKOHOMUYECKHUH, COLMAITBHBII, IKOIOTHYECKHIT), NOAYEPKHYTh 001acTh
sdexra: TToBbilieHHe yPOBHS MOATOTOBKM CHELMATMCTOB B 00JACTH TEXHONOrHH (hapMaleBTHHECKOro
MPOM3BO/ICTBA, (hapMaLuK 1 QPUTOXHMHUYECKHUX MCCIIEI0BAHMIA;

Pa3paboTka ONMTUMAIBbHOM TEXHOJOTMM mojyueHus cyOcTanuuu Lup-41 W3 XMHOIM3MAMHOBOTO
anKanouaa JyrnuHUHA:

- LeeHanpaBieHHas MOAM(UKAIMA HAa OCHOBE MOJCKYJbI JYMMHWHA, TO3BOJIAIOMIA TONYYHTH
cybcTanumio {1-[((18.9aR)-okraruapo-2 H-xuHonusuu-1-un)mernn |-1H-1,2,3-rpnazon-4-um f metun-3-
mpem-6yTni-2-ruapokcr-5-otinbensoara (Lup-41) obnanaoiiel aHTHBUPYCHOH aKTHBHOCTBIO:

- YCTAaHOBJICHHE CTPYKTYPbI MOJIEKYJIbl COBPEMEHHBIMH (PH3UKO-XHMHUYECKUMH METOIaMH;

- pa3paboTKa ONTHMaJIbHOM TEXHOJIOTMU CHHTE3a;

- OLIEHKa KauecTsa Mojly4eHHOH cyOcTaHLnu;

- COCTaBJIEHHE HOPMATHUBHOTO IOKYMEHTa Ha CyOCTaHIMIO.

4. Mecro u narta saeapenns: [lkona papmaunn HAO «KMV», 2025-2026 yueGHbiii roa.

5. ®opma Bueapenus: Mudopmauus o cybeTaHmu JTyNmMHUEA M €10 MPOU3BOHOTO BKJIIOYEHbI B
JIeKIHOHHBIH Kypc, TemaTrky CPC, MeTO/1bl CHHTE3a BKJIIOUEHBI B J1a0OPATOPHBIH MPAKTHKYM.

Oxpanocnocobnocts obbexra: [latent PK na nonesnyio mozens Nel0740 «{1-[((15.9aR)-
OKTaruapo-2H-xuHonusuu- | -un)merunl-1H-1,2,3-rpuason-4-un } Metni-3-mpem-6yTin-2-ruipokcu-5-
aTHIGeH30aT, 00NaNaONINi AHTHBHPYCHOM aKTHBHOCTBIO 3aperncTpupoBaH B ['ocyapcTBeHHOM peectpe ’
n3obperennii Pecriy6anku Kasaxcran.

MartepuaJibl K HACTOSILIEMY aKTy PacCMOTpeHbI Ha 3acenanuu CoBeTa 1Ko/l (hapmaluu (MpoToKo

Neforyp» @f 2026r)

IlpeacTaBureny 3asBUTENH, TpencTaBuTe M OpraHU3alium B KOTOPYIO
BHE/JIPHBIINE PE3YJIbTaThi HAYYHO- BHE/IPAIOTCS PE3y/IbTaThi HAYYHO-
MCCIIeI0BATENLCKHX paboT HCCIIeI0BATE BCKHX paboT
J1.bapm,p., agloummuposannbiii npodeccop [peaceaaresib KOMUCCHH 110 ofecneueHUIO
HWrxanosa X.U. KaHeCTB?]KOHN (hapmaumnn

Rl UcaGaesa M.b.

K.X.H., accomnpoBanHbiii npodeccop
M Hypwmaran6etos JK.C. JIHOM MPOrpamMMbl

FHYECKOrO NMPOM3BOACTBA»
JokTopaHt Bygacosa JI.M.

Bexuuiena [1.K.
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«YTBEPAJIAIO»
M KJIMHHYECKOH paboTe
nBepcutet Kaparanab»
Typrynos E.M.

