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ПРИНЯТЫЕ СОКРАЩЕНИЯ

БАВ              -       биологически активные вещества

ЖЭ                -       жировая эмульсия 

ЖК                -       жирные кислоты

ФК                -       фитокомпозиция

ФЛВ              -       фосфолипидные везикулы

КМАФАнМ -       количество мезофильных анаэробных и факультативно-                                       

                              анаэробных микробов

ЛРС               -      лекарственное растительное сырье

МИК             -       минимальная ингибирующая концентрация  

НД

-
нормативная документация

ОБТК          -         отдел биологического и технического контроля   

ОЛ                 -       общие липиды  

ПОЛ              -   
перекисное окисление липидов

ПНЖК          -       жирные полиненасыщенные кислоты 

СМК            -         система менеджмента качества 

ТБ               -          техника безопасности

ТСХ

-
тонкослойная хроматография

ЦД                -         циклодекстрины

ВВЕДЕНИЕ

Актуальность исследования. В последнее время во многих исследовательских центрах развернут широкий фронт работ фундаментального и прикладного характера, направленный на всестороннее изучение обширной группы природных биологически активных соединений, объединяемых общим  классификационным названием «липиды». Современные представления, основанные на результатах глубоких структурно-функциональных исследованиях   (Швец В.И., 2001, Ефременко В.И., 2003), отводят липидам и их над молекулярным клеточным образованием – биологическим мембранам – важнейшую роль в функционировании основных биохимических механизмов в коже. Данные механизмы определяют и регулируют физическое состояние клетки, ее  взаимодействие, как с соседними клетками, так и с факторами окружающей внешней среды (Бергельсон Л.Д., 1987). Возрастающие  потребности  фармацевтической и косметической    отраслей  промышленности  делают  актуальной  задачу  подбора  доступных  сырьевых  ресурсов  и  разработку  оптимальных  биотехнологических процессов производства природных  липидных препаратов для ухода за кожей лица.  Препараты природного происхождения отличаются от синтезированных химических соединений  совершенной формулой, включающей оптимальное соотношение микро- и макроэлементов, витаминов и незаменимых жирных кислот.

В течение всей своей жизни человек активно пользуется тем или иным видом парфюмерно-косметической продукции (мыло, шампунь, зубные пасты, кремы и т.д.). В связи с  возможностью проникновения данных средств через кожный барьер и слизистую оболочку с последующим влиянием на отдельные органы человека, разработка методов стандартизации и сертификации, обеспечивающие безопасность  данной продукции, приобретают особое значение. За последние 4 года в России было забраковано 12%  косметической продукции, представленной в органы стандартизации и сертификации (Вилкова С.А., 2003).  Особенно тревожит тот факт, что токсичными свойствами обладали 13,6% продукции, а 22,7% их средств имели микробиологическую загрязненность, то есть напрямую угрожали здоровью потребителей. Одновременно качество продукции  является результатом рыночной политики самого предприятия и залогом успешных продаж производимого им товара.  Наличие сертификата системы менеджмента качества, отвечающих требованиям  ИСО 9000 - это гарантия  безопасности здоровья населения и  прямые конкурентные преимущества предприятия - производителя на  рынке.

Цель и задачи исследования. Целью данного исследования является разработка биотехнологических процессов конструирования  липидных тоников для ухода за воспаленной кожей  и системы управления качеством их производства. Для  достижения поставленной цели  следовало решить следующие задачи: 1.На основе биомоделирования разработать рецептуру липидных тоников для ухода за кожей в домашних и профессиональных условиях;

1. Провести подбор доступного эффективного природного сырья; 

2. Разработать биотехнологические процессы конструирования липидных тоников для очищения воспаленной кожи;

3. Выяснить эффективность комплексного воздействия на кожу липидного тоника и липосомального крема, имеющего идентичный состав фитокомпозиции;

4. Разработать  систему контроля качества липидных тоников на всех этапах технологического процесса;

5. Разработать систему управления качеством и создать алгоритм  управления контролем качества  производства липидных  косметических  средств.

Научная новизна. Разработаны рецептуры тоников для ухода за проблемной кожей лица в домашних и профессиональных условиях. С помощью биологической модели Staphylococcus aureus доказана целесообразность введения  в рецептуру противовоспалительной  композиции, содержащей  следующее соотношение лекарственного растительного сырья: по 4 части шалфея и календулы и по 1 части ромашки, крапивы и зверобоя. Дополнительно в состав тоников введена родниковая слабоминерализованная вода, содержащая макро- и микроэлементы, участвующие в ранозаживляющих и регенерационных процессах кожного покрова.

Разработаны основные биотехнологические процессы   конструирования  липидных тоников для очищения проблемной кожи. Определены параметры технологических операций. Оригинальность разработок доказывают  положительные решения о выдаче двух патентов на изобретение РФ (№2003104254\15 от 27.04.2004 и №2003104255\15 от 19.05.2004).

Разработана система комплексного мониторинга и подобраны методы контроля качества  на всех этапах технологического процесса, а также впервые предложены для определения качества сырья, полупродуктов и готовой продукции методы, отсутствующие в нормативной  документации на косметические средства. Так, доказана необходимость проверки жирно-кислотного состава  растительных   масел в процессе выбора эффективного сырья для производства липидных препаратов. Срок хранения липидных препаратов предложено определять с помощью микробиологического анализа,  показателей перекисного числа и органолептических свойств. 

Впервые для производства липидных косметических препаратов  составлены Положение и алгоритм управления качеством, позволяющие оптимизировать научно-методические основы мониторинга косметической продукции в соответствии с требованиями международного стандарта ИСО 9000. Внедрение данной системы в производство имеет социальный и экономический аспекты, так как обеспечивает выпуск безопасной высококачественной продукции и увеличивает конкурентоспособность предприятия.

Практическая значимость и результаты внедрения. Работа выполнялась по заказу НПО «Пульс», которое производит липидные косметические препараты. Тоники прошли производственную апробацию, имеют санитарно-эпидемиологическое заключение и сертификат соответствия и в настоящем времени выпускаются в промышленном объеме (акт от 19.05.2004).  Результаты экспериментальных исследований комплексного использования для воспаленной кожи тоников и липосомального крема внедрены в работу Центра красоты и здоровья «Альпика» г. Ставрополя (акты №№ 7,8 от 25.03.2004). Испытание эффективности применения  тоника серии  «Profi Line» совместно с кремом для проблемной кожи  проводил врач-дерматолог поликлиники № 9 в  г. Ставрополе и  подтвердил усиление планируемого терапевтического эффекта.

Разработаны и утверждены НД на липосомальные тоники для проблемной кожи, в т.ч. опытно-промышленный регламент (№05 от 2004 г.), ТУ 9152-018-10280704-04,  Положение по управлению качеством производства трансдермальных  липидных косметических препаратов (акт от 27.05.04). Данные документы внедрены в работу НПО «Пульс» (акт от 17.04.04).

Разработана  и внедрена в учебный процесс кафедры анатомии, физиологии и гигиены человека Ставропольского Госуниверситета программа учебной практики по дисциплине специализации «Физиология человека и животных".

Основные положения, выносимые на защиту. 1. Результаты использования  Staphylococcus aureus  в качестве биологической модели для определения эффективности действия лекарственных трав  позволяют разработать рецептуру препарата  с заданными свойствами.

2.  Результаты введение в состав тоников для проблемной кожи фитокомпозиции и родниковой воды, богатой макро- и микроэлементами, позволяют повысить их биологическую активность.

3. Тоники для ухода за проблемной кожей лица в косметологических кабинетах содержат повышенное количество биологически активных веществ.

4. Комплексное использование липидных тоников и липосомальных кремов повышают противовоспалительное и ранозаживляющее действие препаратов. 

5. Итоги внедрение системы  управления качеством на производстве  имеют важный социальный и экономический аспекты, так как увеличивают выпуск безопасной высококачественной продукции и повышают конкурентоспособность предприятия. 

6. Разработка алгоритма управления контролем качества на производстве оптимизирует научно-методические подходы к мониторингу качества парфюмерно-косметической продукции и увеличивают ее безопасность.

Апробация работы и публикации. Основные положения диссертации доложены на Международной научно-практической конференции «Биоресурсы, биотехнологии, инновации юга России» (Пятигорск, 2003); IV Международной научно-практической конференции «Здоровье и образование в ХХI веке» (Москва, 2003); 58-й и 59-й Межрегиональных конференциях по фармации и фармакологии «Разработка, исследование и маркетинг новой фармацевтической продукции» (Пятигорск, 2003, 2004); Международной конференции «Современные достижения фундаментальных наук в решении актуальных проблем медицины» (Астрахань, 2004); Межрегиональной конференции «Здоровый город: план действий сегодня. Партнерство бизнеса, личности и власти» (Ставрополь, 2004). Материалы диссертационной работы представлены в 8 публикациях.

             Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, глав обзора литературы,  методов и материалов исследования, двух глав собственных исследований, заключения, общих выводов, списка использованной литературы. Общий объем диссертации – 144 машино​писных страниц. Список литературы включает 133  наименования, в том числе 61 источник иностранных авторов. Работа содержит 19 таблиц и 19 рисунков.

ГЛАВа 1. Современное состояние  и  ТЕНДЕНЦИИ  РАЗВИТИЯ БИОТЕХНОЛОГИИ И МЕТОДОВ СТАНДАРТИЗАЦИИ  ЛИПИДНЫХ  КОСМЕТИЧЕСКИХ  ПРЕПАРАТОВ  ДЛЯ  ПРОБЛЕМНОЙ  КОЖИ  
(обзор литературы)

1.1. Роль  липидных косметических препаратов для ухода за проблемным типом кожи

Кожа (cutis) образует внешний покров организма, площадь которого у взрослого человека достигает до 2 м2. Из производных кожи у человека имеются сальные и потовые железы, волосы и ногти. В коже человека выделяют эпидермис, дерму и подкожно-жировую клетчатку (гиподерму). В свою очередь эпидермис состоит из пяти слоев: базального, шиповатого, зернистого, блестящего и рогового (Чернух А.М., 1982). Каждый из вышеперечисленных элементов кожи играет свою роль в организме. Так, в базальном слое (stratum bazale)  располагаются клетки, способные вырабатывать меланин – меланоциты. Присутствие в клетках зернистого слоя (stratum grantlosum)  комплекса кератогиалина с тонофибриллами   указывает на то, что в них начинаются процессы ороговения, так как кератогиалин является предшественником рогового вещества – кератина. Другой предшественник кератина – эледин, располагается в блестящем слое (stratum lucidum). Роговой слой (stratum corneum) обладает большой упругостью и плохой теплопроводимостью. Он содержит кератин (белок, содержащий до 5 % серы), который устойчив к действию кислот и щелочей.

Нейтральные жиры составляют основную массу подкожно-жировой клетчатки. Клетчатка содержит до 70 %  триоленов,  являющихся  легкоплавкими триглицеридами. Другие липиды (стерины, стероиды, фосфолипиды) содержатся в клетках эпидермиса и соединительной ткани, в стенках сосудов и в секрете сальных желез (Калантаевская К.А., 1972). Роль липидов в коже складывается из трех составляющих: формирование эпидермального барьера, участие в метаболизме биологически активных молекул и повышение проницаемости рогового слоя для других активных компонентов (Hexsel D.M.,  2000).   При нанесении на кожу, липиды жиров и масел восстанавливаются в  межклеточные липидные пласты, меняя их свойства. Если в масляной фазе преобладают ненасыщенные липиды, то липидная прослойка между корнеоцитами становится  подвижной и лучше пропускает водорастворимые вещества (Кучеренко Н.Е., 1985).

Нарушение  липидного обмена является причиной  ряда воспалительных заболеваний, большинство из которых являются болезнями накопления, так как в результате недостаточности определенного фермента, участвующего в обмене липидов, в клетках обнаруживают аномально большие количества нерасщепленного  субстрата соответствующего фермента. К таким заболеваниям относят фурункулез, пиодермию, себорею, а также угревую сыпь. Фурункулез – хроническая рецидивирующая стафилодермия, характеризуется появлением фурункулов.  При этом наблюдается острое гнойно-некротическое воспаление волосяного фолликула и окружающей соединительной ткани. Этот процесс сопровождается изменением рН кожи в щелочную сторону и уменьшением ее самостерилизующих свойств. Фурункулез обусловлен внедрением в организм патогенных микроорганизмов, чаще всего стафилококков ( Aekermann, H.-W., 1987).

 Пиодермия – группа острых и хронических воспалительных процессов, вызываемых стафилококками, стрептококками, реже синегнойной и кишечной палочками.

Недостаток в   коже витамина А играет определенную роль в развитии себореи – нарушении функции сальных желез. В основе заболевания лежит дисфункция в системе гипофиз – половые железы. Переутомление, стресс, органические заболевания способствуют патологическому процессу (Бутова О.А., Кузякова Л.М., Андреева И.Н., 2003).

          Угревая сыпь наносит значительный ущерб  внешности, хотя и не представляет опасности для жизни людей и не влияет на их работоспособность. Угри обыкновенные – эта распространенное заболевание кожи, которое поражает людей обычно в пору полового созревания. Кроме обыкновенных существует много разновидностей угрей, однако патогенез и основные принципы лечения их схожи (Марголина, 2003).

           В  патогенезе угревой сыпи участвуют: гиперкератоз протоков сальной железы, закупорка их отмершими клетками и кожным салом, повышение секреции кожного сала в ответ на андрогенную стимуляцию, колонизация  сальной железы бактериями  Propionibacterium acnes, а затем и другими микроорганизмами (Allenby, A.C , 1969, Aekermann, H.-W, 1987 ).

          Основной причиной патогенеза угревой сыпи является избыточная секреция сальных желез (Blank, I. H., 1964, Spruit D., 1966, Spruit D., 1969). Существуют две основные причины повышенной жирности кожи: генетическая предрасположенность (наличие на коже большого количества крупных сальных желез, активно секретирующих кожное сало) и гормональные факторы (андрогены стимулируют секрецию кожного сала, влияют на деление клеток сальных желез) ( (Shaw J. C., 2002).

           Одним из популярных методов при лечении акне - использование антибиотиков, влияющих на штаммы микроорганизмов, находящихся на коже. Однако, в 1998 году  A. J. Cooper    сделал вывод о связи между неудачами в лечении акне и колонизацией на коже  антибиотико-устойчивых бактерий. Общий процент случаев устойчивости к антибиотикам  возрос с 20 % в 1978 году до 62 % в 1996 году. Чаще всего устойчивость отмечалась к эритромицину,  тетрациклину, доксициклину ( Марголина А., 2003).

   Исследования, проведенные английскими учеными в городе Лидсе (Coates P., Vyakrnam S., Eady E. A.,2002), позволили установить, что количество пациентов, имеющих устойчивые штаммы бактерий к одному или более антибиотикам, используемым при лечении угревой  сыпи, возросло от 34, 5 % в 1991 году, до 55,5 % в 1997 году, затем оно упало до 50 %  в 1998 году и снова возросло до 55,5 % в 2000 году.  Колонизация  антибиотико-устойчивых бактерий на коже сейчас встречается горазда чаще, чем 10 лет назад, что сильно усложняет антибиотикотерапию при акне, а также заставляет применять альтернативные средства при  лечении угрей. 

Установлено, что при акне необходимо максимально щадящее очищение. Вместо агрессивных очищающих составов и спиртовых растворов лучше применять специальные мягкие очищающие средства, которые не повреждают кожу, а также тоники с низким содержанием спирта и антисептическими растительными экстрактами (Корсун В.Ф., 1995).

 Практически все средства,    применение которых при воспалительных процессах обосновано патогенетически, а эффективность подтверждена клиническими исследованиями, в той или иной степени раздражают кожу. Это  связано  с  тем, что помимо удаления кожного сала, в них растворяется и часть эпидермальных липидов (Shaw, J.C, 2002). Так, например, салициловая кислота, которая является одной из наиболее часто применяемых   активных добавок в препараты, применяемые для борьбы с акне, обладает отшелушивающим и противовоспалительным эффектом.  Но, подобно всем средствам от угрей, она  раздражает и сушит кожу (Gibson J. R, 1996).      

В настоящее время достаточно широко применяется  средство для профилактики угревой сыпи, которое в качестве активного начала включает спиртовой экстракт пресноводной губки бодяги. Недостатком данного косметического средства является усиленная эксфолиация ороговевших клеток эпителия, которая в некоторых случаях может катализировать воспалительные процессы. Отмечено также отсутствие регенерирующего и витаминизирующего воздействия на кожу.

Существует биологически активная добавка для косметических изделий, представляющая собой липидный  комплекс, полученный путем спиртовой экстракции сенны и содержащая углеводы, стеарины, каротиноиды, производные хлорофилла, белки, токоферол, жирные кислоты, минеральные вещества. ( Пат.РФ №2053763, А61 К7/48). Добавка включается в различные косметические средства, например, в лосьоны для ухода за кожей лица и оказывает активное биологическое воздействие на липидный  обмен. Косметологи отмечают, что  из-за высокого содержания спирта данный препарат вызывает  чувство жжения  и  аллергическую реакцию.      

 В разработке тоников для проблемной кожи компании «Academie» (Франция) применяют такие растительные экстракты как  ромашка, календула, береза, чистотел, крапива, зверобой и т.д., а также некоторые эфирные масла. Растительные экстракты действуют не так быстро и эффективно как  антибиотики, но они более безопасны, и ими можно пользоваться длительное время, к тому же, они содержат помимо липидного комплекса, витамины, природные антиоксиданты и многие другие биологически активные вещества, полезные для кожи. ( Mantle D., 2002).

Научно-исследовательский центр   Швейцарской фирмы Mila d , Opiz включил в состав многих средств профессиональной косметики для проблемной кожи  экстракты растительных трав. Известные французские косметические компании, такие как «Кристиан Диор»  и «Л, Ореаль», использовали для технологии производства тоников для очистки проблемной кожи  спиртовые экстракты фитосборов.  

В ходе изучения литературных данных (Гончарова Т.П., 1998)  установлено, что каротиноиды  и флавоноиды, обладают антиоксидантными свойствами, ингибируя избыточное количество перекисных соединений, которые разрушают мембраны клеток кожи. Кроме того, каротиноиды и флавоноиды обладают  противовоспалительным, капилляроукрепляющим действием, регулируют жировой, минеральный  и водный обмены, процессы регенерации эпидермиса, обладают бактерицидными и фунгицидными свойствами (Петрухина А. Т., 2003 ).

Органические кислоты (муравьиная, аскорбиновая, яблочная, щавелевая и другие)  способствуют очищению пор кожи, обуславливая лучшее усвоение питательных и лечебных соединений (Burch, G.E., 1946, Tregear R.T., 1966 Igarashi O., 1991). Сапонины, стероиды и алкалоиды оказывают тонизирующее действие, повышая функциональную активность нервных окончаний, способствуя более быстрому обновлению кожных тканей (Корсун В.Ф., 1995).

В настоящее время, в связи с разработкой и активным внедрением в экспериментальную медицину биофизических и биохимических методов исследования, произошли значительные изменения во взглядах на кожный барьер. Усовершенствование техники экспериментальной микроскопии позволило не только определить точный состав липидов рогового слоя, но и «увидеть» их. Сформулированы основные понятия современной теории эпидермального барьера (Э. Эрнанденс, 2001):
    - основной барьерной структурой эпидермиса, от которой зависит его проницаемость, является роговой слой;
-имеется два основных пути проникновения веществ через кожу – трансэпидермальный (через роговой слой) и трансфолликулярный (через сальные железы и волосяные фолликулы, связанные с сальными железами);
    -межклеточные промежутки рогового слоя заполнены липидами (именно этим объясняется факт прохождения через роговой слой жирорастворимых веществ);
- липиды рогового слоя организованы и формируют двухслойные пласты;
- на барьерную функцию эпидермиса влияет не только расположение липидов, но и их количественный и качественный состав.
  Абсорбция веществ, нанесенных на кожу – процесс пассивный, и во многом определяется физико-химическими свойствами самого вещества (Arct, 2001), такими как :липофильность, размер молекулы (частица, размером более чем 3 кДа не проходит через роговой слой), заряд (роговой слой неполярен, поэтому заряженным веществам через него трудно проходить), связывание со структурными компонентами кожи. Кроме того, на пенетрацию могут влиять и такие внешние факторы как толщина рогового слоя, возраст, кровоснабжение, метаболизм, температура, время контакта, климат. Важную роль играет основа, в которой находится вещество (ее физико-химические свойства, поверхностная активность, рН).
             В косметической рецептуре биологически активные вещества комбинируются с различными соединениями, которые придают продукту определенные свойства и могут влиять на поведение активных компонентов в коже. 

1.2. Использование липидов в производстве косметических и медицинских препаратов

                  Поиск и создание новых классов косметических средств с улучшенными фармакологическими свойствами составляют одно из актуальных направлений медико-биологической науки. В последнее время во многих исследовательских центрах развернут широкий фронт работ фундаментального и поискового характера, направленный на всестороннее изучение обширной группы природных биологически активных соединений, объединяемых общим  классификационным названием «липиды».

1.2.1. Проблемы и перспективы использования липидов в производстве косметических и медицинских препаратов

         Отдельные типы природных липидных веществ, их биологически активные молекулярные фрагменты и модифицированные синтетические аналоги привлекают большое внимание исследователей как перспективный источник для конструирования лекарственных и диагностических препаратов нового поколения (Элькина Б.И., 1986). Среди огромного множества природных липидов наиболее биологически значимыми являются фосфо- и гликофосфолипиды (Bangham, A.D., 1964). Фосфолипиды, хотя и в относительно небольших количествах, повсеместно распространены в клетках органов и тканей всех типов живых организмов, причем повышенные концентрации этих природных веществ наблюдаются в таких важных органах, как головной  и спинной мозг, сердечная мышца, печень, легкие и др. (Petkau A. , 1967). В мембранах имеются фосфолипиды двух типов - глицерофосфолипиды и сфингофосфолипиды (Николаев А.Я., 2001).
Глицерофосфолипиды являются производными фосфатидной кислоты
(диацилглицеринфосфата).      
Глицерофосфолипиды, представляют собой сложные эфиры глицерина,
 высших жирных кислот и фосфорной кислоты. 
К основным глицерофосфолипидам относятся:
фосфатидилхолин (Х=  - CH2CH2N(CH3)3);
фосфатидилэтаноламин (Х=  - CH2CH2NH2);
фосфатидилсерин (Х=  - CH2CH(NH2)COOH);
фосфатидилтреонин (Х=  - CH(CH3)CH(NH2)COOH);
фосфатидилглицерин (Х=  - СН2СН(ОН)СН2(ОН));
дифосфатидилглицерин
(кардиолипин)

                   ( Х = - CH2CH(OH)CH2OPO2OCH2CH(OCOR)CH2OCOR);
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В группу сфингофосфолипидов (сфингомиелинов) входят липиды, со-
держащие аминоспирт-сфингозин. Построены сфингофосфолипиды идентично с глицерофосфолипидами. 

В них водород гидроксильной группы у первого углеродного
 атома церамида замещен на фосфохолин, фосфоэтаноламин или
фосфосерин (Николаев А.Я., 2001).


                                                                НО-СН2
           О
           
 CH-NH-C-R


             
      HO - CH - CH = CH - (CH2)12 - CH3

     церамид
здесь R - углеводородный радикал жирной кислоты, которая связана с
аминогруппой сфингозина амидной связью.
         Основная роль фосфолипидов в клетке - быть структурными компо-
нентами мембран (Крейтис М., 1975). По своему химическому строению они относятся к группе так называемых амфифильных соединений, молекулы которых состоят из двух частей, радикальным образом различающихся по своему отношению к водному окружению (Bangham, A.D., 1964). Полярные головы молекул фосфолипидов - гидрофильные, а их неполярные хвосты – гидрофобные (Антонов В.Ф., 1999). 

Уникальное  строение  природных  фосфолипидов,  в  молекулах  которых  одновременно  находятся  гидрофобные  и  гидрофильные фрагменты,  предопределяет  их  незаменимую  роль  во  многих  важнейших  биологических  процессах (Маркин В.С., 1983).  В  качестве  компонентов  клеточных  мембран  фосфолипиды  распространены  во  всех  типах  живых  организмов (Barsukov, L. I. , 1977, Cevc G, 1996).
В  фундаментальных  и  прикладных  научных  исследованиях  используют  липидные  монослойные,  бислойные  («черные»)  мембраны,  липосомы.  (Fountain, M.W., 1982). Основные  направления  работ  в  этой  области  -  изучение  динамики  и  подвижности  молекул  липидов,  липид-белковых  взаимодействий,  фазовых  переходов,  межмембранных  взаимодействий (Крепс Е.М., 1981).  
Широкое  использование  липидов  в  медицине и косметологии  основано  на  их  высокой  физиологической  активности,  малой  токсичности,  биосовместимости  и  биодеградируемости ( Степанов А.Е., 1991 ;  Дудниченко А.С., Краснопольский Ю.М., Швец В.И., 2001).    Благодаря  своим  особым  свойствам,  фосфолипиды  в  организме  могут  выполнять  следующие  функции. Транспортные: фосфолипидные  агрегаты  с  инкапсулированными  лекарственными  веществами, а также биологически активными веществами могут  целенаправленно  транспортировать  их  к  нужным  органам  и  тканям.  Фосфолипидные  везикулы  также  способны  удалять  определенные  компоненты  из  клеточных  мембран,  что  позволяет  корректировать  течение  метаболических  процессов  в  организме.
Регуляторные: отдельные  типы  фосфолипидов  и  их  метаболиты  активно  участвуют  в  процессах  клеточной  регуляции (Fountain, M.W., 1982).  Так,  например, фосфатидилинозиты  определяют  функционирование  биологического  цикла,  отвечающего  за  формирование  информационно-регуляторных  потоков  клетки  в  ответ  на  воздействие  экзогенных  факторов (Швец В.И., 1987).
 Иммунологическая  активность: фосфолипиды  проявляют  адьювантные  свойства  и  поэтому  способны  влиять  на   иммунный  статус  организма.  Антигенные  свойства  (высокая  иммуногенность)  липидов  вызывают,  в  ряде  случаев,  формирование  в  организме  специфических  антилипидных  иммуноглобулинов.  Выявление  таких  иммуноглобулинов  в  стандартных  иммунологических  тестах  может  быть использовано  для  диагностики  некоторых  распространенных  заболеваний (Иванова Н.Н., 1990; Краснопольский Ю.М., 1999).
 Эмульгирующая  способность:  данное  свойство  определяется  амфифильной  природой  фосфолипидных  молекул  и  широко  используется  для  создания  биологически  активных  эмульсий,  в  которых  липиды  являются  главным  стабилизирующим  фактором. 

Создание  медицинских и косметических препаратов  на  основе  липидов  основано  на  использовании  этих  функций.  При  этом  необходимы  индивидуальные  фосфолипиды,  либо  их  смеси  контролируемого  состава,  обладающие  комплексом  определенных  свойств.  
В  производстве  липидных  косметических  средств  используют   способность  фосфолипидов стабилизировать жировые эмульсии  и  формировать  липосомы (Власов Г.С., Салов В.Ф., Торчилин В.П., 1982).  В  липосомальных  кремах,  которые  в  последнее  время  получили  широкое  распространение,  липиды  выступают  и  как  одно  из  активных  действующих  начал  композиции (Каган В.Е., Скрыпин В.И., Сербинова Е.А., 1986).  

Значительные  объемы  производства,  высокие  требования  к  жирно-кислотному  составу  фосфолипидов  делают  актуальной  проблему  доступности  сырьевых  источников. 

В  настоящее  время  основными  методами  производства  фосфолипидов  являются  химический  или  ферментативный  синтез  и  выделение  фосфолипидов  из  природных  источников.  При  получении  изотопно -, флуоресцентно - и спин - меченных  фосфолипидов  для  научных  исследований  наиболее  часто  используется  полусинтетический  подход,  сочетающий  химический  и  ферментативный  методы (Швец В.И., 1997). Для  фармакологических  целей и косметологии обычно  используются  природные  фосфолипиды.  Значительные  объемы  производства,  высокие  требования  к  жирно-кислотному  составу  фосфолипидов  делают  актуальной  проблему  доступности сырьевых источников. Производятся  фосфолипиды в  основном из  желтков  куриных  яиц  или  соевых  бобов,  в  небольших  количествах  используется  также  другое  растительное  сырье  и  ткани  животных.  
Для  контроля  отдельных  стадий  в  производстве  фосфолипидов  наиболее  часто  используют  два  метода:  хроматографию  (ТСХ,  ВЭЖХ)  для  определения  качественного  состава  липидов и  анализа  продуктов  перекисного  окисления (Лопатин П.В., 1983).

Перекисное окисление липидов – это окисление жирных ненасыщенных кислот молекулярным кислородом (Кучеренко Н.Е, Васильев А.Н., 1985). Этот показатель является одним из основных факторов, вызывающих повреждение биологических мембран и может быть инициировано целым рядом факторов, в том числе и УФ – облучением (Владимиров Ю.А., Арчаков А.И., 1972 ,  Poste G., 1976, Poste G., 1978). Основными стадиями этого процесса являются: образование гидроперекисей, циклизация и последующее расщепление  углеводородных  цепей с образованием малонового диальдегида, альдегидов и кислот (Владимиров Ю.А., 1989).

 В  процессах перекисного окисления липидов  активатором молекулярного кислорода являются ионы Fе2+ . Комплекс Fе2+ -  аскорбиновая кислота активирует перекисное окисление липидов во всех типах биологических мембран (Мельянцева Л.П., 1995). Инициировать этот процесс могут  также и другие металлы переменной валентности – Cu, Mn,  Co, а   также соединения, способные образовывать свободные радикалы (Кучеренко Н.Е., Васильев А.Н., 1985). Свободным радикалом называют часть молекулы, имеющую на внешнем уровне неспаренный электрон. Для устойчивого  состояния молекула должна содержать на внешней орбитали два электрона, поэтому свободные радикалы активно стремятся отнять недостающий электрон у других молекул. (Удянская И.Л., 2001).

Основной целью нападения свободных радикалов являются фосфолипиды, в состав которых входят жирные ненасыщенные кислоты. При взаимодействии свободных радикалов с молекулой ненасыщенного липида (RН)  происходит образование липидных радикалов (R*), которые практически мгновенно реагируют с находящимся в среде окисления кислородом, образуя активные гидроперекисные радикалы (RО2) (Gains N., 1977). Эти радикалы окисляют новые молекулы липидов с образованием липидных гидропероксидов (RООН) и липидных радикалов. Гидропероксиды являются крайне нестойкими соединениями и  разлагаются с образованием радикалов RО* (Николаев А.Я, 2001). Процесс разложения гидропероксидов может происходить как спонтанно, так и с участием ионов железа и меди. Эти радикалы , в свою очередь, окисляют следующую молекулу липида. В результате количество свободных радикалов растет лавинообразно ( Удянская И.Л., 2001):

RН + НО*( Н2 О + R*
R*  + О2(  RО2*

RО2* + RН( RООН + R*
RООН ( НО* + RО*

RО*+ RН ( RОН + R*
Мембраны живых клеток подвергаются окислительному  повреждению в результате радикальной атаки. Перекисное окисление липидов – физиологический процесс, а пероксиды – продукты обмена живых клеток, образующиеся на определенном стационарном уровне (Алавердиева С., 1999).Стационарность обеспечивается за счет физико-химической регуляции окислительных реакций, параметрами которой является атиокислительная активность и состав липидов (Senda,  ML, 1979). При этом необходимо учитывать, что невозможно изменить какой либо из параметров системы, не затронув остальные (Аристархов С.А., 1976). В последнее время большое внимание уделяется поиску различных антиоксидантов, особенно из природного сырья, поскольку такие соединения более легко выводятся из организма и являются экологически чистыми (Круглякова К.Е, Шишкина Л.Н., 1992).  Внутриклеточная антиоксидантная защита  дополняется действием внеклеточных антиоксидантов, которые отвечают за очистку от свободных радикалов, в первую очередь, внеклеточного пространства. Наиболее важными внеклеточными оксидантами является глутатион, витамины Е, А, С, глутатион пероксидаза, супероксоддисмутаза и каталаза  ( Хертель Б., 2000).  

Таким образом, перекисное окисление липидов – важный  показатель, определяющий  качество  липидных  препаратов,  и  оптимизация  методов  определения  данного  показателя  одна  из  актуальных  задач.  
1.2.3. Изучение технологии  инкапсулирования в косметике

В  современной  косметике  все  больше  внимания  уделяется  активным  добавкам  -  компонентам,  которые,  будучи  включенными  в  рецептуру  в  относительно  небольшом  количестве,  могут  существенно  влиять  на  свойства  готового  продукта  -  его   эффективность  (например,  противовоспалительные и ранозаживляющие свойства) и качество  (химическую    и  биологическую  стабильность,  внешний  вид,  сенсорные  свойства) (Кубанов А.А., 1996).  В  роли  активных  добавок  могут  выступать  как  биологически  активные  (витамины,  незаменимые  жирные  кислоты,  отбеливающие  компоненты  и  т.д).;  «технологически»  активные  соединения  (консерванты,  отдушки,  красители,  пигменты  и  т.д.),  так  и  сложные  смеси  (например,  экстракты  и  синергетические  композиции).
К  сожалению,  во  многих  случаях,  введение  активных  компонентов  в  готовую  рецептуру  лимитируется  их  химической  природой:  неприятным  запахом,  низкой  растворимостью,  быстрой  деградацией  из-за  окисления,  чувствительностью  к  УФ-излучению  или  воде,  а  также  плохой  переносимостью  кожей  при  нанесении  в  более  высоких  концентрациях (Ципоркина И.В., 2002).
При  нанесении  на  кожу     активное  соединение  контактирует  с  воздухом  и  быстро  окисляется  или  попадает  под  прямые  солнечные  лучи  и  разрушается  под  их  действием (Sweeney T.M., Downing D.T.. 1997).  Примерами  таких  сверхчувствительных  соединений  являются  ненасыщенные  жирные  кислоты,  витамины  А  (ретинол)  и  С  (аскорбиновая  кислота).  Так  окисляясь  по  месту   двойных  связей,  ненасыщенные  жирные  кислоты  способствуют  быстрой порче  продукта  (его  прогорканию) (Jagawa, Y., 1971).  Под  действием  УФ-лучей  витамин С  утрачивает  свои  антиоксидантные  свойства,  а  витамин  А  может  вызвать  сильное  раздражение  кожи (Arct J, 2001).  .
Инкапсулирование  активных  компонентов,  т.е.  заключение  их  в  защитную  оболочку,  рассматривается  как  перспективное  решение  этой  проблемы.  Чтобы  выбрать  оптимальную  систему  доставки,  следует  ориентироваться  на  несколько  моментов (Kas H.S, 2002):

-  совместимость  системы  инкапсулирования  с  физико-химическими  свойствами  активного  компонента;
-  производственные  возможности  и  мощности;
-  стоимость;
-  выбор  сырьевых  компонентов  для  системы  доставки;
· желаемый  размер  частиц.

Среди  перечисленных  аспектов  очень  важным  является  возможность  получения систем  инкапсулирования  высокого  качества  в  промышленном  масштабе (Schreier, H., Boustra, J., 1999). Следующим  важным  моментом в технологии инкапсулирования  является  поиск  инициатора  (триггера) их  высвобождения  и целевой  доставки  активного  компонента  непосредственно  к  органу  мишени.  Эта  проблема  мало  исследована.  Ясно  одно  -  в  этой  области  нужны  инновации  и  свежие  идеи,  для  того  чтобы  в  дальнейшем  повысить  биодоступность  активных  компонентов.
Сегодня  наиболее  перспективными  «косметическими»  системами  доставки  считаются  микрочастицы  (капсулы  со  структурой  «ядро/оболочка»,  пористые  микрочастицы  и  матричные  частицы),  липосомы  и  циклодекстрины.  Идея  использования  технологии  микрокапсулирования  в  косметическом  производстве  пришла  из  фармацевтики,  в  которой  исследования  в  этой  области  ведутся  уже  более  40  лет  (Kas H.S ., 1997).  Примером  могут  служить  инъекционные  препараты  для  парентерального  введения,  в  которых  активное  начало  «упаковано»  в  капсульные  частицы.  В  этом  случае  концепция  «чем  меньше,  тем  лучше»  вполне  оправдана,  и  поэтому  здесь  в  качестве  систем  доставки  используют  обычно  наночастицы  размером  20-500 нм (Антонов В.Д., 1993). Размер  транспортных  частиц  в  косметике  не  обязательно  должен  быть  столь  малым.  В  смысле  стабилизации  чувствительных  активных  компонентов,  большая  площадь  поверхности  маленьких  наночастиц  скорее  неблагоприятный,  чем  благоприятный  фактор. Главными  задачами  большинства  косметических  систем  инкапсулирования  являются  обеспечение  медленного  высвобождения  активных  компонентов  на  поверхности  кожи и их химическая  стабилизация,  что снижает побочные  эффекты  и  повышает  срок  годности  продукта, а также проникновение через  мембрану  клетки.
Микрокапсулы  представляют собой  сферические  системы,  в  которых  активные  компоненты  располагаются  в  ядре.  Ядро  окружено  одним  или  несколькими  слоями  оболочки. Основными  способами  приготовления  систем  «ядро/оболочка»  являются:  метод  разделения  фаз,  пограничная  полимерилизация,  коацервация  и  нанесение  покрытия  (оболочки),  с  использованием  псевдоожиженного  слоя.  На  современном  рынке  представлен  широкий  выбор  материалов  для  капсульных  оболочек.  Существуют  натуральные  или  синтетические  полимеры,  такие,  как  коллаген,  альгинат,  хитозан,  полимолочная  кислота,  поликапролактам,  полиакрилаты,  а  также  воски.  (Tholon L , Branka  J E, 2000).
Эффективность  микрокапсул  в  составе  готового  продукта  во  многом  зависит  от  их  поведения  в  косметической  базе.  Материал  для  стенки  капсулы  необходимо  выбирать  с  учетом  присутствия  в  рецептуре  других  компонентов  таким  образом,  чтобы:
-  обеспечить  стабильность  микрокапсул  в  процессе  производства  и  хранения;
-  облегчить  высвобождение  инкапсулированных  ингредиентов  после  аппликации  на  кожу (Pflucker F. С соавт, 2000).
 При изучении матричных систем Muller R.с соавт. (2000) установили, что технология матричных систем  базируется  на  захвате  активного  ингредиента   внутрь  однородного  матрикса.  Активный  компонент  может  быть  растворен  или  суспендирован  в  материале  матрикса. Простейшим  методом  получения  систем  этого  типа  является  сушка  при  распылении.  В  этом  случае,  частицы  формируются  при  испарении  растворителя  из  матричного  материала  (например,  природного  или  синтетического  полимера), содержащего  активный  компонент. Другой  вид  матричной  системы, указанный в работах Mullerа R. -  твердые  липидные  наночастицы  (solid lipid  nanoparticles, SLN).   
В  отличие  от  микрокапсул, пористые  микрочастицы (« микрогубки») не  имеют оболочки как таковой. Они состоят из натуральных или  синтетических полимеров, таких как коллаген, полиакрилат,  полиметакрилат  или полиамид, и обладают огромной внутренней  поверхностью.  Микрогубка захватывает активный компонент путем сорбционных  механизмов  и  высвобождает  его,  в  основном,  благодаря  диффузии.  Коллагеновые  микрогубки  могут  быть  получены  эмульгированием  и  перекрестной  сшивкой  с  нативным  коллагеном.  Подобные  системы  лучше  всего  подходят  для  липофильных  активных  компонентов,  таких,  как  витамин  А.  Абсорбция  витамина  А  в  коллагеновую  микрогубку  необязательно   повысит  его  стабильность,  но  увеличит  его  биодоступность (Rossler B, 1995). 