I » 74 2024 1

HCIBITAHUH HAa aHTHOAKTEPHAIBHYIO, TPOTHBOIPHOKOBYIO AKTHBHOCTH.
BBINOJIHEHHBIX Ha 6aze kadeapbl GHOMEHIIHBI B yueOHOH MUKPOOHOIOrHYECKOH
naboparopun HAO «Meanumnckuii ynnsepeutet Kaparan s

O6bexTbl  uceaenoBanmii: Boauble (AS-soaH-K. AS-omn-H) wu  cmupro-Boanbie
9KCTPAKTBI PACTHTENBLHOTO Chipbsi Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens (AS-70. AS-
90t, AS-90, AS-K-90).

Ileas paboThI: H3YIHTH AHTHOAKTEPHATIBHYIO H MPOTHBOIPHOKOBYIO AKTHBHOCTH IKCTPAKTOR
AS Ha MPOTHBOOAKTEPHATIBHYIO H MPOTHBOrPHOKOBYIO AKTHBHOCTh.

Marepuas 1 METOIbI HCCTeI0BAHMI:

MeToa TecTHpOBaHHS AHTHOAKTEPHAILHONH M MPOTHBOTPHOKOBOH aKTHBHOCTH — METOIL
auddysun B arap ¢ tectr-kyabrypami: S aureus 1518: Bsubtilis 6633: E.coli 0524: C.albicans
0475 [1, 2].

[Ipenapatbl CpaBHEHHs - OEH3H/NCHHIM/LTHHA HATPHEBAs COMTb 115 GAKTEPHH W HUCTATHH
Jutst aposkakeBoro rpubka C.albicans.

B kauecTBe KOHTPO/Is MCIOJB30BAMH AHCTHLUIHPOBatHYt0 Boay, [OCT 6706-72. cnupro-
BozHble pacTBopbl 70% (729 ma cnpra 96%. Boaa auct. a0 1 1) n 90% (937 mua cnupta, Boa
auet. 1o 1 n). Drunoseii cnupt 96%, FOCT 5962-2013, TOO «®apmauus 2010», PK,
Kaparanunckas o6, r.Kaparanza, p-u uM. Kaseibek Bu, yi1. Ukanosa, ctp. 7A.

ITumamenvhvle cpedbi 05 Kyrbmuuposanus bakmepui:

[Mutarensusiit arap (Nutrient agar): 3To yHMBepcallbHas Cpeaa. CoAeprKallas nurareibHbie
BEIECTBA, MUHEPATIbHBIE COMM U arap-arap (XKeJaTHHOMOZOOHOE BEIECTBO. KOTOPOE MpH1aét
cpele JKENaTHHOBYIO KOHCHCTEHLHMI0). Ona oOecnieumBaeT XOpOwMii pocT OOJbLIIMHCTBRA
OaKTepuii cchlIKa.

Cpena Luria-Bertani agar (LB agar): sto Ooratas nuTaTelbHas cpeja. coiepxkatias
MeNnTHBI, [JIOKO3Yy, MHHEpaibHble coan M arap-arap. OHa LIMPOKO HCMOABb3YETCs U
Ky/IbTHBHPOBAHHS PA3IHYHBIX LITAMMOB OaKkTepuii. Takux kak E. coli.

ﬂumume‘mume L'[7(‘()h/ [eX7] eblpdiyueanust .'/IIH/)H{.‘

Cabypo-arap (Sabouraud agar): 910 cpejia. pazpaboTaHHas CreUHaIbHO U1 BLIPALIMBAHHS
rpu6oB 1 aporokeit. OHA COAEPIKUT IIIHOKO3Y. ENTOHBI, arap-arap M aHTHMMKPOOHbIE BEUECTBA.
KOTOpBbIE MOJABIISIOT POCT GaKTepHil U CnocoOCTBYIOT POCTy rPHOOB.

Passeoenue u 0o3uposra:

HcnbiTyeMble  00pasibl 3KCTPAKTOB Anabasis salsa (Oaree A. salsa) Obiiv B BuIE
KOHLEHTPHPOBAHHBIX PacTBOPoB, B A03ipoBke | Mmkr [3. 4]. KoHuenTpauus ais npenapatos
cpasienust cocrasiio 1000 mkr. Pasenenue ObUI0 BBIMTOAHEHO C HCTIONBL30BAHHEM BOJHOIO
pacTBopa.

PasBenienne npou3BoaMIIOCh, B cooTHoueHnH 1:1000.

Cmepunuzayus:

CTepuIn3auus BbIMOJHEHA C MOMOLIBIO ABTOKIABHPOBAHMS NPH JaBneHHu 2 atmocdepnt
TIpU TemIreparype 132°C B reuentie 30 MHHYT.

MeTox onpeaeenns NpoTHBOHAKTEPHAILHOIT AKTHBHOCTH:

Jluckosas: Oughghysus: HA NUTATENLHYIO CPedy HAHOCATCS JMCKH C  HCIBITYEMbIMH
BELIECTBAMH, 3aTEM HA JAMCKM HAHOCATCS TECTOBbIE opranu3mbl. JUisi cpaBHenus dhPeKkTHBHOCTH
UCIIOJB3YIOTCS IMCKH ¢ HUCTaTHHOM juis rpuba (. albicans npu pa3siudHbIX J03HPOBKAX. d




image115.jpeg
Departament of Pharmacognosy with Medicinal Plants Garden
Medicinal University of Lublin

Pharm acognosy 1, Chodzki str, 20-093 LUBLIN
tel. + 48 81 4487080
T i/ e-mail: wirginia.kukula-koch@umlub.pl

b5} bl

Antimicrobial activity
of extracts of Anabasis salsa (C. A. Mey.) Benth. ex Volkens)

Gram-PositiveBacteria AS-90P AS90t AS 0P AS 700 ASK90 AS-90iP Lup
MIC [MBC [MiC_|MBC [MIC [MBC |MIC |MBC | MIC | MBC | MIC [MBC |MIC | MBC

Staphylococcus aureus ATCC |10 |10 |5 5 0 [0 s >20 |- P 10
25923

Staphylococcus aureus ATCC | 10 20 3 ] 10 20 1.25 25 >20 |- 20 20 10 10
BA 1707

Staphylococcus epidermidis 10 [10 5 5 5 5 0625 |25 [>20 |- 20 |20 5 10
ATCC 12228

Micrococcus luteus ATCC 10 |20 [0.625 [25 |5 2078 20 |20 |- CHER BT G 5
10240

[ Baceillus cereus ATCC 10826 [ 10__[>20 |5 >20 (10 [>20 (10 [>0 [>20 |- >20 [>20 |5 20

faccalis ATCC 25 >20 ] >20 10 >20 10 >20 >20 |- >20 [>20 3 10

29212

| Gram:negativebacteria

‘Salmonella typhimurium 20 20 10 20 20 20 10 10 >207 |~ 10 |10 5 >20
ATCC 14028

Esherichia coli ATCC 25922 20 20 10 20 20 20 20 20 - - 20 20 3 >20
[Proteus mirabilis ATCC 12453 |20 __[20 |5 207 2090 njan 90 | ceee 20 [20 |5 10
Klebsiella pneumoniae ATCC | 5 5 5 W T O TR B L BT e £ 20 [>20 |5 >20
13883

Pscudomonas ac - & & T bR T TNCT £ RO E T 5 TRER) S b 0 jev (25 20
ATCC 27853

Yeasts
[ Candida glabrata ATCC90030 [>20 |>20 [10 _]20 [20 [20 [10 [20 [25 [20 [10 J[20_ |25 5
Candida albicans ATCC >20 >20 s 20 10 20 10 20 13 10 10 10 28 s
102231

Candida parapsilosis ATCC >20 >20 15 20 10 20 10 10 ] 10 5 10 0.015 | 2.5
22019

Table Legeﬁd: *values oft MIC, MBC and MFS were expressed as mg/ml.