Микрочастицы и  микрогубки   предоставляют  разработчику  рецептур  широкие  возможности  в  плане  выбора  сырьевого  материала, размера  частиц,  триггера  высвобождения  и  метода  производства,  но  их,  как  правило,  необходимо  готовить  «ручным»  способом,  что требует  времени  и  повышает  стоимость  конечного  продукта.
 Еще одним из применяемых на практике способов инкапсулирования являются циклодекстрины (ЦД) -  это олигомерные циклические  соединения,  которые  получают  путем  ферментации  крахмала  ферментом  циклодекстринглюкозилтрансферазой  (cyclodextrin  glycosyl  transferase).  Впервые  ЦД  описал  в  своей  работе  Villiers (1891),  и  с  этого  момента  они  стали  объектом  интенсивных  исследований.  Чаще  всего  используют  ЦД,  состоящие  из  шести  (α-ЦД),  семи  ((-ЦД)  или  восьми ((-ЦД)  остатков  глюкозы.  Наиболее  выдающимся  свойством  ЦД  является  способность  формировать  молекулярные  комплексы  с  «гостевыми»  молекулами.  Это  свойство  обусловлено  специфической  структурой  ЦД  -  кольца.  Внешняя  поверхность  молекулы  ЦД  гидрофильная,  что  делает  их  растворимой  в  воде, а  внутренняя гидрофобная.    В  процессе  «загрузки»  ЦД  молекулы  воды  внутри  полости  замещаются  неполярными  молекулами-«гостями»,  формирующими  комплекс  с  ЦД  ( Loftsson T, 1996).

В  настоящее  время  ведутся  работы  по  усовершенствованию  ЦД-технологий,  в  том  числе  путем  химической  модификации  и  получения  циклодекстриновых производных. Некоторые из полученных  и  исследованных  производных  лучше  растворяются  в  воде  по  сравнению  с  не модифицированными  «нативными»  ЦД.
В  медицине  ЦД - технологии  используются  для  того, чтобы  повлиять на растворимость и кинетику высвобождения многих  лекарственных агентов. Все  шире  становится  применение  этих  технологий  в  средствах  бытовой  химии  и  личной  гигиены.  Так,  «пустые»  ЦД  используют  для  уничтожения  неприятного  запаха  на  любых  поверхностях,  включая  одежду,  мусорные  ящики,  ковровые  покрытия  и  обои,  а  также  кожу  человека.  В  составе  очищающих  средств  ЦД  способствуют  удалению  избытка  кожного  сала,  а  в  косметике  для  производства  дезодорантов. Комплексы ЦД  с  некоторыми  липидами  могут  быть  использованы как  эмульгаторы. В  таком  псевдоэмульгаторе  липиды  представляют  гидрофобный  «хвост»,  а  циклодекстриновый  торус  -  гидрофильную  «головку» ( Filbry A., 2002).
Высвобождение  «гостевой»  молекулы  из  ЦД-комплекса  после  нанесения  продукта  на  кожу  обычно  запускается  при испарении  воды,  входящей  в  состав  рецептуры.  При  этом  окружение  комплекса  меняется  с  гидрофильного  на  липофильное  и  молекула-«гость»  может  быть солюбилизирована  липидами  кожного  сала  или  самого  продукта.  Кроме того,  конкурентное  замещение  окружающими  липидами  может  вносить  свой  вклад  в  процесс  высвобождения( Brewster M. E., 2002).

Успешная  история  использования  липосом  в  косметике  началась  в  1986  году,  когда  на  рынке  появились  первые  липосомальные  косметические  средства (Margalit R., 1995). В середине 60-х годов английский учёный Алек Бэнгхем, выясняя роль
фосфолипидов в свёртывании крови, изучал структуру коллоидных дисперсий, образующихся при набухании фосфолипидов в избытке воды. На электронных микрофотографиях он увидел слоистые частицы, похожие на мембранные структуры клетки ( Tyrrell D.A., 1976 Arnold, J. A, 1985). Липосома  -  это  коллоидная  система,  представляющая  собой  замкнутое  сферическое  образование  (везикулу) (Kim, S., Marlin, G., 1981).  Оболочка  липосомы  состоит  из  амфифильных  соединений,  формирующих  в  водной  среде  непрерывный  двухслойный  пласт (Jizomoto H., 1989).  Липосомы  могут  быть  однослойными  (если  они  окружены  только  одним  пластом)  или  многослойными  (если  таких  пластов  несколько) (Nakagawa X. , 1980, Грегориадис   Г., Аллисон П, 1983, Dijkstra, J. A, 1988). Всестороннее изучение липосом и механизмов их действия позволяет обосновать различные аспекты их использования в биотехнологии и косметологии (Кузякова Л.М., 2000).

Компонентами липосомальных мембран могут являться заряженные
липиды (фосфатидная, дипальмитоилфосфатидная кислоты, фосфатидилсе-
рин, диацетилфосфат или его ацетат, стеариламин, димиристоилфосфатидили-глицерин), стиролы - холестерин и его эфиры, изопреноиды, токоферол,
 жирные кислоты, гликолипиды (ганглиозиды и цереброзиды),
 а также, при определенных условиях, некоторые белки, диацетиловый
спирт (Кузякова Л.М., Ефременко В.И., 2000).
Благодаря своей специфической структуре липосомы -  потенциальный  транспорт  гидрофильных и липофильных соединений (Olson F., 1979, Eytan, G.'D., 1982). Вероятно,  структурное сходство липосомальной оболочки с биологическими  мембранами  в  сочетании  со  свойством  быть  двойным  переносчиком  делает  липосомы  столь  заманчивыми  для  использования  в  косметике. На  современном  рынке  косметического  сырья  имеется  большой  выбор  «стройматериалов»,  из  которых  можно  сделать  липосомы, - от  липидных  соединений  до  неионогенных  ПАВ.  Однако  наибольшей  популярностью  у  потребителей  пользуются  липосомы,  построенные  из  фосфолипидов,  поскольку  эти  природные  соединения  имеются  также  и  в  коже (Fountain, M.W. , 1990 Kettenes – van den Bosh J J, 2000).
Практически  40-летняя  история  исследований  и  разработок  по  использованию  липосом  в  области  косметики,  фармацевтики  и  биохимии  отражена  в  огромном  количестве  научных  публикаций (Sacher M., 2003).  Первая  волна  эйфории,  связанная  с  красивой  идеей  адресной  доставки  активных  компонентов прошла, и сегодня исследователи имеют  объективную  картину  возможностей  липосомальных  носителей  при  их  использовании  в  медицине  в  целом  и  в  косметике  в  частности (Storm G., 1998).  
Так,  одно  время   липосомы  активно  изучали  в  качестве  носителя  лекарственных  соединений  с  целью  повышения  их  биодоступности,    растворимости  и  снижения  побочных  эффектов.  Другой  горячей  темой  для  исследований  до  сих  пор  является  целевая  доставка  лекарств  с  помощью  липосом.  К  сожалению,  коммерческие  примеры  использования  липосом  в  медицинских  препаратах  в  России  отсутствуют,  а  за  рубежом  крайне  редки  по  причине  многочисленных  трудностей,  связанных  с  разработкой,  высокой  стоимостью  конечного  продукта,  сложностями  при  хранении  и, что  особенно  важно  с  точки  зрения  медицинского  применения, проблемами  воспроизводимости результатов и неубедительной  статической  обработкой  данных , а также их стандартизацией (Ефременко В.И., Кузякова Л.М., Умнов А.В., 2001).
В  косметике  липосомы  популярны,  благодаря  ряду  преимуществ,  по  сравнению  с  другими  технологиями  инкапсулирования.  Так  производство  пустых  (незагруженных)  липосом  относительно  несложно (Honeywell-Nguyen, P., 2002).  Существуют  разные  методы  их  получения  в  лабораторных  условиях:  экструзия,  обработка  ультразвуком,  гидратация  тонкой  липидной  пленки  (Kudrin, A.V., 1981, Grommelin D., 1994),  методы  «замораживания -  оттаивания»  и  «  обращения  фаз» (Кузякова Л.М., 2000).
Липосомы  -  очень  гибкие  структуры,  с  точки  зрения  их  загрузки  активными  компонентами,  липофильные  соединения  включаются  в  состав  оболочки,  а  гидрофильные  растворяются  в  водной  сердцевине (Gregoriadis, G., 1974,  Fountain, M.W. , 1990, Mauriege, P., 1999).  

Использование  липосом  в  косметике  сильно  ограничено  хрупкостью  их  конструкции.  Они  могут  быть  разрушены  сдвиговыми  силами,  действующими  в  процессе  производства  конечного  продукта.  Следует  принять  во  внимание  и  химическую  не  стабильность  отдельных  липосомальных  компонентов,  особенно  если  для  построения  липосомы  использовались  ненасыщенные  фосфолипиды  (Ashady R., 1999).  Здесь  может  произойти  окисление  двойных  связей  или  гидролиз  эфирных  связей.  Однако,  поскольку  сегодня  выбор  материала  для  мембраны  липосом  обширен,  эту  проблему можно в той или иной степени решить. Утечка  инкапсулированного  материала  из  сердцевины  липосомы  -  это  другая проблема,  зависящая  в  большей  степени  от  рецептурных  тонкостей  и технологий приготовления (Kettenes – van den Bosh J J, 2000).
В  последнее  десятилетие  ведется  активная  работа  по  созданию  более  стабильных  и  менее  чувствительных к различным компонентам  липосомальных  носителей.  С  этой  целью  используют  различные  добавки,  например  такие,  как  холестерин,  холат  натрия,  новые  классы  ПАВ,  которые  стабилизуют липосомальную  мембрану (Cevc G., 1996). В  качестве стабилизаторов иногда используют  некоторые  заряженные  соединения,  которые  создают  поле  на  поверхности  липосомы.  В  этом  случае  все  липосомы  в системе  становятся  одинаково  заряженными и отталкиваются  друг от  друга  (незаряженные  липосомы  при  столкновении  могут  сливаться). Еще  один  вариант стабилизации  -  введение  в  липосомальную  стенку крупных полимерных  молекул,  которые образуют на поверхности липосомы своего рода щит, препятствующий  соприкосновению  липосом  и  их  слиянию.
1.2.3. Современные тенденции  использования липосом в косметологии

Первое применение липосом в научных исследованиях было связано с моделированием клеточных мембран. Для исследования различных биохимических реакций и взаимодействий, происходящих в растительных и животных клетках,  в качестве биологических моделей  использовали липосомы. (Love, W.G., 1990). В то время гипотеза липидного бислоя, как основного структурного элемента биологических мембран овладела умами исследователей, и необходимы были экспериментальные доказательства  справедливости основных положений этой гипотезы  (Medda, S., 1995). Липосомы, как никакая другая модель идеально подходили для решения этой проблемы. Экспериментальная система «клетка-липосома» представляет важный инструмент для изучения различных аспектов функционирования биологических мембран. Эта тема широко представлена в монографии Л.Б. Марголиса и И.Д. Бергельсона «Липиды и их взаимодействия с клетками» (1986). С помощью липосом были установлены закономерности транспорта веществ через мембрану, а также изучены  взаимодействия клеток и их мембран с различными биологически активными веществами. (Mowri, H.O.  Lichtenberg, D.., 1984).
              Изучение проницаемости кожи началось с работ исследователя Homalle, опубликованных в середине 50-х годов ХIХ века.  В них было показано, что кожа состоит из нескольких слоев, имеющих разное строение и функции. Homalle впервые заявил о том, что эпидермис гораздо менее проницаем, чем дерма.  Чтобы проникнуть внутрь кожи необходимо пройти узкие межклеточные промежутки. Поэтому крупные молекулы (белки, полисахариды) не в состоянии этого сделать. Кроме того, липиды, заполняющие эти промежутки представляют собой гидрофобную среду, не пропускающую водорастворимые соединения. Вместе с тем через липидный барьер легко просачиваются небольшие жирорастворимые молекулы компоненты масел и жиров (Papahadjopoulos, D., 1987). Насыщенные жиры впитываются плохо,  смешиваясь с эпидермальными липидами, они делают их более жесткими и менее проницаемыми (Марголина А.А., 2000).  Было разработано несколько математических моделей кинетики проникновения различных веществ через роговой слой и их дальнейшего распределения в эпидермисе. (Arct J. et. al., 2001).
Липосомальная косметика  достаточно  широко представлена как на зарубежном, так и на Российском рынке. Французская компания Academie  разработала новую серию препаратов для коррекции фигуры, в которой проникновение БАД  для похудения обеспечивается улучшенной системой доставки на основе липосомальных технологий – сферулентов, представляющих  собой многослойные липосомы. Научно-исследовательский центр   Швейцарской фирмы Mila d , Opiz включил в состав многих средств профессиональной косметики липосомы, как  средства для доставки активных компонентов (Марголина, 2001). В России  одними из известных компаний, производящих транспортные системы для доставки косметических препаратов являются лаборатория «Низар» (г. Москва)  и  НПО «Пульс» (г.Ставрополь).   Липосомы, которые предлагают использовать в качестве компонентов в косметической промышленности различаются составом липидов и  размером, а также биодобавками. Часто их торговое название созвучно названию фирмы-производителя ( например, ровисомы (Rovi, Германия), драгосомы (Dragoco, Австрия), низасомы («Низар», Россия.) или названию серии продукции « альпосомы из  серия косметики «Альпика» НПО «Пульс», Россия). Но встречаются и другие варианты, например, сферосомы, дермасомы, ниосомы и т.д. (Эрнандес Е., 2001г.). 

Липидные везикулы, попав в липидную среду, тут же теряют свою целостность и встраиваются в  клетки или в межклеточные липидные пласты (Pick, U. , 1981). Липофильные  БАВ вместе с липидами липосом могут диффундировать по межклеточным промежуткам. Липосомы, как очень нестабильные элементы, сохраняют форму при определенных условиях. Быстрая потеря влаги эмульсионным слоем на поверхности кожи приводит к тому, что липосомы начинают разрушаться, высвобождая при этом активные компоненты. Гидрофильные БАВ оказываются в основном под пленкой из липофильных компонентов – там, где есть водная прослойка. Окклюзивный слой способствует улучшению пенетрации водорастворимых соединений. Липосомы имеют плюс и с технологической точки зрения. В них удобно заключать легко окисляемые соединения, что существенно замедляет их деградацию и защищает продукт от преждевременной порчи. Некоторые БАД  обладают неприятным запахом, а их инкапсулирование помогает это предотвратить. В 1987 году известные косметические компании создали новый продукт, явившийся плодом усилий их исследовательских лабораторий. Это были липосомальный гель «Каптюр» фирмы «Кристиан Диор» и крем для кожи «Ниосомы» фирмы «Л, Ореаль». В последующие годы в продаже появилось несколько сот аналогичных продуктов. Почти каждая уважающая себя косметическая фирма считала своим долгом предложить покупателю изделия, изготовленные на основе липосом.  И сегодня это, пожалуй, самая перспективная в коммерческом отношении область их практического применения (Барсуков Л.И., 1988).

           С нашей точки зрения, в основе данного  инновационного  направления  в косметике лежат три обстоятельства. Во-первых, требования для парфюмерно-косметических препаратов  являются значительно менее жесткими, чем для  лекарственных препаратов, и поэтому путь таких препаратов от исследовательской лаборатории до потребителя занимает значительно меньшее время и обходится производителю намного дешевле. Во-вторых, для косметических целей пригодны  липосомы, производство которых не требует сложного технологического оборудования и дорогостоящих исходных материалов.  И  в  третьих,  отработка  технологии  конструирования  стабилизации  и  стандартизации  липосомальных  косметических  препаратов  позволит  перейти  к  производству  нового  поколения  лекарственных  препаратов.

1.3. Тенденции применения растительных масел в производстве  липидной  косметической продукции   

В настоящие время активно пропагандируется ограничение жиров в рационе. Автоматически в сознании потребителя это переносится на косметические средства, что способствует росту популярности не жировой косметики (гели, кремы на силиконовой основе). На самом деле, как и в питании, так и в косметике вреден не всякий жир, а избыток насыщенных (твердых) жиров. При этом есть жиры, в которых кожа нуждается, и жиры, которые обязательно должны быть включены в рецептуры  косметических препаратов, так как они содержат в своем составе жизненно важные для организма компоненты.
                 Применение в косметических препаратах находят как полиненасыщенные, жидкие масла, так и твердые, полутвердые масла, а также их гидрогенизаты и продукты их переэтерификации. Они  применяются в качестве питающих, защитных, транспортных липидных, биоактивных ингредиентов косметических эмульсий, губных помад, масел для детей и принятия ванн, массажных, антицеллюлитных, солнцезащитных препаратов, пережиривающих добавок в гигиенических  моющих средствах. Такие масла, как касторовое, миндальное, оливковое, подсолнечное, авокадо и  др., непосредственно используются  в  качестве эмолентов. Масла, с высоким содержанием  лауриновой кислоты (кокосовое) широко используются в производстве кускового мыла и ПАВ.  Масла используют и в качестве биологически активных  субстанций (Woollatt E. The Manufactur of Soap, 1985).

   Липофильная часть многих амфифильных  ингредиентов базируется на растительных маслах. Растительные масла служат сырьевым источником фосфатидов, токоферолов, фитостеринов. Некоторые, как, например, масло виноградных семян и масла из зародышей злаковых, уникальны, так как являются источником благотворно действующих на кожу природных антиоксидантов, фитостеринов, жирных ненасыщенных кислот. Эти вещества дефицитны в кожном жире, особенно у пожилых людей, и их роль в замедлении процессов старения и осуществлении барьерной функции кожи необычайно велика.
Масла бурачника и черной смородины, содержат  значительные количества  линолевой кислоты, масло облепихи содержит фитостерины, токоферолы, сквалеин, полифенолы и другие соединения с регенерирующей, защитной, антиоксидантной и влагоудерживающей функциями (Марголина А.А. и др. , 2002).

                 Линолевая и линоленовая кислоты, содержащиеся в растительном масле – единственно истинно экзогенные, незаменимые жирные кислоты, так как они не синтезируются в организме и должны поступать извне (Kantor H.L., 1978). В ходе нескольких ферментативных реакций они превращаются в жирные ненасыщенные кислоты с более длинными углеводородными цепями, а также в тканевые «гормоны» - эйкозаноиды, участвующие в жизнедеятельности организма. Действие на  кожу  незаменимых жирных кислот представлены двумя механизмами. Во первых, эти кислоты, как и все липиды, могут прямо влиять на структуру межклеточного связующего вещества рогового слоя. А во вторых, они обладают биологической активности за счет метаболитов (Аркт Я., 2001).  В различных маслах содержатся неодинаковое количество жирных кислот . 

          Сложность состава природного растительного масла требует сочетания нескольких методов исследования, основанных на различных физических и химических принципах (Верещагин А., 1972). Этими методами чаще всего определяют йодной число, число омыления, кислотное число, эфирное число, а также химические константы: число Генера, число Рейхер-Мейсля, число Поленске и другие исследования (Ржехина В., 1967). Физическими методами определяется температура плавления, температура застывания, растворимость и некоторые другие показатели растительных  масел.

Газохроматографические методы определения жирно-кислотного состава масел  проводят  согласно  требованиям  ГОСТ 30418-96 «Масла растительные: Метод определения жирно-кислотного состава» и ГОСТ 51483-99 «Масла растительные и животные жиры. Определение методом газовой хроматографии  массовой доли метиловых эфиров индивидуальных жирных кислот к их сумме». Существуют также методики, не указанные в ГОСТах,  при помощи которых возможно определение состава  жирных кислот.  Так, хроматография в тонком слое адсорбента эффективна при изучении липидов  (Шоль Э., 1965), а  метод ТСХ  на носителях, содержащих ион серебра, используется для идентификации неизвестных кислот.  Он основан на разделении кислот на одинаковые группы по степени ненасыщенности и геометрической конфигурации.  Возможность  использования колоночной хроматографии для фракционного разделения  соевого и рапсового масел доказана  в  работе  Hayashi (1993).

                  Популярностью, в настоящее время, пользуется применение комбинированных методов анализа растительных масел. Встречаются методики, посвященные разделению и идентификации жирных природных кислот,  сочетающие ГЖХ, капиллярную ГЖХ и ВЭЖХ на обращенных фазах ( C. Blanch, 1998), обратно фазовую ВЭЖХ и масс спектрометрию (Neff, 2001), а также УФ спектроскопию (ультро-фиолетовую).

1.4. Актуальность  контроля качества и безопасности 

парфюмерно-косметической продукции

История  косметологии освещается в разнообразных изданиях достаточно полно, начиная с доисторического развития человека и заканчивая современностью.  Однако,  крайне  мало  публикаций о  возможных опасностях,  связанных  с  низким  качеством  данной  продукции.

1.4.1. Стандартизация, как основа безопасности продукции


Стандартизация, метрология и сертификация продукции и услуг являются инструментами обеспечения  безопасности и важным аспектом  многогранной коммерческой деятельности. За рубежом уже в начале 80-х годов пришли к выводу, что успех бизнеса определяется, прежде всего, качеством продукции и услуг. В результате анкетирования работников двухсот крупных фирм США  80% опрошенных ответили, что качество является основным фактором реализации товара по выгодной цене ( Лившиц И.М.,2004).Проблема качества актуальна для всех стран независимо от зрелости их рыночной экономики. Достаточно вспомнить как в разбитых во второй мировой войне Германии и Японии умелое применение методов стандартизации и метрологии позволило обеспечить высокую конкурентность их продукции и тем самым дать старт обновлению экономики этих стран.


В настоящее время изготовитель и его торговый посредник, стремящиеся поднять репутацию торговой марки своей продукции и выйти на мировой рынок, заинтересованы в выполнении как обязательных, так и рекомендуемых требований стандарта. В этом смысле стандартизация является частью современной предпринимательской стратегии. Напомним, что стандарт это документ, в котором в целях добровольного многократного использования устанавливаются характеристики продукции, правила осуществления  процессов производства, эксплуатации, хранения, перевозки, реализации и утилизации выполненных работ или оказания услуг.


С развитием человеческого общества непрерывно совершенствовались трудовая деятельность людей, орудия труда и методы производства. В древнем мире уже существовала единая система мер строительных деталей, водопроводных труб и т.д. Первые упоминания о стандартах в России отмечены во времена правления Ивана Грозного, когда были введены для измерения размеров пушечных ядер стандартные калибры – кружала. Петр 1, стремясь к развитию торговли с другими странами, ввел технические условия к качеству отечественных товаров, организовал правительственные бракеражные комиссии в Петербурге и Архангельске. Началом развития стандартизации в нашей стране можно считать введение метрической системы мер и весов, которая была узаконена в 1925 году Постановлением Комитета по стандартизации при Совете Труда и обороны СССР. В 1940 году впервые вводится категория – ГОСТ. В 1993 году принят закон РФ «О стандартизации», который определил меры государственной защиты интересов  Потребителей посредством разработки и применения нормативных документов по стандартизации.

 В декабре 2002 года был принят Федеральный закон № 184-ФЗ «О техническом регулировании», который ввел понятие «технического регламента», порядок его разработки,  применения и определил структуру государственного контроля и надзора за соблюдением требований технических регламентов. Об актуальности принятия данного закона говорит следующий факт: в начале 2003 года в Нью-Йорке была отозвана из торговых точек  партия российского молока «Можайское» и «Милая Мила», так как в продуктах был обнаружен сульфонамид – вещество, способное вызвать у человека аллергическую реакцию (Лившиц И.М., 2004). Причина – в различии требований национальных стандартов. Хотя российские ГОСТы на пищевые продукты жестче, чем в Америке, но тест на сульфонамид ими не предусмотрен. Приведенный пример иллюстрирует естественный технический барьер,  сдерживающий развитие международных экономических отношений.

Главными элементами технического регулирования должны стать: 

-установление, применение и исполнение обязательных требований к продукции, работам и услугам;

-установление и применение на добровольной основе  требований к продукции и процессам  жизненного цикла продукции;

-правовое регулирование в области соответствия.              


Согласно Федеральному закону, технический регламент должен содержать исчерпывающий перечень продукции и процессов производства, эксплуатации, хранения, перевозки и реализации данного вида продукции, а также правила идентификации объекта технического регулирования и минимально необходимые требования, обеспечивающие безопасность продукции и процессов ее производства и реализации. Законом предусмотрено два вида регламентов: общие и специальные. Первые разрабатываются  по вопросам пожарной, биологической, экологической и радиационной безопасности. Требования специальных регламентов учитывают технологические и иные особенности отдельных видов продукции и процессов ее производства, хранения и эксплуатации.


Закон указывает, что основной правовой формой принятия регламента является федеральный закон. Авторы разделяют мнение ряда специалистов  (Горячев А.В.,2003; Пугачев С.В., 2003; Рубцов А.В. и др., 2003 ; Трейер В.В., 2003).о том, что возведение технического регламента в ранг федерального закона необоснованно, так как это резко увеличит время рассмотрения и принятия его Государственной Думой РФ. Было бы целесообразно, чтобы регламент вводился в действие решением Правительства РФ, а выпуск экспериментальных партий новой продукции – решением местных органов власти при непосредственном участии органов стандартизации, что значительно сократит сроки введения их в действие при достаточно высоком качестве.

1.4.2. Проблемы качества и безопасности  парфюмерно-косметической промышленности

Первые упоминания о проблемах качества и безопасности косметических препаратов сделаны еще в  1582 г. (Михеева С., 2003). В середине девятнадцатого столетия в России появилось большое количество как иностранных, так и отечественных косметических средств. Практикующие врачи, сталкиваясь с осложнениями после применения этих средств, встали перед необходимостью систематизации и выработки тактики борьбы с их бесконтрольным применением. В 1866 году в Санкт-Петербурге выходит книга доктора В. Ашира «Популярные лекции о косметических средствах и их влияние на организм человека». В своей работе он не только формулирует понятие «косметические средства», но и достаточно четко и обоснованно выражает свою настороженность по поводу качества данной продукции.
Он  писал: «Косметическими средствами называют все те вещества, которые употребляются для поддержания и отчасти для сохранения красоты человеческого тела. Безвредны ли они? Обыкновенно все косметические средства делят на две главные группы: на безвредные и вредные.  В первую группу войдут те косметики, которые не содержат в себе ядовитых веществ и ежедневное  употребление  которых не представляет никаких неудобств. Группа косметических средств, которая включает в себя безвредные средства, подвергается довольно часто обманчивым подделкам. Обыкновенно обман заключается в том, что употребляются вещества не тех качеств, каких бы следовало. Подлог заключается обыкновенно в употреблении алкоголя, добытого из крахмала или древесного уксуса, вместо алкоголя и уксусной кислоты, добытой из вина; в замене хороших сортов жира или масла худшими сортами и т.д. Вторая группа будет содержать в себе те средства, которые имеют в основании ядовитые вредные вещества, употребление которых, даже довольно ограниченное, может быть причиной различных ран. Обязанности специалиста указать всем и каждому на те косметические средства, которые содержат  в  себе токсические вещества и которых даже редкое употребление может иметь весьма дурные последствия. Следовало бы санитарным властям обязать как фабриканта, так равно и продавца, чтобы они на этикетках своих приготовлений печатали бы все те вредные последствия, которые имеют их приготовления».
В 1888 году в Москве выходит книга доктора медицины М. Боголюбова «Советы по косметике, согласованные с требованиями науки», в которой он пишет  о  том, что  употребление косметических средств без разбору вредно, особенно  употребление  тех  средств, которые всем известны по названию и никому по составу, не говоря уже о «секретных» косметиках. 
Ученые выделяют два «золотых» века в развитии отечественной косметологии: первый был в период с 1909 по 1917 год, а второй с 1959 по 1982 год, после  того, как вопрос косметологической помощи населению перешел в разряд правительственных решений. (Михеева С.,  2003). Однако, не поставленная в свое время точка в отношении косметологии как клинической дисциплины и отсутствие  программ  в медицинских  институтах по  специальности врача-косметолога, породило множество ошибок и недоразумений в организации косметической службы, этот процесс усилился после распада СССР. Этот факт отбросил далеко назад достижения отечественной косметологии. 
Современные производители косметики используют  различные нормативные документы по качеству и безопасности в основном периода СССР, не вникая в их юридическую и практическую суть, в результате чего возникают серьезные проблемы и  последствия  низкого  качества  столь  широко  применяемой  продукции. Проблема стабилизации и последующего развития экономики неразрывно связана с вопросами повышения конкурентоспособности предприятий, насыщения рынка товарами высокого качества. В своем послании к Федеральному собранию Президент Российской Федерации В.В. Путин обратил внимание  депутатов  на серьезное отставание конкурентоспособности нашей продукции. По мнению зарубежных и отечественных специалистов по управлению,  конкурентоспособность продукции на 70-80% зависит от ее качества. В подтверждении этого вывода следует заметить, что неценовые методы конкуренции, в которых основное внимание уделяется обеспечению рыночной новизны и повышению качества продукции, на современном этапе становятся преобладающими на  мировых рынках. (Горболенко Е.А.,  Коровкин И.А. , 2000).
Анализ успешной экономической деятельности ведущих зарубежных парфюмерно-косметических фирм в условиях жесточайшей конкуренции и борьбы за потребителя показал, что все они достигли успеха благодаря продуманной целенаправленной работе в области качества, создания и внедрения эффективных систем менеджмента качества, отвечающих требованиям международных стандартов ИСО серии 9000. Эти системы позволили им реально запустить процесс непрерывного улучшения качества продукции,  вовлечь в него весь персонал предприятия ( Маяцкая Т.В., 2003).
По данным ИСО в  2000 году в 150 странах мира функционируют  408631 предприятие, имеющее сертификаты соответствия  согласно ИСО 9001, ИСР 9002  -  в 158 странах. Распределение предприятий  с  международным  сертификатом  качества  по регионам выглядит следующим образом: Европа-53,8%, Ближний Восток и Западная Азия-20,05%, Северная Америка-11,82%, Австралия и Новая Зеландия-6,68%, Африка и Западная Аия-4,94%, Центральная Америка-2,64%. Наибольшее количество сертифицированных компаний находится в Великобритании, Германии и США. В настоящее время в России  зарегистрировано   менее  1000  предприятий,  имеющих  сертификаты   на системы качества. (Сергеев А.Г., Латышев М.В., Тегеря В.В., 2001).
Развитие международной торговли обусловило необходимость согласования требований к качеству продукции, оптимизации  методов и правил оценки ее качества. А расширение научно-технических связей между странами потребовало установления стандартных единых определений, терминов и обозначений.  Основной задачей центров  Госстандарта  России является коренное улучшение качества продукции, как  основного  пути повышения эффективности производства, снижения себестоимости, экономии денежных и материальных затрат. В  1968  году  в  России  утвержден комплекс стандартов "Государственная система стандартизации" (ГОСТ 1-68),  в  котором регламентированы вопросы, касающиеся планирования работ по стандартизации, порядка разработки и внедрения стандартов, контроля за их соблюдением. ( Сорина И.М., 1990г.).    Установлены следующие категории НТД: ГОСТ; ОСТ; РСТ; ТУ - технические условия. ГОСТ - высшая форма нормативно-технических документов, ОСТы, РСТ и ТУ не должны им противоречить. Стандарты и технические условия подвергаются научно-технической и правовой экспертизе, которая обеспечивает соблюдение законности при их  разработке и утверждении (Брославский Л.И., 1987г.). В последнее десятилетие ТУ разрабатываются и  утверждаются  самими производителями, но при этом они должны быть зарегистрированы в  региональных  органах Госсанэпиднадзора и Госстандарта России.
В настоящее время качество и безопасность  продукции, ее конкурентоспособность связаны с сертификацией, что служит определенной гарантией того, что производимая   продукция соответствует требованиям НД. Сертификация способствует внедрению на предприятиях-изготовителях  методов  контроля, обеспечивающих качество произведенного товара. Она содействует развитию испытательных центров  и позволяет получить ощутимый экономический эффект от  реализации  высококачественной  продукции. Следует, однако, отметить, что методы стандартизации и сертификации часто не  соответствуют темпам интенсификации производства. В связи с этим возрастает потребность в совершенствовании методов анализа, появляется потребность в повышении квалификации специалистов в области стандартизации.
1.4.3. Современное состояние стандартизации и оценка безопасности  парфюмерно-косметической продукции

Качество косметической продукции сегодня необходимо рассматривать как  результат рыночной политики самого предприятия, так как именно производитель отвечает за качество своего продукта.


За последние 4 года в России было забраковано 12%  косметической продукции, представленной в органы стандартизации и сертификации (Вилкова С.А., 2003). 22,7% отрицательных результатов зафиксировано при микробиологических исследованиях. Авторы считают, что возможно, причиной этого стали несоответствующие санитарно- гигиенические условия на производстве, неэффективные консерванты или неверно установленные сроки хранения сырья. Известно, что установление сроков годности сырья по сертификатам и тарным этикеткам, как правило, никем не контролируется ( Баранникова О., 2002). Наш опыт показывает, что даже в случае применения в ходе технологического процесса эффективных консервантов  может наблюдаться  изменение органолептических свойств продукции в контрольных образцах. В настоящее время сам изготовитель определяет данные сроки. И, к сожалению, они не всегда  реально соответствуют срокам установленным НД. Следует отметить, что отсутствие  утвержденной методики по установлению сроков годности продукции усугубляет данную ситуацию.


Минздравом России разработаны и действуют методические указания по гигиенической оценке сроков годности  пищевых продуктов. Госстандарт РФ рекомендовал (письмо № 330-8/1504 от 30 июля 2001 года) использовать  основной порядок оценки сроков годности  пищевых продуктов при определении периода хранения косметической продукции. Однако сама методика требует уточнений, введения в нее способов ускоренного старения. При разработке технических регламентов, с нашей точки зрения, необходимо включить подтверждение сроков годности  парфюмерно-косметической продукции в число обязательных требований.

   
По мнению отдельных ученых (Вилкова С.А., 2003) оценка качества парфюмерной продукции отличается от оценки ее безопасности, как по процедурам, так и по применяемым методам. Авторы не могут согласиться с этим утверждением, так как  сам процесс контроля качества и используемые для этой цели методы служат именно для обеспечения безопасности здоровья и жизни человека. Известно, что безопасность косметической продукции зависит от состава и качества сырья, вспомогательных материалов, соблюдения технологических параметров в ходе проведения производственного процесса, условий хранения, транспортировки и реализации продукции. Номенклатура показателей безопасности данной продукции и методы их определения регламентированы требованиями СанПиН 1.2.681-97 и нормативной документацией производителя.


Методы контроля качества парфюмерно-косметической продукции можно разделить на два класса: объективные и субъективные. К первым относятся физико-химические, микробиологические и токсикологические методы анализа. Ко вторым – органолептические, доклинические и клинические испытания. В настоящее время в соответствии с Федеральным законом «О техническом регулировании» разрабатывается технический регламент, в который войдут показатели безопасности, содержащиеся в различных нормативных документах ( Аронов И.З.,Версан В.Г.,2003; Рахманов М.Л., 2003).


В результате анализа методов, применяемых для оценки показателей качества парфюмерной продукции, проведена их классификация ( рис.1).
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Рисунок 1 -  Классификация методов определения показателей качества косметических товаров         (Вилкова С.А., 2000).

 Экспертным считают метод получения характеристик продукции, основанный на анализе  специалистов – косметологов, дерматологов, парикмахеров или специалистов по сертификации. Оценка экспертов может выражаться в количественной или качественной форме. Практический метод основан на проведении испытаний с помощью лабораторных животных или группы добровольцев – волонтеров, а также специалистов в течение определенного времени. Однако для определения большинства показателей такие методы еще не разработаны.



Многие методы оценки качества in vivo часто не дают количественных характеристик. Они сводятся к внешнему анализу состояния кожного покрова или волос  при применении двух аналогичных средств  или контрольных образцов. Использование одновременно практического и экспертного методов позволяет повысить достоверность и объективность результатов исследований.


К преимуществам измерительного метода in vivo необходимо отнести большую точность и достоверность результатов, которые выражены количественно. Но при этом предприятие несет значительные финансовые затраты. 
Изготовители парфюмерно-косметической продукции при разработке технических условий на новые товары стремятся, как правило, уменьшить количество регламентируемых показателей качества. Вследствие чего на рынок поступает масса фальсифицированных и низкокачественных товаров широкого потребления. 

В ряде стран существуют организации, контролирующие допустимость использования различных компонентов в косметические средства.  В странах Европейского Союза контроль за использованием консервантов определен Директивой 76\768\ЕЕС, принятой в 2000г. Существует так  называемый «белый список» веществ, разрешенных к использованию в косметике, который постоянно обновляется. В Бразилии был принят примерно в то же время похожий список. Существует список ингредиентов в США, которые разрешены к использованию в косметических средствах. Этот список опубликован в Международном словаре косметических ингредиентов, изданном  СТFA (Ассоциация косметических, парфюмерных товаров и отдушек).  В Японии  имеются два официальных источника  информации о составе косметических средств : JSCI ( Японские стандарты косметических ингредиентов) и  CLS (Разъяснительные стандарты косметических средств для лицензирования). JSCI был опубликован в 2001 году  Министерством здравоохранения Японии. CLS содержит информацию о том, в какой категории косметических  продуктов ( всего 11 категорий) могут использоваться конкретные косметические ингредиенты (Баранникова О., 2002).


При оценки биологической активности и качества новых видов косметической продукции существует ряд проблем :

-   определение номенклатуры оцениваемых показателей качества;

- разработка новых показателей для подтверждения эффективности продукции ;

-   разработка новых методов контроля качества ;

-сравнительная оценка конкурентоспособности и потребительских свойств  нового товара. 

Успешное разрешение данных проблем возможно при условии создания системы управления качеством на производстве.

1.4.4. Система управления качеством производства косметической продукции

Долголетний опыт борьбы за качество в нашей стране и за рубежом показал, что никакие эпизодические, разрозненные мероприятия не могут обеспечить устойчивое улучшение качества. Эта проблема может быть решена только на основе четкой системы постоянно действующих мероприятий. На современном этапе принята система, установленная в международных стандартах – ИСО серии 9000. Фундаментальным понятием в данной системе является понятие жизненного цикла продукции, как совокупности  взаимосвязанных процессов изменения состояния продукции при ее  создании и использовании (Брюханов В.А., 1996). Разработана модель обеспечения качества в виде непрерывной  окружности, составляющими которой служат отдельные этапы жизненного цикла ( рисунок 2).
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Рисунок  2 -  Модель жизненного цикла продукции (Лившиц И.М., 2004)

Эту модель раньше называли «петлей качества», а в последней версии ИСО 9000 – процессами жизненного цикла продукции. Важнейшее требование к системе  состоит в том, что управление качеством должно охватывать все этапы цикла. На этапе маркетинговых исследований  осуществляется систематическая работа по изучению рынков сбыта, возможности поставки качественного сырья и вспомогательных материалов. На этапе проектирования и разработки новых видов продукции, выявленные по результатам маркетинга  потребительские требования трансформируются в  конструкторскую и технологическую документацию, экспериментальный образец. В процессе закупок предприятие оценивает и выбирает поставщиков. В процессе производства  осуществляется подготовка и обеспечение технологического процесса  изготовления  продукции, отработка и проверка параметров технологического процесса и овладения практическими приемами изготовления продукции со стабильными значениями показателей  в заданном объеме выпуска.  

Проверка продукции включает в себя контроль, измерения и испытания, осуществляемые на всех этапах цикла. Заключительным этапом проверки является приемочный контроль, по результатам которого проводится стандартизация готового продукта. Распределение и реализация заключаются в закупке продукции оптовыми организациями с целью осуществления отпуска розничными организациями товаров покупателям. На этом этапе субъектом управления качеством становится персонал организации сферы услуг.

 На этапе эксплуатации к управлению подключается потребитель продукции. От того, насколько грамотно он будет использовать продукцию, зависит срок ее службы. На стадии утилизации разрабатываются мероприятия по охране  окружающей среды. Но на этом не заканчивается деятельность организации. Она начинает изучать потребности рынка, проводит маркетинговые исследования и приступает к разработке новой продукции. Так возникает новый виток  деятельности   в области качества – от этапа маркетинга до этапа утилизации.