Wirginia Kukula-Koch
Professor Department of Pharmacognosy,
Medical University of Lublin

-
-/U)'; yar N g W UZ”&N
DEPARTMENT OF PHARMACOGNOSY
WITH THE MEDICINAL PLANT GARDEN
MEDICAL UNIVERSITY OF LUBLIN
1 Chod#ki str., 20-093 Lublin, POLAND
tel. +48 81 448 7080
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JIOKAJIBHASI KOMUCCHS 110 BUO3TUKE
HAO «MEJMLIMHCKUIA YHUBEPCUTET KAPATAH/IbI»

100000, Kaparansi kanace, Loros kemeci, 40 100000 ropon Kaparauna_ymuna Coroms, ¢
E-mail: Ikbnaomuk@gmail.com E-mail: lkbnaomuk@gmail.cc

Mucomo-3akmouenne IKB HAO MYK
o 3asiBke Bexnmenoii IT. 7K.
(npucBoenHbiii Ne43 ot 06.06.2024 r.)

Boimucka u3 nporokoaa Ne 9
3acexanns Jokanabnoii Komucenn no 6modruke
npu MeauunackoM ynusepentere Kaparananr

ot 19 mions 2024 roxa

r. Kaparanzna, HAO «Meununckuit yanpepcutet Kaparanmsi»
Ipeacenarens 3acenannsi: Bucrepnuuan Osibra AjekcanpoBHa.

TloBecTKa 3aceqaHust

PaccMoTpeHHe TepBUYHOM 3asBKH Ha NPOBEICHHE HCCIe0BaHUA 10 mpoTokony «PaspaGoTka
TEXHOJIOTHH TMOJIy4eHHsl CyGCTAHIMH HA OCHOBE AJTKAJIOH/A JYNHHHHA H3 chbIpbs Anabasis
salsa».

CrioHCOp HCCIIe0BAHHS — OMCYMCmeyem

InaBHbIii HecaenoBaTens: beknmesa [leprent XKaiiapoexoBra gokTopanT, «8D07201»
«TexHonorus papMareBTHYECKOTO NPOU3BOJICTBAY.

PykoBoaurenn uccaegosanus: Mokanosa X. M., mpodeccop mKos papmamuu, 1.¢9.H., WieH-
xopp. HAH PK.
Hypmarau6eros XK. C., accou. ITpodeccop mkosb! papManuy K.X.H.

Cﬂyma.rm: 3akioueHne JKCIepra mno ITHYECKOH OKCMEPTU3E KacaTeJIbHO MPEeAO0CTaBICHHBIX
JIOKYMEHTOB.

Jl1st paceMOTpeHHsI IPeACTABJICHbI C/IeYIOIIHEe JOKYMEHTBI:
1. 3asBieHHe Ha STHYECKOE ONOOPEHHE;
2. 3asBKa Ha IIEpPBAYHYIO SKcnepTH3y (Bepenst 1 ot 06.06.2024 1.);
3. Ilporokon uccienoBanus (Bepens 1 ot 06.06.2024 r.);
4. Jlexnapauus 0 KOH(IMKTE HHTEPECOB [TIABHOTO HccieoBates (Bepeus 1 oT
06.06.2024 1.);
3assnenue 110 xuBoTHBIM (CV) (Bepeus 1 ot 06.06.2024 r.);
Pestome uccrnenosarens (CV) (Bepeus 1 ot 06.06.2024 r.);

NN
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7. DOpMBI 110 OLEHKE.
3aki0yenne

On06pHTh IIPOBEEHNE KIMHIYECKOTO HCCIIEA0BAHMS 110 ITPOTOKOITY «Pa3paboTia TeXHOJOTHH
1oJIyYeHus cyOCTAHIHH HA OCHOBE AJIKAJIOH/IA JIYIHHHHA U3 ChIPbs Anabasis salsay.

CrioHCOp HCCIIe0BAHMSE — OMCYMCmeyen

I'naBHblil ueesegoBaTean: Bexumesa [lepuem XKaiinapGexoHa qokropant, «8D07201»
«Texnonorus (hapManeBTHIECKOTr0 IPOM3BOJICTBAY.

PykoBoautesn uccaenoBanus: Vmkanosa X. 1., mpodeccop mkoss! papmarmy, 1.9.H., 4ieH-

xopp. HAH PK.
Hypmaran6eros X. C., accom. IIpodeccop mxonsl hapMannm K.X.H.

Basza uccienosanus:
HAO «Kaparanuackuit MemuuuHCKuit yHuBepeuTeT», I. Kaparanaa, yu. [oroms, 40

CroHCOp HCCIeA0BAHMS — OMCYMCmeyen

HpeacTaerL TIPOMEXYTOYHBIC OTYEThI KAXKABIE 12 MecsilieB ¢ MOMEHTa Havana
HCCIIeJOBAHMS, @ TAKKE 3aKIIOYUTENIBHBIA OTYET 10CIIe 3aBEPLICHUS UCCIIEIOBAaHUA.
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«YTBEpKAAION»
[popekTop 1o Hay4HOM U KIMHHYECKOH paboTe

AKT

Llens - u3yueHne ocTpoit TokcHuHocTH 0bpasua LupP.

MarepHaJibl H METO/IbI HCC/IEI0BAHUS.

DKCIEPUMEHTBI [OCTABICHBl B COOTBETCTBUM C TPeOOBAHUAMH 110 H3YYEHHIO
HOBBIX (papMaKOJOTHYECKUX BemecTB [PyKOBOACTBO 1O 3KCIEPUMEHTATIBHOMY
(MOKITMHUYECKOMY) W3yYeHHIO HOBBIX (DapMaKONOrMYecKuX BemlecTB, Mocksa,
2000]. B skcriepuMeHTaxX HCIONB30BaHbl GecropojHbie Oenble MbimH. XXHUBOTHBIE
HAXOMWJIMCh Ha OObIYHOM pauvoHe BuBapus. Kaxjaas rpynma coctosyia u3 6
JKUBOTHBIX, BCEro HccieqoBaHo 24 Mblmeil. KOHTPOIbHBIE M ONBITHBIE JKMBOTHBIE
HAXOJUINCh B aHAIOTHYHBIX YCIOBHSX H HMENH OJMHAKOBYIO HCXOIHYIO CPEIHIOK
Maccy, KOHTPOJIMPYEMYIO €KeHE/IebHBIM B3BEIIMBAHAEM /ISl KOPPEKLMK BBOAMMOM
1035 BEIIeCTBA.

OnNBITHl BBIMNOJHSIM, cOOMOAas HeOOXONMMBIe MpaBuia MpoBefeHus paboT ¢
HCIIOJIB30BaHMEM DKCIIEPHMMEHTABHBIX XKUBOTHBIX. MccieryemMoe BeIecTBO BBOIHIH
JKUBOTHBIM BHYTPHXKENYJ0YHO OIHOKpaTHO, B no3e 500 mr/kr, 1500 mr/xr, 2500
MI/kr (Mo 6 JKMBOTHBIX B KaXIOW ONBITHOW rpynme). KoHTponmem ciryXuix
JKUBOTHBIE, ~[ONy4aBIIMe, B OSKBHBAICHTHOM 00BEMe  BHYTPHIKEIYIOYHO
JIMCTHJUTMPOBAHHYIO BOJY, KOTOPYIO HCIIOJIB30BANIH B KAU€CTBE PACTBOPHUTENIS.

Copneprxanue KHBOTHBIX COONIONATIOCH B IOJTHOM COOTBETCTBHHM C CAHMTAPHBIMK
HOpPMaMH, ¢ TOCTOSHHBIM JOCTYIOM K TNHIIe W Boje. 3a 24 4yaca 10 BBEJIEHHS
HCIIBITYEMOTO BELIECTBa, KUBOTHBIX JHIIANK JocTyma K nume. Ilocne BBeneHust
HccyeyeMoro 06pa3sia JKUBOTHBIE MOTy4YaiH JOCTYTI K MHIIE Yepe3 6 4acos.