Современная система основывается на двух подходах: технологическом и управленческом (Парций Я.Е., 2003). Первый предусматривает использование эффективных методов для оценки стабильности производственных процессов, обеспечения достоверности результатов измерений, контроля и испытаний продукции. Второй  подход базируется на требованиях стандартов ИСО серии 9000, принципах и методах менеджмента. 

Эффективная работа предприятия возможна только при умелом сочетании обоих подходов. Необходимость фиксации управленческих решений существует в любом аппарате – от высших органов государственной власти до небольших коммерческих организаций. К управленческой документации относятся организационно-распорядительная, внешнеторговая, отчетно-статистическая, бухгалтерско-финансовая и другие ее  разновидности (Алешин Б.С., 2002). Особый статус среди данной документации имеет организационно-распорядительная, так как именно с ее помощью  осуществляется четкое управление работой всего предприятия. Требования к ней установлены ГОСТом 6.38.

В последние годы в мире стремительно растет число компаний, сертифицировавших свои системы  качества на соответствие стандартам ИСО серии 9000. В настоящее время эти стандарты применяют более 150 стран. По данным Регистра Ллойда, предприятия  имеющие международные сертификаты, работают в 2-3 раза эффективнее по сравнению с остальными ( Лившиц И.М., 2003). Тенденция стремительного роста систем управления качеством связана как с внешними, так и с внутренними причинами.

  К важным внешним причинам следует отнести  тот факт, что многие зарубежные органы и системы сертификации  включают  наличие системы управления качеством в обязательные условия сертификации. Так, в ЕС семь из одиннадцати действующих директив  обязательной сертификации предусматривают наличие данной системы. 

 Как показывает анализ международного рынка, продукция имеющая сертификат ИСО 9000, имеет цену в среднем в 1,5-2 раза выше, чем аналогичная продукция не прошедшая данную процедуру. Это связано с рейтингом безопасности данного товара. Кроме того, предприятия, имеющие данный сертификат, могут претендовать на льготное кредитование и победу в различных тендерах. При возникновении судебных исков, связанных с браком продукции, наличие данного сертификата расценивается судом как доказательство невиновности (Тимко В.Я., Панкина Г.В.,2000).

 К внутренним причинам, побуждающим предприятие к созданию системы управления качеством, следует отнести уменьшение числа проверок со стороны надзорных органов и связанное с этим  сокращение издержек производства.

Таким образом, создание системы управления качеством на производстве парфюмерно-косметической продукции позволяют оптимизировать научно-методические основы мониторинга косметической продукции в соответствии с требованиями международного стандарта ИСО 9000. Внедрение данной системы в производство имеет социальный и экономический аспекты, так как обеспечивает выпуск безопасной высококачественной продукции и увеличивает конкурентоспособность предприятия.

Авторами не встречено исследований, касающихся обоснования процентного соотношения входящих в фитокомпозицию лекарственных трав, о сохранении синергизма действия в зависимости от количественного содержания компонентов в композиции.  Поэтому представляло интерес изучить возможность подбора количественного соотношения лекарственного растительного сырья с помощью биомоделирования. Решению этих проблем и посвящены настоящие исследования.

Перспективным и недостаточно исследованным направлением, исходя из проанализированных литературных данных, являются: экспериментальный подбор лекарственных растений в композицию, сохраняющую, с одной стороны, индивидуальные качества БАВ растений, а с другой стороны - синергизм действия фитокомплекса; наличие искомого терапевтического эффекта. Вместе с тем, с нашей точки зрения, недостаточно освещены вопросы биотехнологии с точки зрения экспериментальной оценки биологической активности и безопасности разрабатываемого средства, что имеет важный социальный аспект, так как каждый человек в течение всей своей жизни ежедневно пользуется различными парфюмерно-косметическими средствами. Об актуальности поиска универсальной биологической модели для оценки токсичности различных соединений свидетельствует значительное число публикаций.  

Разработка  биотехнологии эффективных липидных тоников для проблемной кожи способствует импортозамещению на отечественном рынке.

ГЛАВА 2. Материалы  и методы исследования

2.1.Характеристика материалов, вспомогательных веществ и оборудования, применяемых в исследованиях

1. Сырье:

Фитокомпозиция лекарственных растений : 

· цветки и трава зверобоя, соответствовали требованиям ФС 42-1754-81;

· листья крапивы, соответствующие требованиям ГФ;

· цветки календулы, соответствовали требованиям ВФС 42-1868-88

· цветки ромашки, соответствовали требованиям ГФ;

· листья шалфея, соответствовали требованиям ВФС 42-946-80.
·  Масла эфирное  лавандовое и  розовое   соответствующие требованием СаНПиН 1.2.681-97, характерно наличие ароматического запаха.           

· Глицерин косметический, выпускающийся в соответствии с требованиями ГОСТ 6824-76- бесцветная маслянистая жидкость, смешивается с водой, гигроскопичен.   

·  Кислота лимонная  порошкообразная, выпускающаяся по ФС 42-0008-00, ГФ ХI. , представляющая собой белые кристаллы.                                                                                                                                    
- Спирт этиловый  ректифицированный ГОСТ 5962-67.
- Бензоат натрия, белый порошок или гранулы, НД 42-9900-99, производства фирмы Берингер Ингельхайм КГ, Германия                                                                                                                                                                                                            

         - Дистиллированная вода, выпускающаяся по ГОСТ   6709.                                                      

        - Родниковая слабоминерализованная вода, соответствующая требованиям СаН ПиН 2.3.2.1078-01.

· Масло растительное подсолнечное , соответствующее требованиям ГОСТ 1129-93, со свойственным подсолнечному маслу цвету и запаху, без привкуса горечи.

2. Вещества, применяемые в методах контроля:

      Ацетилен, соответствующий требованиям  ГОСТ 5457, газообразный  в баллонах.

Аммиак водный, х.ч., соответствующий требованиям ГОСТ 3760, раствор с массовой долей 5%

           Изоамиловый эфир уксусной кислоты (изопентилацетат), выпускающийся по ТУ 6-09-1240

      Кадмий металлический, ч.д.а, выпускающийся  по ГОСТ 1125.

      Цинк гранулированный, ч.д.а. по ТУ 6-09-5294 или цинк окись, х.ч. по ГОСТ 10262.

      Свинец азотнокислый, х.ч., выпускающийся  по ГОСТ 4236.

      Соль закиси железа и аммония двойная сернокислая (соль Мора), х.ч. по ГОСТ 4208.

       Медь сернокислая, х.ч., выпускающаяся  по ГОСТ 4165.

       Кислота азотная, выпускающаяся  по ГОСТ 11125, ос.ч. или другой квалификации перегнанная; раствор в бидистиллированной воде (1:1) по объему и раствор с массовой долей 1%.

        Кислота соляная, выпускающаяся  по ГОСТ 14261, ос.ч. или другой квалификации, перегнанная; раствор в бидистиллированной воде (1:1) по объему и раствор массовой долей 1%.

Калий йодистый – порошкообразный по ГОСТ  9678

Метанол, выпускающийся по ГОСТ 6995 77, прозрачная жидкость с характерным запахом спирта.

Агар Хоттингера: мясопептонный бульон с содержанием 120-140 мг аминного азота, 15 г агара, 3 г натрия фосфата двузамещенного. ГОСТ 10444.

Среда Эндо:  мясопептонный бульон, лактоза, индикатор.  По МУК 4.2.671

Оборудование и химическая посуда:

Компрессор воздушный, соответствующий требованиям технической инструкции для спектрофотометра. Баллоны со сжатым воздухом.

      Баллоны с ацетиленом  газообразным техническим по ГОСТ 5457 в;

     Весы лабораторные общего назначения с метрологическими характеристиками по ГОСТ 24104 с наибольшим пределом взвешивания 200г не ниже 2-го класса точности.

     Весы лабораторные общего назначения с метрологическими характеристиками по ГОСТ 24104 с наибольшим пределом взвешивания 500г 4-го класса точности.

       Бюретка 1-1-2-50-0,1 по ГОСТ 29169.

       Колбы мерные 2-25-2,2-50-2,2-100-2 и 2-1000-2 по ГОСТ 1770.

       Пипетки 2-1-2-1 или 1-1-2-1, 2-1-2-2 или 1-1-2-2, 1-2-2-5 и 1-2-2-10 по ГОСТ 29169.

      Цилиндры мерные 1-25 или 3-25, 1-50 или 3-50 по ГОСТ 1770.

      Стаканы Н-1-100 или Н-1-150 по ГОСТ 25336.

      Воронки делительные ВД-1-100 или ВД-1-250 по ГОСТ 25336.

      Пробирки со шлифом П-4-5-1423 или П-4-10-1423 по ГОСТ 25336.

      Капельница по ГОСТ 25336.

      Воронки лабораторные по ГОСТ 25336.

      Фильтры бумажные обеззоленные диаметром 7 или 9 см по ТУ 6-09-1678.

Термометры стеклянные жидкие (не ртутные), диапазон измерения (0-100) С, цена деления шкалы 10 С по ГОСТ 9177-74.

Термостат, позволяющий поддерживать температуру (15-55) 0 С, с отклонением от заданной температуры ± 10 С.

Шкаф сушильный лабораторный, произведенный по ГОСТ 7365-55.

Спектрометр атомно-адсорбционный, определяющий наличие металлов в исследуемых образцах.

Альфа радиометр, регистрирующий альфа-излучение в воде.

Бетта - и гамма- спектрометр с программным обеспечением «Прогресс», регистрирующий радиационную активность.

Хроматограф газовый лабораторный с пламенно-ионизационным детектором и программированием температуры, термостатом на температуры не ниже 2000 , с испарителем температуры не ниже 3000

3. Биологические модели:

· при изучении бактерицидного и/или бактериостатического действия веществ использовали референтный штамм Staphylococcus aureus 209 P.

· в опытах по изучению гистологических и фармакологических характеристик эффективности действия сконструированного липосомального лечебно-профилактического средства использовали нелинейных белых крыс самок массой до 200 г. из питомников Пятигорской фармацевтической академии.

2.2. Методы исследования

 Органолептические и токсикологические методы стандартизации

(субъективные)

К органолептическим методам относят установление внешнего вида, запаха, а также при возможности и вкуса исследуемого объекта. Данным  испытаниям на соответствие нормативной документации подвергалось как сырье, так и готовые косметические изделия. 

Токсикологические показатели, кожно – раздражающее, кожно – резорбтивное и сенсибилизирующее действие косметического средства определяли согласно требованиям СанПиН 1.2.681-97 и Инструкции по экспериментально-клинической апробации (1986г.).

 Физико-химические методы стандартизации

(объективные)

Определение содержания радионуклидов в растительном лекарственном сырье

Исследования проводили в соответствии требованиями ОФС 42-001-03. 

Определение цезия-137 при экспонировании счетного образца 1800с  проводили с использованием аттестованной геометрии – сосуда Маринелли объемом 1 л. Предварительно сырье измельчали  до размера частиц менее 7 мм. Анализ на содержание стронция-90  проводили в  аттестованной геометрии – кювете. Лекарственные травы измельчали до фракции «порошок», проходящей сквозь сито с отверстиями 1мм. 

            Для определения удельной активности  цезия-137  использовали гамма-спектрометр, имеющий сцинтиляционный детектор, находящийся в свинцовой камере, с толщиной стен более 50 мм. Измерение  удельной активности стронция-90  проводили на бетта-спектрометре, установленном в свинцовой камере. Перед измерением проводили  концентрирование исследуемого объекта. При регистрации результатов использовали  программное  обеспечения «Прогресс».


Радиационные измерения готовой продукции проводили аналогичными методами.

Исследование радиационной активности воды из природного родника       г. Ставрополя

                Радиационная безопасность воды определялась ее соответствию нормативам по  показателям общей ( - и (- активности Сан Пин2.3.2. 1078-01с дополнениями и изменениями   № 2.

              Измерение общей ( - радиоактивности  проводили по методике с применением «толстослойных» счетных образцов, приготовленных из воды  путем выпаривания. Выпаренные образцы измеряли на Альфа радиометре с использованием программно-аппаратурного комплекса «Прогресс». Сущность методики заключается в регистрации альфа излучения, испускаемого веществом счетного образца, с последующей обработкой зарегистрированных импульсов на компьютере.  Измерение бета радиоактивности проводили на Бета радиометре также с использованием программно-аппаратурного комплекса «Прогресс», регистрирующем бета излучения.

   
При измерении   счетного образца на Альфа радиометре значение суммарной удельной активности альфа излучающих радионуклидов определяли из выражения (МИ 2707-2001):

                                                   А уд    =            S-F                           

                                                                       ( i    ТЛР i Кi            (1),

где А уд    - суммарная удельная активность альфа излучающих радионуклидов в счетном образце;

S -  скорость счета импульсов при измерении счетного образца;

F -  фоновая скорость счета;

Кi – предполагаемый относительный вклад радионуклидов с энергией альфа частиц  Еi  в суммарную активность альфа излучающих радионуклидов в данном счетном образце.

В соответствии с этим                  ( i   Кi  = 1      (2)

   ТЛР I  - значение эффективности регистрации излучения частиц с энергией Еi
                                   Еi   - Еg                 
                                                ТЛР I = ТЛР 0    х    Е0 – Еg                        (3),
где  Еg      -     нижний энергетический порог регистрации частиц радиометром;

Е0 – энергия альфа частиц в образцовом градуировочном «толстослойном» источнике известной удельной активности  (образце сравнения).

                                                                       S0 - F
                         ТЛР 0     =                     ТЛА 0,уд                          (4) ,

Здесь  ТЛА 0,уд      - удельная эффективность альфа- излучающего радионуклида в образце сравнения;

F – фоновая скорость счета.

Суммарную бета активность измеряли на бета спектрометре также с использованием программно-аппаратурного комплекса «Прогресс», регистрирующем бета излучения.

Измерение массовой доли металлов в сырье и готовой продукции

 
Для установления массового содержания металлов в сырье и готовой продукции применяли атомно-адсорбционный спектрофотометр, укомплектованный горелкой для воздушно-ацетиленового пламени корректором фонового поглощения и источниками резонансного излучения свинца, кадмия, цинка, меди, железа (лампами с полым катодом, безэлектродными разрядными лампами или другими равноценными источниками). Допускается применение спектрофотометра без корректора фонового поглощения при условии проведения экстракционного концентрирования. 

Метод основан на деструкции органической основы  минерализацией,

последующем растворении в водных растворах кислот и поглощении света свободными атомами химических элементов. На спектрофотометре измеряется оптическая плотность, прямо пропорциональная концентрации элемента в пробе .

Определение количества липидов в лекарственных травах

Количество липидов в 1 мл экстракта определяли по следующей формуле:

                                                 М = М2-М1                   (5),

                                                             V
где М – масса липидов в 1 мл в мг;

М2 -  масса колбы с сухим остатком фосфолипидов в мг;

М1 – масса пустой колбы в мг;

V – объем раствора фосфолипидов, взятого в опыте в мл.

Сущность метода заключается в определении  количества липидов по весу сухого остатка после удаления  органической фазы.
Биологические методы исследования

Микробиологические исследования санитарного состояния производственных помещений и оборудования, сырья и готовой продукции

Так как при санитарной обработке помещений и оборудования были использованы дезинфицирующие растворы, содержащие хлор, то необходимо также производить контроль на полноту споласкивания от остатков хлора. Для этого в коническую колбу вносят 0,5 г  химически чистого йодистого калия, растворяют его в 1-2 мл дистиллированной воды, затем туда же прибавляют буферный раствор в количестве, равном полуторной величине щелочности воды, после чего прибавляют 100 мл испытуемой воды.

                При малом содержании активного хлора берут для титрования больше объема воды. Выделившийся йод оттитровывают  тиосульфатом натрия, прибавляя его  из микробюретки до слабо- желтоватого окрашивания, затем прибавляют 1 мл раствора крахмала и жидкость дотитровывают тиосульфатом натрия до обесцвечивания. Расчет проводят по формуле:

                                                     Х=  п*0,177*100

                                                                   V                   (6),

где Х – содержание хлора, мг\л;

п – количество мл раствора тиосульфата натрия;

V – объем взятой для определения воды, мл.

                 Смывы для контроля  КМАФАнМ (кое/см2) с оборудования берут стерильным тампоном с поверхности 10*10 см. После протирания тампон помещают в банку, колбу или пробирку с определенным количеством стерильной водопроводной воды, выдерживают его в воде не менее 10 мин, энергично перемешивают тампоном в пробирке и пипеткой высевают 1  с м3

Количество микроорганизмов вычисляют по формуле:

                                                                Х= А*Б              (7),

                                                                         В

где Х – число микроорганизмов на 1 см2 поверхности;

А – число колоний, выросших на питательной среде в чашке;

Б – количество воды, находящейся в банке или пробирке;

В – площадь ограничения    поверхности.

Общее количество проб при контрольных исследованиях одного маршрута мойки должно составлять не менее трех.

Микробиологический контроль родниковой воды

Определение общего количества бактерий в исследуемой  минерализованной воде проведено согласно требованиям ГОСТ 18963-73. Сущность метода заключается в определении в 1см3 воды общего содержания мезофильных, мезотропных аэробов и факультативных анаэробов, способных расти на питательной среде  при температуре (37( 0,5)0  в течении 24(2  ч, образуя колонии, видимые  при увеличении в 2-5 раз.   Из каждой пробы делали посев не менее двух различных объемов, выбранных с таким расчетом, чтобы на  чашках выросло от 30 до 300 колоний. После внесения воды в чашки Петри ее заливали 10-12  мл остуженного питательного агара. И отставляли чашки до застывания среды. Затем, когда среда застыла, чашки с посевами помещали в термостат.     Подсчитывали 20 квадратов, площадью 1см2    каждый в разных местах чашки, после чего выводили среднее арифметическое число колоний на 1см2  , величину которого умножают на площадь чашки, вычисленную по формуле:

                                                               S = r 2  Х   (.    (8).

        При  определении количества бактерий группы кишечная палочка согласно требованиям ГОСТ 18963-73 учитывалось, что к группе кишечных палочек относят грамотрицательные, не образующие спор палочки, сбраживающие лактозу с образованием кислоты и газа при (37( 0,5)0  С в течении 24 часов и не обладающие оксидазной активностью. Количество бактерий группы кишечной палочки определяют методом мембранных фильтров и бродильным методом.

          Мы применяли бродильный метод, так как  при его выполнении не требуется закупка дорогих реактивов. Уже на начальной стадии анализа можно судить о наличии микробной загрязненности. Сущность методики заключается в посеве  на питательные среды определенных объемов анализируемой воды, и подращивании бактерий при (37( 0,5)0  С в средах накопления с последующим высевом бактерий на плотную среду Эндо, дифференцировании выросших бактерий и определении наиболее вероятного числа бактерий в 1 мл воды. Воду помещают в пробирки с глюкозопептонной смесью и индикатором, снабженные поплавками, а затем инкубируют в течение 24 ч.  В  результате анализов в пробирках  с посевами отсутствовало помутнение и образования кислоты и газа, что позволило сделать вывод об отсутствии бактерий в исследованном объеме воды.

      Исследования воды на наличие Pseudomonas aeruginosa  состоит из 3-х этапов: 1) накопление в жидкой среде обогащения; 2) выделение на плотной селективно- дифференцированной среде; 3) идентификация с использованием ограниченного набора наиболее надежных тестов. При анализе использовали концентрат Бонде с красителем - кристаллическим фиолетовым.  На втором этапе производили высев на среду «блеск».  Засеянную среду помещали в термостат при 370 на 24-42 часа, с предварительным просмотром через  24 часа.  Металлический блеск колоний Pseudomonas aeruginosa не был обнаружен.

Микробиологический контроль качества тоника

Посевы делались  в  чашках Петри, которые заливали расплавленной и охлажденной до 48-50 0С агаризованной средой. Чашки с посевами инкубировались  при температуре (30(1)  0 С    в течении (72(3) ч.. 

Количество микроорганизмов в 1,0 г тоника (М) вычисляли по формуле:

                                                 М    =             N   

                                                                   m       *   C       (9),

где   N  - степень разведения навески;

        m – количество инокулята, внесенное в чашку Петри, мл;

       C -   среднее арифметическое значение числа колоний.

 По результатам микробиологических исследований количество мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов, выраженное кое/г (кое колониеобразующие единицы) составило 2 кое/г.

              Определение дрожжей и плесневых грибов осуществляли с помощью методики, основанной на посеве определенных количеств тоника в селективные среды, культивировании посевов, подсчете всех видимых колоний дрожжей и плесневых грибов, типичных по макро- и микроскопической морфологии.  Нами был использован метод мембранной фильтрации,  при котором в воронку фильтровального аппарата вносили тоник. Затем фильтр переносили в чашки Петри на поверхность агаризованной среды. Чашки с посевами выдерживали в термостате при температуре (24(1)0С в течение 5 суток с  предварительным учетом выросших колоний через 2 суток. По истечению 5 суток нами не были обнаружены крупные, выпуклые, матово-блестящие или плотные с ровными краями серовато-белые колонии.

      При анализе тоника на Pseudomonas aeruginosa   использовали концентрат Бонде с красителем - кристаллическим фиолетовым.  На втором этапе производили высев на среду «блеск».  Засеянную среду помещали в термостат при 370 на 24-42 часа, с предварительным просмотром через  24 часа.  Металлический блеск колоний Pseudomonas aeruginosa не был обнаружен.

                 Методы выявления и определения стафилококков посевом с предварительным обогащением основаны на высеве навески в жидкую селективную среду, инкубировании посевов, пересеве культуральной жидкости на поверхность агаризированной селективно-диагностической среды, подтверждении по биохимическим признакам принадлежности выделенных колоний стафилококков. Перед посевом рН тоника при помощи стерильных растворов лимонной кислоты  доводили  до 7,0(0,2 для предотвращения снижения  рН   среды. Посевы инкубировали при температуре  (36(1)0  в течение 48 часов. 

 Статистическая обработка результатов экспериментов

Результаты экспериментальных исследования обрабатывались на IBM PC 550 с использованием пакета прикладных программ EXCEL.

Результаты исследований обработаны статистически с вычислением средней арифметической, ее стандартной ошибки и доверительного интервала; сравнение значения средних различий проводили по Стьюденту с использованием критерия t.

Данные исследований обрабатывали по ме​тодике И.А. Ойвина,. По результатам серии опытов, для каждого показателя выводили значение средней арифметической (М). На основе полученных М вычисляли величины квадратичных отклонений (а) по формуле:


[image: image10.bmp]


(10)



где а2 - сумма квадратов отклонений каждой измеренной величины от М, n - число опытов. Из значений ( и n вычисляли среднюю ошибку (m) по формуле:          
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Определяли показатель существенности разницы - число, показы​вающее во сколько раз разность между средними арифметическими величинами больше значения корня квадратного из суммы квадратных средних ошибок, рассчитывали по формуле:


[image: image3.wmf],

2

2

2

1

2

1

m

m

M

M

t

+

-

=




(12)




На основании полученных результатов по таблице Стьюдента вычисляли вероятность различия (р). Различие расценивалось как достоверное при р < 0,05.  В этом случае правильность вывода о существовании различий величин может быть подтверждена в 95% случаев. 

ГЛАВА 3. РАЗРАБОТКА ОСНОВНЫХ БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ ПРОИЗВОДСТВА ТОНИКОВ ДЛЯ ПРОБЛЕМНОЙ КОЖИ 

(результаты собственных исследований)

3.1. Подбор компонентов для производства тоников для проблемной кожи

           В программу профессионального  ухода за проблемным типом кожи,  входит очищение, тонизирование, увлажнение, питание, а также защита от вредных факторов окружающей среды. Завершающим этапом очищения кожи является тонизирование, в результате которого удаляются остатки загрязнений, восстанавливаются  липидные пласты  в  межклеточном пространстве,  активизируются  мембраны  клеток.

           Для повышения  стимулирующих,  витаминизирующих и  бактерицидных свойств данное  средство должно содержать биологически активный  комплекс, состоящий  из  водно-спиртовых экстрактов лекарственных трав, эфирных масел  и косметического глицерина.
3.1.1. Разработка состава  фитокомпозиции 

Подбор лекарственных растений в фитокомпозицию тоника для проблемной кожи осуществлялся в два этапа. В начале изучили литературные данные о противовоспалительных и ранозаживляющих свойствах трав, влиянии биологически активных веществ растений на уровень секреции сальных желез и  противомикробное действие (Марголина, 2003). Особый интерес представляли травы, обладающие бактерицидными свойствами.  Изучив действие  различных  растений на кожный покров (Петрухина А. Т., 2003), мы остановились на листьях крапивы двудомной и  шалфея лекарственного, цветках ромашки аптечной, календулы лекарственной и зверобоя продырявленного. 

  В выбранных нами растениях содержатся различные биологически активные компоненты. В листьях крапивы  имеется хлорофилл, флавоноиды, дубильные вещества, кремневая и муравьиная кислоты, обладающие  кровоостанавливающим  и  вяжущим  действием, макро  и  микроэлементы: витамин С, кальций, железо, калий,  а  также липиды.  Экстракты  календулы содержат каротиноиды, эфирное масло, органические кислоты, обладающие противомикробным, противовоспалительным, ранозаживляющим и  болеутоляющим действием (Воронков В.Н.,1993). В надземной части зверобоя продырявленного  содержатся биофлавоноиды, эфирное масло, дубильные вещества, аскорбиновая кислота, сапонины, небольшое количество холина и другие вещества, оказывающие бактерицидное действие. Листья  шалфея богаты эфирным маслом, биофлавоноидами, фитонцидами и алкалоидами. Цветы ромашки содержат эфирные масла, аскорбиновую кислоту, холин, липиды и других биологически активные соединения (Gibson J. R., 1996). Биологически активные вещества ромашки аптечной (сесквитерпены, флавоноиды, каротиноиды, кумарины, эфирные масла) и шалфея лекарственного (терпены, сесквитерпены, олеиновая кислота, дубильные вещества), календулы лекарственной (каротин, ликопин, фитонциды, органические кислоты) в сочетанном применении обеспечивают бактерицидное, противовоспалительное и вяжущее действие. Антраценовые производные, флавоноиды зверобоя оказывают регенерирующее,  биостимулирующее и мощное антимикробное  действие. Компоненты экстракта крапивы (витамины С, А, В2,  муравьиная кислота, минеральные соли, дубильные вещества) оказывают  витаминизирующее и регенеративное действие на кожу.

 Правильность сделанного вывода о составе растений подтверждали  на втором этапе с использованием биологической модели – культуры патогенного пиогенного Staphylococcus aureus.  Используя метод серийных разведений в жидкой питательной среде, была изучена  бактерицидная и бактериостатическая активность  водно-спиртовых экстрактов лекарственных растений и сборов в отношении пиогенного стафилококка. Для этого  брали  водно-спиртовые экстракты моно трав и разводили от 1:2 до 1:128 в бульоне Хоттингера.  По результатам исследования бактерицидной активности  каждого объекта, мы увидели целесообразность увеличения концентрации календулы и шалфея в  сборах № 2 , №  3 и № 4, так как эти травы обладают наибольшей активностью в отношении пиогенного стафилококка. Экстракты сбора №1, содержащего все травы в равной доле ; сбора №2, содержащего по   2 части календулы и шалфея и по 1 части крапивы, зверобоя и ромашки; сбора № 3, содержащего по 3 части календулы и шалфея и по 1 части зверобоя, крапивы и цветков ромашки; сбора    № 4,  содержащего по 4 части календулы и шалфея и по 1 части зверобоя, крапивы и цветков ромашки. Полученные данные по водно-спиртовым экстрактам  лекарственных растений приведены в таблице 1. 

Таблица 1 - Определение бактерицидной и бактериостатической активности водно-спиртовых экстрактов лекарственных растений
	Водно-спиртовые экстракты лекарствен

ных  растений
	Количество КОЕ стафилококка при высеве из разведений экстрактов


	Количество КОЕ стафилококка при высеве из контроля:

	
	Б
	1:2
	1:4
	1:8
	1:16
	1:32
	1:64
	1:128
	Экстрак

та
	Рост культу

ры

	Зверобой
	-
	-
	-
	3х102
	1х103
	105
	3х109
	3х109
	-
	3 х 109

	Календула
	-
	-
	-
	-
	3х102
	5х106
	3х109
	3х109
	-
	

	Крапива
	-
	-
	-
	7х103
	2х106
	3х109
	3х109
	3х109
	-
	

	Ромашка
	-
	-
	-
	-
	5х103
	3х107
	3х109
	3х109
	-
	

	Шалфей
	-
	-
	-
	-
	-
	2х105
	3х109
	3х109
	-
	

	Сбор №1
	-
	-
	-
	-
	3х104
	5х106
	3х109
	3х109
	-
	

	Сбор №2
	-
	-
	-
	-
	3х103
	2х102
	3х109
	3х109
	-
	

	Сбор № 3
	-
	-
	-
	-
	-
	2х103
	3х109
	3х109
	-
	

	Сбор № 4
	-
	-
	-
	-
	3х102
	2х102
	5х107
	3х109
	-
	

	Спирт40°
	-
	-
	-
	9х104
	3х106
	3х109
	3х109
	3х109
	-
	


Примечание: - КОЕ – колониеобразующие единицы;

                        - (-)   -   отсутствие роста микрофлоры.

Учет результатов проводили визуально по отсутствию или наличию помутнения содержимого пробирок, а также путем высева изучаемых препаратов  каждого разведения и из контрольных пробирок на плотные питательные среды: желточно-солевой агар и 5% кровяной агар. Последнее разведение экстрактов  лекарственных трав, высев из которого не дал  роста колоний стафилококка, принимали за минимальную ингибирующую концентрацию – бактерицидное действие испытуемого препарата. О бактериостатическом действии изучаемых препаратов судили по количеству КОЕ стафилококка в конкретном разведении препарата, по сравнению с КОЕ стафилококка, высеянного из контроля культуры. Снижение в опыте КОЕ стафилококка на порядок и более, по сравнению с контролем, свидетельствовало о бактериостатическом действии изучаемых препаратов.
Бактерицидная активность 40 % спирта этилового, с помощью которого проводилась экстракция, отмечена в разведении 1:4, а бактериостатическая в разведении 1:8 – 1:16. Следовательно, бактерицидная и бактериостатическая активность водно-спиртовых экстрактов зверобоя, шалфея, ромашки., календулы, сборов №1, 2,3,4 проявлялась не только за счет действия спирта, но и благодаря действию на стафилококк экстрагируемых из данных лекарственных трав биологически активных веществ. 
Для приготовления фитокомпозиции мы выбрали сбор № 3, так как  он обладает наибольшей активностью в отношении стафилококка.   Оптимальный  бактерицидный, витаминизирующий и дезодорирующий эффект обеспечивается за счет синергетического действия биологически активных компонентов, извлеченных в ходе водно-спиртовой экстракции фитокомпозиции. 

Основным  источником липидов в косметических тониках для проблемной кожи являются лекарственные растительные средства. Для исследования фракционного состава фосфолипидов, извлекаемых в ходе водно-спиртовой экстракции  из фитокомпозиции зверобоя, шалфея, календулы, ромашки и крапивы, нами был проведен хроматографический анализ экстракта. Результаты данного исследования представлены на таблице 2.

 Таблица 2 - Фракционный состав суммарных экстрактов фосфолипидов растительного сырья (М±m).

	Фосфолипиды  фитокомплекса
	Значение  (Rf)

	1
	2

	Фосфатидилсерин


	0,10±0,01

	Фосфатидилинозит


	0,17±0,01

	Фосфатидилхолин


	0,24±0,02

	Фитогликолипиды


	0,36±0,03

	Фосфатидилэтаноламин


	0,43±0,02

	Фосфатидная кислота


	0,51±0,01

	Не идентифицированные пятна


	0,49±0,01


На основании полученных данных  можно сделать вывод, что 40 % раствором спирта извлекается комплекс фосфолипидов,  использование которого в косметических препаратах будет способствовать  активному  участию липидов в  процессах  клеточной  регуляции  и  регенерации  липидных  пластов  в  межклеточном  пространстве  кожи.
Количественное определение  липидов, извлекаемых водно - спиртовым раствором из растительного сырья проводили весовым методом. Подробно метод анализа описан во второй главе.  Содержание  липидов  дано  в  таблице 3.

Таблица 3 - Количество липидов, извлекаемое 40%-м  раствором  спирта  этилового из лекарственных трав.

	Масса сухого остатка, мг
	Объем раствора, мл
	Количество липидов, мг\мл

	1
	2
	3

	908±5
	25±1,5
	40±1,5

	1006±6
	25±1,3
	42±2

	826±5
	25±1,4
	37±1

	940±5
	25±1,6
	41±1,5

	1350±8
	25±1,3
	48±2,5

	1237±8
	25±1,5
	46±2


Как видно из таблицы, содержание липидов в  разработанной  фитокомпозиции  колеблется от 37 до 48 мг\мл реднем данное значение составило 42,33± 1,75. 

3.1.2.  Выбор вспомогательных сырьевых компонентов

Кроме фитокомпозиции в состав тоников входят следующие компоненты: глицерин косметический для смягчения и увлажнения кожи, масла эфирные в качестве дополнительного компонента БАВ,  консерванты и вода. 

Хроническая недостаточность жизненно необходимых элементов в организме закономерно проявляется патологией, сопровождаясь существенными морфологическими и клиническими нарушениями. Так, например, недостаток цинка в  кожном  покрове  вызывает следующие патологические изменения: дерматит, экзему, фурункулез, трофические язвы, слабый рост и выпадение волос (Марголина А.А., 2002).  Медь, цинк, железо играют роль активаторов биологических процессов в  коже. Кремний способствует биосинтезу коллагена, образованию кальция  в костной ткани, обеспечивает заживление ран. Органический кремний играет существенную роль в метаболизме липидов.

Содержание в  природной воде различных компонентов позволяет использовать ее в качестве сырья для производства косметических препаратов. Минеральные воды оказывают на кожу человека лечебное действие, обусловленное основным ионно-солевым и газовым составом.  Химические  элементы, находящиеся в природной воде оказывают существенное влияние на процессы, происходящие в коже. Так, например,  Zn  регулирует работу сальных желез и оказывает противовоспалительное воздействие,  Mg  и Ca  улучшают обменные процессы, происходящие в коже. Введение в рецептуру тоника минеральной или родниковой воды позволяет интенсифицировать некоторые процессы в клетках кожи за счет поступления широкого спектра эссенциальных микроэлементов, содержащихся в применяемом типе воды. 
По предложению заслуженного деятеля науки, доктора медицинских наук, профессора В.И. Ефременко нами изучена возможность и целесообразность использования для получения липидного тоника  слабоминерализованной воды источников Северного Кавказа. Нами была взята родниковая вода из природного источника г. Ставрополя, называемого в народе «Родник Пресвятой Богородицы». Оценка   типового  состава этой воды проведена нами, совместно с сотрудниками ассоциации «Биотех» на базе отдела изучения курортных ресурсов Государственного НИИ курортологии Минздрава России, в соответствии с требованиями ГОСТ 2874-82 и ГОСТ 13273-88. Анализ показал, в отличии от водопроводной воды, по макро ионным показателям родниковая  вода относится к бессульфидным, слабоминерализованным водам, слабощелочной реакции среды. Вода обогащена сульфатными и карбонатными анионами и катионами магния, натрия и кальция.  Следует отметить, что по результатам исследований, в родниковой воде содержание сероводорода отсутствует. Основным анионом, превосходящим по содержанию другие, является гидрокарбонат-ион, а основным катионом является кальций, что и характеризует слабощелочные   свойства этой воды. Химический анализ микроэлементного состава природной воды свидетельствует  о содержании меди, железа, цинка, а также кремния.  Особый интерес представляет повышенное содержание кремния в исследуемой природной воде. Кремний необходим для нормального функционирования эпителия и соединительных тканей, которым он  придает прочность и эластичность.              

Для очистки, увлажнения с одновременным питанием проблемной кожи нами предложена следующая рецептура липидного тоника  для домашнего применения, массовая доля, % :

Фитокомпозиция лекарственных растений                                      25.0(0,3

масло эфирное розовое                                                              0.06(0,02

масло эфирное лавандовое                                                       0.02(0,01

глицерин косметический                                                          0.8(0,1

кислота салициловая                                                                 0.01(0,01

кислота лимонная                                                                      0.06(0,01

спирт этиловый, 96 %                                                                3,5(0,5

бензоат натрия                                                                            0,01(0,01

         дистиллированная вода                                                         15,0(0,5
родниковая вода                                                                      до  100

Для профессиональных косметических кабинетов предложен следующий состав липидного тоника  серии «Profi line», рекомендуемый для использования при наблюдении врача-косметолога, (массовая доля %):

Фитокомпозиция лекарственных растений                                  45.0(0,6

масло эфирное розовое                                                              0.06(0,02

масло эфирное лавандовое                                                       0.02(0,01

глицерин косметический                                                          0.8(0,1

кислота салициловая                                                                 0.01(0,01

кислота лимонная                                                                      0.06(0,01

спирт этиловый, 96 %                                                                3,5(0,5

бензоат натрия                                                                            0,01(0,01

         дистиллированная вода                                                             15,0(0,5
родниковая вода                                                                          до  100

В рецептуру тоника введен комплекс масел эфирных розы  и лаванды. Выраженное противовоспалительное, бактерицидное действие лавандового и розового эфирных масел, а также смягчающий и седативный эффект масла  розы позволяют существенно усилить желаемый эффект  и  не вводить  в  рецептуру  синтетическую  отдушку.  Применение  массовой концентрации эфирных  масел  ниже заявленной в рецептуре, не обеспечивает нужного тона аромата и концентрации биологически активных веществ, при введении в состав тоника количества масла  выше указанного в рецептуре средство приобретает  резкий запах.

В качестве смягчающего и увлажняющего  компонента в рецептуру введен глицерин косметический.  Уменьшение концентрации глицерина  ниже указанного предела не обеспечивает смягчающего и увлажняющего эффекта, увеличение дозировки создает плотную консистенцию.

От эффективности антибактериального действия консерванта зависит  качество и безопасность тоника, поэтому его подбор  играет немаловажную роль. Критерием  эффективности консерванта является снижение числа жизнеспособных клеток микроорганизмов в препарате за определенный период времени. В качества  консерванта  в рецептуру введены кислота салициловая, обладающая кератолитическим действием и  бензоат натрия, предотвращающий и ингибирующий рост микроорганизмов.  Бензоат натрия  часто применяется в пищевой промышленности  при  консервации  продуктов. Уменьшение дозы консерванта не обеспечивает заданный эффект, а увеличение – может повлечь за собой аллергические реакции кожи.

В качестве регулятора рН раствора  тоника  в рецептуру  достаточно ввести кислоту лимонную.  Одновременно  лимонная  кислота  усиливает  бактерицидность  тоника. Увеличение ее концентрации выше предлагаемой может привести к аллергической реакции и сухости кожи.

Заявленное содержание спирта этилового, в соответствии с общими требованиями ГОСТ Р 51579-2000 «Изделия косметические жидкие. Общие технические условия» на тоники косметические, обеспечивает некоторый  консервирующий эффект и растворение компонентов. Введение спирта этилового в количестве выше выбранного предела нецелесообразно, т.к. избыток спирта оказывает дубящее воздействие на кожу, пересушивает ее, а недостаток спирта не обеспечивает искомое, консервирующее и растворяющее действие на компоненты.

3.2. Разработка биотехнологии приготовления тоника для проблемной кожи

      Технологический процесс приготовления липидных  тоников для проблемной кожи состоит из нескольких стадий производства:

· подготовки сырья; 

· получения экстракта лекарственных растений; 

· приготовления растворов для производства;

· получения готового продукта;

·  фасовки, упаковки и хранения тоника.

Рассмотрим подробнее каждый из этих процессов.