O611asi TPOIOIDKATEIBHOCTE HAOMIONEH)s 32 )KUBOTHBIMU TPU UCCIIENOBAHUA
OCTPOM TOKCHMYHOCTH cocTaBiseT 14 cyrok. B mnepBelii 1eHb mocie BBEICHHUS
npenapara KMBOTHbIE HAXOAMIKMCH II0J| HENPephIBHBIM HaOmonenueM. PerynspHo
¢uxcupoBanu oOIIee COCTOSHHE JKUBOTHBIX, OCOOGHHOCTH HX MOBEAEHHUS,
HHTEHCHBHOCTh M XapaKTep ABHUTaTeNbHOM aKTUBHOCTH, AMHAMHKY MacChl Tela U
H3MEHEHHEe MacChl BHYTPEHHHUX OPraHOB.

Jlnst oumeHKH GHOXHMHYECKOTO II0Ka3aTeslss KPOBU MPOBENH ONpe/eieHHe B
CBIBOPOTKE KPOBM J1aGOPATOPHBIX MbILIEH KOMILIeKca Haubonee MH(BOPMATHBHBIX
noka3aTenieil akTMBHOCTH KIIIOYEBBIX ()epMEHTOB Merabonmsma — obmiero Genka,
MOUYEBHHBI, XOJIECTEPHHA, TIIFOKO3bI, GHIHPYyOHHA OOIIEro U CBA3aHHOTO, aKTHBHOCTH
acnapramamusotpancepassl (ACT) u ananuHamuHOTpanHChepasst (AJIT) (tabnuua
4). Jlns ompejeneHus OHOXMMHYECKOTO IIOKas3aTells KpPOBH MCIOJIb30BAIA
ananuzatop URIT-800 vet.

Jlanuble  06pabarhiBaluCh — TPAAULMOHHBIMM ~ METOJaMH  BapHALMOHHON
CTaTHCTHKHM U OTOOpakaluch Kak cpejHee apudmernyeckoe (M) U ero cranaapTHas
ommbka (t). Cratuctudeckas oOpaboTKa pe3ylbTaTOB MCCIIE/I0BaHMs OLIEHHBAACh
MO MapamMeTPUYECKOl CTaTUCTHKe, Kputepuio CThIOIGHTa JOCTOBEPHOCTH, a TAKKe
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3 «YTBEPXJIAIO»
Ol ¥ KIMHHYECKOH pabote
GIMLIMHCKAH YHUBEPCHTET

Typrynos E.M.
«fI»___ &% 20251

BBINOJIHEHHBIX Ha Ga3e kadenpbl GHOMEIHIMHBI B y4eGHON MAKPOGHOIOTHIECKO#
naboparopun HAO «KaparaugmHCK#ii MEAMIMHCKAI YHUBEPCHTET)

O0BeKTBI HCCIEI0BAHMIN:

Lup — nynuaus.

Lup-N — a3uanpou3BoaHoe TynuHAHa.

Lup-P — 1-(2-(1-(oxrarunpo-xunomnusus- 1 -un)merwn)-1 H-1,2,3rpuazon-4-unmernn-2,3.4,
5.6-rexcarnapo-(2.3")ounupuauani-10.

Lup-41 — (1-((oxraruapo-1H-xuHonmu3us- 1 -wn)mernn)-1H-1,2,3-rpuason-4-un)meru-3-
(Tpert -Gy THI)-5-9THI-2-THAPOKCHOEH30aT.

Lup-43 — 1-((4-(4-(6en3unokcu)-3-metokcnpennn)-1H-1,2,3-tpuasos-1-mi)mermn)
OKTaruapo- | F/-XuHOIH3HH.

3anaua uccaenosanns: OUSHHTH AHTHMHKPOGHYIO AKTHBHOCTD 5-H 06PA3LOB TYMHHHHOB
B OTHOLICHHH K LITAMMaM TPaMIOJIOKHTENbHBIX Oakrepuii Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, X rpaMOTpHL@TENIbHBIM WTaMMaM Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli u
aposkkeBomy rpubky Candida albicans meronom auddysun B arap (ynok) [Hasammu, C.M.
Paunonansras antu6uorukorepamus / C.M. Hapaumu, W.IT. ®omuna / CrpaBounnk.— M.:
Memuuuna.- 1982.— 496 c.].