Стадия подготовки сырья

Подготовка сырья включает в себя процессы взвешивания порошков, отмеривания жидкостей, измельчения растений. Нами разработана блок-схема данной технологической стадии (рисунок3). 

	Стадия подготовки сырья



	Загрузка растительных объектов, порошкообразного и жидкого сырья в сборник



	 дозирование порошков
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	 дозирование жидкости

(по объему)
	
	дозировка растительного сырья




	Измельчение растительного сырья


                                 На стадию приготовления растворов                                 На стадию экстракции

Рисунок 3 -  Блок схема стадии  подготовки сырья для производства тоника для проблемной кожи.

 
Салициловую и лимонную кислоты, бензоат натрия в необходимом количестве взвешивают на весовом дозаторе и подают на стадию приготовления растворов. Раствор спирта этилового и дистиллированная вода после объемных дозаторов подаются на стадию экстрагирования.

Родниковую воду перед подачей на экстракцию подвергают стерилизации. Для этого воду разливают в стеклянную тару, укупоривают и стерилизуют в автоклаве паром в течении 30 минут при давлении 1,5 атм и температуре 119-120 0 С.  Лекарственные растения для производства липидных тоников  берут в  следующем соотношении:  по 4 части календулы и шалфея и по 1 части зверобоя, крапивы и цветков ромашки. Эффективность данного соотношения доказана на биологической модели пиогенного стафилококка. Размер измельченных частиц лекарственных трав составляет 3-5 мм.  Увеличение размера частиц выше 5 мм приводит к уменьшению степени извлечения БАВ.  Уменьшение частиц ниже 3 мм вместе с  повышением степени извлечения БАВ  увеличивает потери продукта при фильтрации. Подготовленное сырье передается на основные технологические стадии.

Экстрагирование  лекарственных растений

Стадия получения экстрактов лекарственных растений является определяющей в производстве тоников для проблемной кожи, поэтому она рассматривается более подробно. Процессы данной стадии, включающие приготовление водно-спиртового раствора, экстракции лекарственных растений и фильтрации полученного экстракта, представлены в виде  блок-схемы на рисунке 4.
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	Отходы обедненной травы на переработку



На стадию получения тоника


Рисунок  4 -  Блок- схема стадии получения экстракта лекарственных растений

    40%-ый водно-спиртовый раствор готовят из спирта этилового 96%-го путем добавления спирта к дистиллированной воде в соотношении 35% и 64,2% соответственно. Полученный водно-спиртовой раствор  направляется в реактор  для экстракции лекарственных трав. Полученный водно-спиртовой раствор  направляется в реактор  для экстракции лекарственных трав. ЛРС в реакторе располагается на мелко-ячеистой решетке, высота слоя сырья составляет 1,5 – 2 см. При взаимодействии с измельченными  травами в нем хорошо растворяются извлекаемые компоненты и значительно слабее или практически не растворяются остальные компоненты.  В случае водно-спиртовой экстракции крапивы, зверобоя, ромашки  календулы и шалфея в раствор перейдут дубильные вещества, органические кислоты, алкалоиды, флавоноиды, каротиноиды и терпены. 

      Процесс извлечения БАВ из растительного материала можно условно разделить на две стадии:

· быстро протекающий, связанный с растворением и смывом веществ с поверхности материала;

-  медленный, связанный с диффузией веществ через клеточную стенку и неподвижные слои жидкости в капиллярных и полузакрытых областях (М.А. Балабуткин, 1993).  

Полнота и скорость экстрагирования действующих веществ из растительного сырья зависят от качества самого сырья и его технологических свойств, которые описываются рядом параметров, учитывающих природу растительного материала, способ и степень измельчения, удельную, объемную и насыпную плотности, пористость и порозность, свободный объем слоя, удельную поверхность и другие параметры. 

Выход веществ при экстрагировании определяется факторами, влияющими на процесс массоотдачи внутри частиц сырья и в свободном экстрагенте: гидродинамические условия и температурный режим процесса, характер загрузки сырья в экстрактор, выбор и способ подачи экстрагента и другие.   

 В фармацевтической и косметической промышленности используются следующие методы экстрагирования: мацерация, ремацерация, перколяция, реперколяция, противоточное и циркуляционное экстрагирование и др. Методы отличаются друг от друга временем экстрагирования, способом распределения сырья в экстракторе, аппаратурой.  Выбор метода определяется эффективностью выхода готового продукта.

 Нами был выбран метод циркуляционного экстрагирования, сущность которого заключается в многократной экстракции растительного сырья  одной и той же порцией  экстрагента (А.М. Балабуткин, 1993). В качестве экстрагента выбран  40 %-ый  раствор этилового спирта.  В результате экстракции из растительного лекарственного сырья  извлекаются  вещества как водорастворимые, так и спирторастворимые.  В извлечениях, содержащих не менее 20 % спирта, не развиваются микроорганизмы (В.Л Багирова, В.А. Северцев, 2001). Фитокомпозиция готовится в смесителе, куда из весовых дозаторов поступают  измельченные  лекарственные травы в предложенном ранее соотношении. Метод позволяет получить достаточно высокую массовую долю экстрагируемого вещества, обеспечивает герметичность проводимого процесса

  Водно-спиртовый раствор для экстракции готовят в смесителе, куда  вода и спирт поступают из объемных дозаторов. Экстракцию ведут в реакторе-экстракторе при непрерывном перемешивании в течение 10-12 часов при комнатной температуре, с соблюдением определенного атмосферного давления.  С целью уменьшения потерь легколетучих веществ пары спирта конденсируются в холодильнике и возвращаются в технологический процесс.  Технологическая схема и принцип улавливания  паров спирта взята из работы  кандидата биологических наук Умнова А.В (А.В.Умнов,  2001 года).

Полученный в реакторе  спиртовый раствор фитокомпозиции поступает на стадию фильтрования, где отделяется от обедненных активными веществами растений. Раствор подается на стадию приготовления готового продукта. Обедненные  травы идут на  стадию экстрагирования дистиллированной водой для получения увлажняющих  препаратов. 

Нами составлен материальный баланс стадии экстрагирования лекарственных растений  производства тоника для проблемной кожи в домашних условиях  (таблица 4) из расчета на 100 кг готового продукта. Экспериментально установлено, что потери легколетучих веществ на данной стадии составляют 3,6%, выход обедненной  биологически-активными веществами травы – 16,2 %.

     Таблица 4 - Материальный баланс  стадии получения водно-спиртового экстракта лекарственных растений

	Приход


	Расход

	1
	2

	Наименование сырья для производства тоника для проблемной кожи
	Количество
	Наименование готовой продукции
	количество

	
	кг
	%
	
	кг
	%

	Водно-спиртовой экстракт
	26,66
	88,44
	Готовый продукт

Побочный продукт –

обедненные травы

Потери


	26,63

3,48

0,26
	87,69

11,45

0,86



	Лекарственное

сырье
	3,71
	11,56
	
	
	

	Всего:
	30,37
	100


	Всего:
	30,37
	100


      Выход фитокомпозиции, состоящей из экстрактов ромашки, шалфея, крапивы, зверобоя, календулы  составляет 87,69 %.

Приготовление растворов для производства

          Для производства тоников для проблемной кожи готовят следующие растворы:  эфирных масел, лимонной и салициловой кислот. Нами разработана блок-схема технологической стадии приготовления растворов, которая представлена на рисунке 5:
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На стадию получения тоника

Рисунок 5  - Блок-схема приготовления растворов для производства тоника

 Спиртовые растворы салициловой кислоты, эфирных масел розы и лаванды готовят при растворении их в 96 % растворе спирта этилового в ходе непрерывного перемешивания при температуре 20-250 С в течение 15-20 минут. Водный раствор салициловой кислоты готовят  при  непрерывном  перемешивании  при температуре 35-400 С в течение 25-30 минут.

 Нами был разработан материальный баланс стадии приготовления рабочих растворов (таблица 5) из расчета на 100 кг готового продукта.

Таблица 5 - Материальный баланс технологической стадии приготовления  растворов.

	Приход
	Расход

	1
	2

	Наименование сырья для производства тоника для проблемной кожи
	Количество
	Наименование готовой продукции
	количество

	
	кг
	%
	
	кг
	%

	Эфирное масло розы

Эфирное масло лаванды

Кислота салициловая

Кислота лимонная

Спирт этиловый 96 %

Вода дистиллированная
	0,06

0,02

0,01

0,06

0,71

0,15
	5,94

1,98

0,99

5,94

70,30

14,85


	Спиртовый раствор масла розы, в т.ч. масло розы

Спиртовый раствор масла лаванды, в т.ч. масло лаванды

Водный раствор кислоты лимонной, в т.ч. кислота лимонная

Спиртовый раствор кислоты салициловой,

в т. ч.  кислота салициловая

 Потери
	0,19

0,06

0,48

0,02

0,21

0,06

0,11

0,01

0,02
	18,81

47,53

20,79

10,89

1,89

	Всего:
	1,01
	100
	Всего:
	1,01
	100


Полученные растворы направляют в реактор для получения тоников для проблемной кожи.

 Получение липидных тоников для проблемной кожи

На стадии получения липидных  тоников происходят следующие процессы:  в водно-спиртовый раствор фитокомпозиции добавляют  спиртовые  растворы  салициловой кислоты и эфирных масел, водный раствор  лимонной кислоты, затем консерванты и глицерин.  Нами разработана блок-схема заключительной технологической стадии получения фитотоника (рисунок 6) 
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Рисунок 6-  Блок-схема стадии получения  липидных тоников для проблемной кожи

В реактор с включенной мешалкой подается слабоминерализованная родниковая вода, прошедшая стерилизацию и затем в строго определенных  количествах порошок бензоата натрия, спиртовый экстракт фитокомпозиции,  растворы лимонной и салициловой кислот, раствор глицерина косметического. Процесс приготовления липидного тоника ведут при температуре 18-230 С в течении 40-45 минут. Полученный раствор фильтруют через бязевый фильтр и подают на заключительную стадию фасовки и упаковки готового продукта. Обедненную  траву отправляют  для изготовления фитоаэрозолей с увлажняющим эффектом.
Фасовку тоника для домашнего  ухода  за  проблемной кожей осуществляют c помощью объемного дозатора в сертифицированные  флаконы из пластмассы по 100 г., продукцию профессиональной  линии  « Profi line» , содержащую вдвое больше БАВ  фасуют по225 г. в полимерные тубы.  

Флаконы вручную укупоривают стерильной  пробкой полиэтиленовой и крышкой навинчивающейся. На каждый флакон наклеивают этикетку в соответствии с требованием действующего стандарта – с указанием изготовителя, его товарного знака, названия препарата, его состава, способа применения, условия хранения, регистрационного номера, номера серии, срока годности, штрих-кода. Каждый флакон с инструкцией по применению укладывают в  пачку из картона коробочного, на которую нанесен тот же текст, что и на этикетке.

Расфасованный тоник для проблемной кожи сдают на анализ в  отдел технического контроля. После получения положительного  заключения ОБТК коробки обвязывают хлопчатобумажными нитками особой прочности № 00, концы ниток заклеивают этикеткой из бумаги этикеточной по ГОСТ 7525-86Е. Готовые стопки продукции складируют на поддон и передают на  хранение на склад  готовой  продукции.

 В отделе технического контроля выборочно (не менее 20 флаконов из серии) отбирают продукцию на  анализ. При соответствии качества требованиям документации на коробке ставится штамп проверки и готовую продукцию отправляют на склад.

 Нами составлен суммарный материальный баланс всего технологического процесса получения тоника из расчета на 100 кг готового продукта (Таблица 6 )

Таблица  6 - Материальный баланс производства липидного тоника для проблемной кожи для домашнего ухода

	Приход
	Расход

	1
	2

	Наименование сырья для производства тоника для проблемной кожи
	Количество
	Наименование готовой продукции
	Количество

	
	кг
	%
	
	Кг
	%

	Спиртовый раствор фитокомплекса
	26,63
	25
	Тоник для проблемной кожи

Отходы обедненной травы

Потери


	100,00

3,48

3,04
	93,83

3.33

2,84

	Раствор масла розы, в т.ч.

масло розы
	0,19

0,06
	0,18

0,06
	
	
	

	Раствор масла лаванды, в т.ч.масло лаванды
	0, 48

0,02
	0, 45

0,02
	
	
	

	Глицерин косметический
	0,85
	0,80
	
	
	

	Раствор кислоты лимонной, в т.ч. кислоты
	0,21

0,06
	0,20

0,06
	
	
	

	Раствор кислоты салициловой, в т.ч. кислота
	0,11

0,01
	0,10

0,01
	
	
	


	Бензоат натрия
	0,01
	0,01
	
	
	

	Вода дистиллированная
	15, 01
	14,08
	
	
	

	Вода родниковая
	63,01
	59,15
	
	
	

	Всего:
	106,52
	100
	Всего:
	106,52
	100


Общий выход готового продукта составляет 93,83 %. Заявляемое содержание всех составляющих компонентов  в рецептуре косметического средства оптимально обеспечивает достижение очищающего, смягчающего,  тонизирующего,  питательного и увлажняющего эффекта.

3.3. Экспериментальное исследование биологической активности фосфолипидных тоников (практические методы)

3.3.1.Изучение противовоспалительного действия 
Экспериментальное изучение ранозаживляющего и противовоспалительного действия разработанных тоников, проводили совместно с сотрудниками Пятигорской Фармацевтической Государственной академии. Противовоспалительное действие определяли методом онкометрии, с использованием белых беспородных крыс-самок  массой до 200 г. Животных отбирали таким образом, чтобы исходный средний объем лапок во всех экспериментальных группах был примерно одинаков.  Экспериментальных животных разбивали на  5 групп по 6 особей в каждой.  Количество  групп  животных  обосновано  тем,  что   представляло  интерес  исследование  биологической  активности  не  только  разработанного  липидного  тоника,  но  и  комплексного  его  применения  вместе  с  липосомальным  кремом,  содержащим  такую  же  фитокомпозицию  растительного  сырья,  что  и  тоник.
Сущность  метода состоит в следующем. Крысам под апоневроз лапки вводили 0,1 мл 10% суспензии каолина в качестве флогогена, что вызывало, развивающейся во времени отек лапки. Степень отека отражала интенсивность воспаления. Величину отека измеряли по количеству вытесненной из капсулы онкометра воды при погружении в нее лапки. 

Первой группе животных вводили только каолин. Эта группа являлась контрольной. Животным второй и третьей групп за день до эксперимента трижды  в  сутки  и за 30 минут  до начала опыта наносили на лапку тоники для домашнего и профессионального ухода. Животным четвертой и пятой групп наносили соответственно тоники и через 5-10 минут липосомальный крем для проблемной кожи по аналогичной схеме.

Онкометрическое измерение объема лапок в каждой группе животных проводили через 1, 2, 3 и 24 часа после введения в лапку каолина.  Результаты подвергали статистической обработке по методу Стьюдента. Полученные экспериментальные данные представлены на рисунке 7:
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Примечание: Тоник 1 – препарат для ухода за проблемной кожей в домашних условиях;

Тоник 2  – препарат для ухода за проблемной кожей в  условиях профессиональных косметологических   кабинетов;

Комплекс 1 – комплекс  Тоника 1 и липосомального крема для проблемной кожи;

Крем – липосомальный крем для проблемной кожи.

Комплекс 2 – комплекс  Тоника 2 и липосомального крема для проблемной кожи.

Контроль –  отсутствие обрабатывающих средств.

Рисунок7 -   Динамика противовоспалительного действия липидных препаратов

 Как следует из полученных данных, противовоспалительное действие тоника для домашнего ухода на 3,4%, профессионального тоника  - на 10,7% превышает показатели в контрольной группе животных. Воздействие на кожу тоника  «Profi Line» в сочетании с липосомальным кремом на  5,8 %  эффективнее  по сравнению с действием  крема,  на 43 %   в сравнение с тоником   «Profi Line» и на  53,7% по сравнению с контролем.

По степени выраженности противовоспалительного эффекта  комплексное воздействие на кожу тоника  «Profi Line» и липосомального крема имеет наибольшую эффективность, по сравнению с действием  контроля, тоника для ухода за проблемной кожей в домашних условиях и только тоника «Profi Line».  Противовоспалительное и ранозаживляющее действие тоника  «Profi Line»  значительно выше, чем у тоника для ухода за проблемной кожей в домашних условиях.
Таким  образом,  целесообразно  рекомендовать  косметологам  и  пользователям  комплексное  использование  липидных  тоников  и  липосомального  крема  для  лечения  и  ухода  за  проблемной  кожей.
3.3.2. Изучение ранозаживляющего  действия 

В ходе изучения ранозаживляющего действия липидных тоников  животным была проведена операция нанесения линейных кожных ран под эфирным наркозом. Кожу спины разрезали до собственной фасции, длина разреза составляла 25±1 мм. Затем на равном расстоянии накладывали 2 шва сближающие края раны. Для удобства последующего измерения размеров ран накладывались швы с таким расчетом, чтобы эпителий боковых краев раны не соприкасался, и в этом случае эпителизация происходила от конечных краев раны. Оценку ранозаживляющего действия проводили по наличию нагноения, времени полного отторжения струпа, времени и динамики полного срастания краев раны на 5, 10 и 15 дни наблюдения. Прочность образовавшегося рубца определяли методом тензометрии после полного заживления ран на 16 день от начала опыта.

Липидные тоники наносили на раны животным по следующей схеме: в первой  и второй группе липидные тоники для домашнего  и  профессионального  ухода, в третьей и четвертой группе тоники в сочетании с последующей аппликацией липосомального крема для проблемной  кожи. Изучаемые лекарственные формы наносили на рану ежедневно 2-х кратно на протяжении 15  дней до полного заживления ран. Пятая группа животных являлась контрольной, раны животных в  этой  группе  ежедневно 2-х кратно обрабатывались дистиллированной водой.

Динамика заживления ран в группах экспериментальных животных по степени уменьшения их линейного размера  представлены в таблице7:

        Таблица 7 - Показатели  ранозаживляющего  действия  липидных  препаратов

	Иссле-

дуемый объект


	Средний исходный линейный размер раны (мм.)
	Средний линейный размер раны (мм.) на 5 день
	Средний линейный размер раны (мм.) на 10 день
	Средний линейный размер раны (мм.) на 15 день

	1
	2
	3
	4
	5

	Контроль
	25±1,5
	23,4±2,2
	18,3 ±1,6
	7,1 ±1,3

	Тоник 1
	25±1,0
	22,6 ±1,2

Р(0,05

Р1(0,05
	17,4± 1,3

Р(0,05

Р1(0,05
	6,8±1,1



	Тоник 2
	25±1,0
	21,4 ±1,5

Р(0,05

Р1(0,05
	17,0± 1,2

Р(0,05

Р1(0,05
	6,0±1,1



	Комплекс1
	25±1,5
	21,0±1,2

Р(0,05
	12,1±1,6

Р(0,05
	0,5±0,1

Р(0,001

	Комплекс 2
	25±1,0
	20,0±1,2

Р(0,05
	10,1±1,4

Р(0,05
	0

Р(0,001


Примечание: Тоник 1 – для ухода за проблемной кожи в домашних условиях; Тоник 2  – для ухода за проблемной кожи в  условиях косметологического кабинета «Profi Line»; Комплекс 1 – совместное применение  Тоника 1 и крема для проблемной кожи; Комплекс 2 - совместное применение  Тоника 2 и крема для проблемной кожи.

Как  видно  из  полученных  данных,  в контрольной группе животных, не получавших лечение к концу  эксперимента длина раны уменьшилась на 71,6%. В группе животных, получавших Тоник 1,  начиная с 10 дня, наблюдалась лишь незначительная тенденция к ускорению заживления ран и к концу эксперимента рана сократилась на 72,8%. В третьей группе  раны заживали быстрее и на 15 день длина раны уменьшилась на 76%. В группе животных, получавших Комплекс 1 заживление ран происходило интенсивнее, о чем свидетельствует 98 %- е заживление раны. Полное заживление ран к 15 дню эксперимента наблюдали в пятой группе  животных,  которых  лечили  липидным  тоником  серии  «Profi  Line»  и  липосомальным  кремом  для  проблемной  кожи.