MatepuaJt H MeTO/IbI HCC/IEI0BAHMI:

OGbeKTamMu HCClIeI0BaHMs! GbUIH HOBBIE POM3BOIHbIE JTyTHHIHA.

Meron TecTMpOBaHHs aHTHOAKTEPHAILHONH M NPOTHBOTPUOKOBOH AKTHBHOCTH — METOJ
muddysun B arap ¢ Tecrr-Kynbrypamu: S. aureus ATCC 6538; B.subtilis ATCC 6633; E.coli
ATCC 25922; Ps. aeruginosa ATCC 27853, C.albicans ATCC 10231 [I'® PecryGmakn
Kaszaxcran. T.1. Anmarsr: Msagom «Kibek sxombiy, 2008. 592 c.; YacrHas MemumuHCKAs
MHKPOGHOJIOTHS ¢ TEXHHKOH MHKPOGHOIOrHYECKHX HecnenoBanuit: yu. noc./ A.C. JlaGunckasi,
JLIL brunkosa, A.C. Emuna i 1p.- 3-e w31, crep. - Cu6.: Jlans, 2020. - 608 c].

B kauecTBe mpemaparta CpaBHEHHs MCIIOJIB30BATM HCKH C OECH3MIEHHIMIUIMHOM JUIS
Oakrepuit W HuCTaTHH Ui JpoxokeBoro rpuGka C.albicans. B KauecTBe KOHTPOIs
HCIONB30BAIH IUCTUIIHPOBaHHYIo Boaty, [OCT 6706-72. cnmpro-Boamsiii pactsop 90% (937
MJI CIHpTa, BoAA AMCT. 70 1 a1). Drumossrit crpr 96%, FOCT 5962-2013, TOO «®apmarus
2010», PK, Kaparanauuckas o6u1., r.Kaparanna, p-u um. Kassibex B, yi1. Uxkanosa, ctp. 7A.

TTumamenshvie cpedbi 015 Kyibmueuposanus 6akmepuil:

[uratensueii arap (N utrient agar): 5To yHMBepcambHas Cpela, COAEpIKamias
NHTATEbHbIE BEUIECTBA, MHUHEPAIbHBIC COTH M arap-arap (KelaTMHONOZ0OHOE BEmecTBO,
KOTOpOe Npuia€r cpeie JKENaTHHOBYIO KOHCHCTeHImio). Ona obecreunBaeT Xopommit poet
GombIIMHCTBA GakTepHii cehuIKa.

Cpena Luria-Bertani agar (LB agar): s1o Goraras nuratensHas cpejia, cOfepiamias
IENTHBL, TIIOKO3y, MHHEpalbHble coiM M arap-arap. OHa IIMPOKO WCIOIB3yeTcs JUIst
KyJIbTHBHPOBAHHS Pa3/IMYHbIX INTAMMOB OaKTepHit, Takux Kak E. coli.

Tumamenvuvie cpedv 0 ebipauusanus 2pubos:

CaBypo-arap (Sabouraud agar): 510 cpe/ia, paspaGoTaHHast CIENMATBHO /ISl BHIPAIIHBAHHS
rpuboB U pookeii. OHa CONEPIKHT ITIIOKO3Y, IENITOHBL, arap-arap i aHTHMHKPOGHBIE BEIECTBa,
KOTOPbIE MOJABIISIOT POCT GakTepHii U CIOCOOCTBYIOT POCTY IPHGOB.
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«YTBEPXJIAIO»
y4HOM paboTe

AKT
PE3yJIbTATOB BBIOJIHEHHBIX PaboT 110 ONpe/IeIeHUIO aleTHIIXOMHHICTEPa3sHON aKTHBHOCTH
BBINOJIHEHHBIX Ha 6ase kadeaphl GHOMEIHIHHEL B y4eGHON MEUKPOOHOIOTHYECKOH
naboparopun HAO «KaparaniuHCKHi MEMUMHCKAN YHHBEPCUTETY

O0beKThbI HeCTeJ0BAHMS:

 Lup — nynuuus.

e Lup-43 - (15.9aR)-1-({4-[4-(6en3unokcn)-3-meTokcudenn]-1H-1,2,3-rpuazon-1-un}
METHJT)OKTaruapo-2 H-X HHOJIM3HH.

ean paboTsr:

OueHKa aHTHXONIMHACTEPA3HON aKTHBHOCTH 0GPa3LoB AlKalIOHI0B.

MaTepuanM H METOJbI:

Hccnenosanne akTHBHOCTH aueTwixonunscrepassl (AChE) mpoomunock in vitro ¢
HCIOJIb30BAaHUEM CTaHHapTHOro Mertoma OmmMana [Ellman G.L., 1961]. Dkcnepument
MPOBOMIICS B yueOHOH MHKpOGHOIOrHYecKoi TaGopaTopun Ha 6ase kadeapbl MHKPOGHONOTHH
HAO «KaparanauHCKHi MeTMIIHHCKHI YHHUBEPCHUTET).

Ipenapatel u peareHTobI:

* Auerunxonuuscrepasa (Sigma-Aldrich, CILIA), konuentpauus 3,2 EJl/n.

« l'anantamun (Tocris Bioscience, CILIA), HCIob3yeMblif Kak CTaHAAPTHBIH HHTHGHTOD.

» Habop 11 ckpiHMHIa HHTHOUTOPOB aeTHIIXONMUMHACTepaskl (Sigma-Aldrich, CIIIA).

» 5,5-mutno6uc-2-HuTpoGen3oittas kucnora (DTNB) (peaktus Dnnmana) (Sigma-Aldrich,
CIIIA).

* Auetunxonun xnopun (Sigma-Aldrich, CIIIA).

 Kanuit-pocdarusrii 6ydepnsit pactsop (pH 7,4).

Ipurorosjienne pacTBopos:

Jlynunun (Lup) u ero 1,2,3-tpuasommpoussognoe (Lup-43) B KonudecTBe MmO 5 MI
PAacTBOPANIM B CMECH JIE[ISHON YKCYCHOM KHCIOTHI M Bozsl (1:15) B MepHO#t konbe 06bEMoM 25
Mi1. JIOBOJIMIIA 10 METKH OYHMIIIEHHOH BOJIOM.

Jlna nonyyenns paGouero pacTBopa ¢ KOHIEHTpaupedl | MI/MJI aTMKBOTY MATOYHOIO
pactBopa (5 MJ) NMEPEHOCHIH B MepHyio Konby o6béMoM 100 MI M NOBOIMIA HO METKH
OYHILEHHOH BOJIOH.

]lanee FOTOBHMJIM  IByXKpPaTHbI€ pa3sBEICHHUsS pa60qer0 pacTtBopa C KOHEYHBIMH
koHueHTpauusamu 0,5 mr/mn, 0,25 mr/mm, 0,125 mr/ma, 0,0625 mr/ma u 0,03125 mr/min

AHAJIOTHYHO FOTOBHIIM KOHTPOJIBHBIN PacTBOp (raJlaHTaMHMHA) ¢ KOHIEHTparmei 0,5 Mr/MiI s
HMCIIOJIb30BAHHA B KAYECTBE KOHTPOJIS.

Xon uccaeaoBanus:

1. Tloarorosnennyio cMech anerrmxomanscrepassr (20 mxm) (3,2 EJl/1) mobasnsior B
MMKPOILTAHLIIET.

2. B xax/1yIo JIyHKy 106aBIIsIOT 25 MKII PacTBOpa HCCIIEIYeMOro alKalonza (IByKpaTHBIE
Pa3Be/IeHHsI) MM FalaHTaMUHa, a Takke 25 MKI Kamai-Gocdarroro Gydeproro pactBopa (pH
7.4), noBoas 06éM 10 300 MKIL.

3. Mluky6upyiot cmecs nipu 37°C B Teuenue 15-20 MuHyT.

4. PeaKIuio HAYMHAIOT ¢ 106ABIEHHEM 25 MKII ALETHIIXOJIMHA xnopuza (0,02 M) u 25 Mk
5.5'-autrobuc-2-uutpobensoiinoii kucnots: (DTNB) (0,02 M).
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