Динамика  заживления  ран  после  применения  липидных  препаратов  наглядно  показана  на  рисунке 8.

Размер раны, мм
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Рисунок 8 - Динамика заживления ран у крыс после применения липидных препаратов

Как  видно  из  графических  линий  на  15-й  день  применения  липидных  препаратов ранозаживляющая  активность  липидного  тоника,  серии «Profi  Line»,  применяемого  в  сочетании  с  липосомальным  кремом  для  проблемной  кожи  на 9 % выше,  чем  при  комплексном  использовании  тоника  для  домашнего  ухода  и  липосомального  крема.  Эффективность комплексного действия на 11 %  выше,  чем  у  тоника  серии  «Profi  Line»,  применяемого  без  крема,  на   14 %  выше,  чем  у  тоника  для  домашнего  ухода  и  на  12 % выше  по  сравнению  с  контролем.

Таким образом, результаты опытов в тесте с заживлением линейных кожных ран показали, что липосомальный крем  в сочетании с тоником,  содержащим  такую  же фитокомпозицию, оказывают достоверно выраженный ранозаживляющий эффект. Тоник, применяемый как самостоятельное средство, обладает слабым ранозаживляющим  эффектом.

На рисунках 9-11 представлены  фотографии линейных ран лабораторных животных к концу эксперимента.
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Рисунок 9  -  Вид  линейной раны в группе контрольных животных

 Из  рисунка  видно,  что  в  контрольной  группе  животных  наблюдается   неполное  отторжение  струпа,  рубец  полностью  не  сформирован.
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Рисунок  10 -  Вид линейной  раны в группе животных, получавших тоник для домашнего ухода 

Из  рисунка  видно,  что  при  использовании и липидного  тоника  для  домашнего  ухода  к  концу  эксперимента  также  не  произошло  полное  отторжение  струпа,  рубец  полностью  не  сформировался.  Однако,  по  сравнению  с  контрольной  группой  рана  стала  значительно  меньше.  Эффективность  действия  тоника  очевидна.
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Рисунок 11 -  Вид  линейной  раны в группе животных, получавших   в  сочетании  липосомальный  крем  и  тоник  для  домашнего  ухода  

Данное  фото  свидетельствует  о  явном  ранозаживляющем  действии  липидного  фитотоника  и  липосомального  крема,  содержащего  экстракты  лекарственных  растительных  трав,  включенные  в  липидные  везикулы

При микроскопическом исследовании гистологических срезов в области линейной кожной раны на 16 день после ее нанесения обнаружено, что в контрольной группе животных полной эпителизации в центральных зонах линейной раны не произошло. Полной регенерации  дермы нет: наблюдается полостной дефект дермы как результат незавершенной регенерации. На поверхности раневого дефекта сохранен струп, под края которого нарастает эпидермис. Сформировавшаяся грануляционная ткань имеет значительные размеры.

В группе животных, получавших только тоники, гистологическая картина приближается к контрольной группе, однако тканевой дефект в регенераторной области значительно меньше, струп отсутствует, практически полностью завершена эпителизация рубца.

В группе животных, получавших комплексное лечение  тоника  и  крема, наблюдается полная эпителизация поврежденных тканей. В области дермы полостных дефектов нет. Струп отсутствует. Сформировавшийся рубец представлен нежной пластинкой соединительной ткани, состоящей из фибропластов. 

На 16 сутки после операции животных наркотизировали этаминалом натрия (20 мг/кг) и вырезали кусочки кожи с зажившими ранами шириной 1см, длиной 3см. Полученные кусочки кожи фиксировали одним концом в верхней точке прибора для тензометрического измерения прочности рубца с помощью специального зажима, а к нижнему концу кусочка кожи подвешивали другой зажим с площадкой для установки гирь. Массу гирь постепенно увеличивали до получения разрыва рубца.  Масса большого значения, необходимая для разрыва рубца, свидетельствовала о величине прочности  рубца заживления раны.

Схема прибора для изучения ранозаживляющего действия фосфолипидных тоников представлена на рисунке 12.

Примечание: 1-Упор; 2-Зажимы; 3- Лоскут кожи;4 ;5-Блок.

Рисунок 12 - Схема прибора для тензометрического измерения прочности рубца. 

Полученные на данном приборе показатели прочности рубца даны в  таблице  8.

Таблица 8 - Показатели влияния липидных препаратов на прочность 

сформировавшегося рубца зажившей раны

	 Срок эксперимента


	Прочность рубца на разрыв, г.



	
	Контроль

ная группа
	Группа, получавшая тоник 1
	Группа, получавшая тоник 2
	Группа, получавшая совместно тоник 1 и крем
	Группа, получавшая совместно тоник 2 и крем

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	15 суток от нанесения раны
	337,5

±33,2
	352,3

±34,6

Р(0,05
	378,9

±35,8

Р(0,05
	429,1

±33,6

Р<0,05
	467,4

±32,7

Р(0,05




Р – значение погрешности значений по отношению к контролю

Полученные данные свидетельствуют о целесообразности применения для лечения  и  ухода  за  воспалительной кожей в комплексе липидных  тоников и липосомального крема, содержащего  идентичную  фитокомпозицию лекарственных растений.

  При  использовании  тоника  серии  «Profi Line»  в  сочетании  с  липосомальным  кремом прочность сформировавшегося рубца  на  8 % выше,  чем  в  результате  применения  тоника  для  домашнего  ухода  вместе  с  кремом  для  проблемной  кожи. Эффективность его  на  18 %  выше,  чем  при  применении  профессионального  тоника  без  крема,  на 24 %  выше,  чем  при  использовании  тоника  с  меньшей  концентрацией  фитокомпозиции.

Таким  образом,  можно   сделать  вывод,  что  увеличение  концентрации  фитокомпозиции  в  2  раза  повышает  ранозаживляющее  действие  липидного  тоника  на  8 %.

3.3.3. Изучение увлажняющего действия тоника

  Известно, что вода, содержащаяся в клетках кожи,  хорошо  пластифицирует роговой слой  и предает ему эластичность. Если клетка  теряет влагу, то кожа становится суше и  начинается трескаться, появляются морщины. В кожном покрове существует градиент концентрации воды, обусловленный непрерывной потерей влаги поверхностью кожи. Если в жизнеспособных эпидермальных клетках содержание воды составляет 70% от веса клеток, то в нижнем роговом слое – около 30%, а около поверхности кожи содержание воды составляет только 10% от веса роговых клеток (Л.Э. Старанникова,2003).

    Для оценки влажности кожи добровольцев нами использовался прибор  фирмы «Uishy»  (Франция), работа которого основана на измерении электропроводности кожи. При помощи этого прибора  устанавливается  процентное содержание влаги в эпидермисе кожи. Для оценки степени увлажнения кожи  липидными  тониками  осуществлялись измерения в трех точках на лице добровольцев  - на лбу, подбородке, и щеке. В исследованиях участвовало 36 женщин в возрасте от 14 до 37 лет.

Сущность метода. На первоначальном этапе была изучена влажность чистой кожи клиентов, измерение проводили через 30 минут после очистки кожи дистиллированной водой. Затем измерения проводили через 5 минут, 15 и 60 минут после нанесения липидных тоников. Полученные данные свидетельствуют о том, что разработанный липидный  тоник обладает увлажняющим действием. 

Полученные показатели влажности после нанесения липидного тоника для домашнего ухода  приведены в таблице 9: 

Таблица 9 -  Показатели влажности у людей с проблемным типом кожи  после  нанесения  липидного  тоника,  %

	Возрастная группа женщин
	Влаж-

ность чистой кожи
	Влажность кожи после нанесения тоника

	
	
	через 5 мин
	через 15 мин
	через 30 мин
	через 45 мин
	через 60 мин

	14-22 года
	36.3(0.1
	36.4(0.3
	38,0(0,3
	38.9(0. 5
	36.8(0.2
	36.4(0.1

	22-27 лет
	35.2(0,1
	37.6(0.2
	38,1(0.3
	39.2(0,4
	35.7(0.1
	35.4(0.1

	27-37 лет
	35.0(0.2
	36.0(0.3
	36.4(0.3
	37.3(0.4
	36,3(0.4
	35,1(0.3


Как видно из таблицы, эффект увлажнения достигает максимального значения через 30 минут (Δ = +6,3%) и сохраняется в течение 15 минут. Одновременно следует отметить, что с возрастом человека влажность кожи уменьшается и эффект самого увлажнения снижается. Так, в 14-22 года  максимальное изменение влажности во времени составляет 3,6 %, в 22-27 лет – 2,8 %, в 27-37 лет – 2,3 %.

Подобная тенденция наблюдалась также в ходе применения липидного тоника для профессионального использования. Однако сам эффект  увлажнения составил  в среднем  8,7 %  и сохранял свое действие в течение 20 минут.

При  сравнении  результатов  полученных  в  ходе  нашего  исследования  с  данными  диссертационной  работы  Носенко  М.А. (2004)  установлено,  что  сочетание  применения  липосомального  крема  и  липидного  тоника  с  одинаковым  составом  фитокомпозиции  усиливает  противовоспалительное,  и  ранозаживляющее  действие  примерно  на  9,2 % .

Таким образом - с помощью биологической модели пиогенного стафилококка подобрана рецептура композиции лекарственных трав, которая при включении в состав липидных тоников для домашнего и профессионального использования, обеспечивает заданный фармакотерапевтический эффект;

-  разработана  биотехнология  получения  липидных  тоников  для  домашнего  и  профессионального  уходов за проблемной кожей;

-  установлено,  что  увеличение  концентрации  фитокомпозиции  в  составе  тоников в 2  раза  повышает  его  противовоспалительные  действие,  на  12 %,  ранозаживляющее  и  пролонгированное  действие  на  15,5 %;

-  доказано,  что комплексное  применение  липидных  тоников  и  липосомального  крема  для  проблемной  кожи  увеличивает  эффективность  действия  тоника  примерно  на  12 %.

ГЛАВА 4.  РАЗРАБОТКА СИСТЕМЫ УПРАВЛЕНИЯ КАЧЕСТВОМ ЛИПИДНЫХ КОСМЕТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

(результаты собственных исследований)

4.1. Изучение причины несоответствия  качества продукции требованиям нормативной документации

В настоящее время сохранение и укрепление здоровья общества является одним из приоритетных направлений деятельности государства в области социальной политики. Решение этой проблемы сопряжено с эффективным развитием рынка косметической продукции.  Данный рынок является одним из наиболее устойчиво и стабильно развивающихся сегментов экономики страны. В нем утвердились новые формы собственности, появилась конкурентная среда.

 Право утверждения НД отдано руководителю предприятия-производителя. При этом изготовители парфюмерно-косметической продукции при разработке технических условий на новые товары, как правило, стремятся уменьшить количество регламентируемых показателей качества. Вследствие чего на рынок поступает масса фальсифицированных и низкокачественных товаров широкого потребления. Несовершенство отечественного законодательства способствует этому. Достаточно сказать, что на данный момент производители косметических средств и контролирующие их органы в своей деятельности руководствуются требованиями СанПиН 1.2.681-97, срок действия которого истек в 2000 году. 
В Испытательный центр ФГУ «Ставропольский ЦСМ» за последние три года поступило 190 образцов косметической продукции,  10% из которых забраковали. Нами были изучены причины отказа в выдачи сертификатов соответствия парфюмерно-косметическим препаратам   в Ставропольском крае за 2001-2003 год. Установлено 6 основных показателей, по которым была забракована косметическая продукция (рисунок 13) .

                            % отказов


[image: image9.wmf]27,3

22,7

18,2

13,8

13,6

4,6

0

5

10

15

20

25

30

%

1

2

3

4

5

6

4

                          

                                                               1              2          3          4             5          6

Показатели несоответствия качества НД
Примечание: Ряд 1 - несоответствия органолептических показателей  продукции требованиям НД,

Ряд 2 -   несоответствие по бактериологической чистоте;

 Ряд 3 - несоответствие по физико-химических показателям;

Ряд 4 - несоответствие состава продукции  заявленному составу на этикетке;

Ряд 5 - несоответствие по токсичности исследуемой продукции ;

Ряд 6 - несоответствие по раздражающему и аллергизирующему действию.

Рисунок 13 -  Структура причин отказов выдачи сертификатов парфюмерно-косметических препаратов в органах по сертификации Ставропольского края за 2001-2003 г.г.

Как показал анализ работы предприятий края, причинами неудовлетворительного качества косметической продукции стали, в основном, низкое качество сырья и несоблюдение правил санитарной подготовки производства. В связи с чем  особое  внимание мы уделили методам и контролю качества санитарной подготовки помещений, контролю качества сырья и полупродуктов, а также разработке методов стандартизации готового продукта. 

4.2.  Разработка программы  мониторинга производства липидных косметических препаратов

4.2.1. Контроль качества санитарной подготовки производства

От качества парфюмерно-косметической продукции, напрямую зависит безопасность здоровья потребителей. Поэтому авторы считают целесообразным рекомендовать для мониторинга производственной среды косметических средств адаптировать санитарные правила СП 3.3.2.015 «Производство и контроль медицинских иммунобиологических препаратов для обеспечения их качества», утвержденные постановлением Госсанэпиднадзора РФ №8 от 12.08.94г., которые предусматривают микробиологический контроль воздуха рабочих зон, поверхностей помещений и оборудования, рук и одежды персонала. При этом в стандарты производства целесообразно рекомендовать ввести показатели чистоты идентичные  аналогичным значениям для не стерильных лекарственных препаратов. 

Основной целью данного мониторинга является постоянная гарантия стабильности асептических условий производства косметических средств, выявление начальных отклонений и выработка корректирующих действий  до возникновения ситуаций, приводящих к появлению загрязненной микроорганизмами и/или грибами  продукции. Метод контроля стерильности готового продукта основан на выборочном исследовании части серии и не дает полной гарантии чистоты и безопасности всей продукции в целом. Поэтому необходимо проводить промежуточные тесты на стерильность препарата в процессе производства, а также качественный и количественный контроль асептических условий. С нашей точки зрения, текущий контроль в принципе не может и не должен выявить или подсчитать все микроорганизмы, присутствующие в рабочей зоне. Он может только показать, что все этапы технологического процесса работают в соответствии с установленным уровнем чистоты и лимиты бактериальной нагрузки не превышены. 

Программа мониторинга  санитарного состояния производственной среды должна включать:

· оценку чистоты приточного в помещение воздуха;

· оценку качества санитарной подготовки поверхностей помещения рабочей зоны, оборудования, рук и одежды персонала, занятого в производстве;

· контроль  здоровья обслуживающего персонала.

Персонал, выполняющий программу мониторинга должен быть компетентен в соответствующих научных дисциплинах, адекватно обучен, иметь необходимые навыки и полномочия. Периодичность и протоколы мониторинга должны утверждаться руководством предприятия. Данные мониторинга следует учитывать для совершенствования практики уборки и дезинфекции рабочих помещений, оборудования и спецодежды. 

     Согласно требованиям GMP (Good Manufacturing Practice), для очистки воздуха, подаваемого в  производственные помещения класса чистоты  D  необходимо  оборудовать систему кондиционирования приточного воздуха, которая обеспечивает соответствующую степень очистки воздуха от механических частиц и микроорганизмов. Система автоматически регулирует климатические параметры (температуру и относительную влажность воздуха), имеет аэродинамическую устойчивость для поддержания оптимального распределения давления и других параметров  в здании и его отдельных помещениях, что исключает возникновение статического электричества и связанного с ним накопления пыли. 

            Санитарная подготовка. Санитарную обработку технологического оборудования, инвентаря, тары рекомендовано нами проводить ежедневно, применяя моющие дезинфицирующие средства.  Поверхности оборудования и стен, окрашенные масляной краской, моют горячим раствором  нейтрального моющего средства типа «Федора» (20 мл на 10 л воды). Состав средства неагрессивен, не содержит щелочей и растворителей, применяется с водой любой жесткости. Средство «Федора» можно использовать как с теплой, так и холодной водой.  Рекомендуемая концентрация моющего средства – 0,5 %. Перед генеральной уборкой помещение освобождают от персонала. Пыль с поверхности столов, окон, стен, оборудования и инвентаря протирают  дезинфицирующим раствором.  Влажную уборку проводят 1 раз в смену. После уборки, включают потолочные дезинфицирующие лампы не менее чем на 1 час. После однократного применения, уборочный материал обезвреживают замачиванием в 5 % осветленном растворе хлорной извести на срок не менее 2-3 часов, затем его ополаскивают в воде, сушат на воздухе и  используют повторно. Все работы проводят в очках, резиновых перчатках и фартуке. 

Подготовка оборудования. Перед началом технологического процесса рекомендуем  проверить отсутствие в емкостях продукта от предыдущей серии, исправность аппаратуры, заземление. Перед загрузкой каждой серии продукта технологические емкости  моют, меняют фильтровальные приспособления. Периодическая чистка и дезинфекция оборудования должна производиться  после каждой технологической операции   с применением  дезинфицирующего раствора, с последующей промывкой теплой и холодной дистиллированной водой.

 Работа с персоналом. Люди, занятые в производстве косметических средств, должны проходить ежегодное медицинское освидетельствования  и бактериологическое обследование в соответствии с «Инструкцией по проведению  обязательных профилактических и медицинских обследований лиц, поступающих на работу» (Приказ МЗ СССР № 700 от 1984 г.). Одним из источников загрязнения готового продукта микроорганизмами являются дыхательные пути, волосы и кожные покровы работников. Поэтому  персоналу  рекомендуется мыть голову 1-2 раза в неделю, носить короткую стрижку, запрещается носить бороду и усы.

              
Строго должен ограничиваться свободный вход в производственные помещения во время технологического процесса и выход из них. Следует ограничить перемещение и хождение в помещениях. О каждом заболевании работников (кожные, простудные, порезы, нарывы) необходимо ставить в известность мастера  для принятия решения о  санитарной обработке   рабочего места заболевшего.   В качестве спецодежды в  помещениях класса чистоты D  используют  комбинезон, куртку и брюки или халат; шапочку или косынку из хлопчатобумажных или льняных тканей; соответствующую обувь или бахилы, одеваемые сверху на обувь (переходная одежда). Перед началом работы в гардеробной рабочие снимают верхние личные вещи, которые находятся в индивидуальном шкафчике. В боксе технологи и рабочие надевают спецодежду, которую стирают не реже двух раз в неделю специальным дезинфицирующим раствором. Высушенную технологическую одежду гладят утюгом с двух сторон или выдерживают в течение 60 минут под бактерицидной лампой.

                Подготовка тары. Первым этапом подготовки тары является мойка полиэтиленовых флаконов и крышек дезинфицирующим раствором. После споласкивания тары ее замачивают в емкости на 30-35 мин в 0,5% растворе хлорамина. Обеззараженные флаконы споласкивают дистиллированной водой и сушат в полочном сушильном шкафу. Блок- схема стадии представлена на рисунке 14:
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Рисунок 14 -  Блок-схема стадии подготовка тары

Мониторинг санитарной подготовки. Для достижения соответствующей микробиологической чистоты на предприятии необходимо определить критические производственные зоны, то есть локальные зоны асептического производства, в которых совершаются асептические манипуляции с продуктом, асептический монтаж оборудования, операции фасовки, на которых продукт подвергается наибольшему риску контаминации. Необходимо также определить докритический уровень содержания микробов и механических частиц, дающий раннее предупреждение о возможном отклонении от нормальных рабочих условий производства. Установить критический уровень содержания микробов и механических частиц, требующий немедленного вмешательства и корректирующих действий, если он превышен. 

При отборе проб на анализ следует руководствоваться требованиями ГОСТ 29188.0-91 «Парфюмерно-косметические изделия. Правила приемки, отбор проб, методы органолептических испытаний» и ГОСТ 26668-85 «Продукты пищевые. Методы отбора проб для микробиологических анализов». Пробы липидных тоников для микробиологического анализа отбирают до отбора проб для физико-химических, органолептических и других видов испытаний с соблюдением правил асептики, для того чтобы исключить вторичное микробное загрязнение продукта. При испытаниях на стерильность отбирают не менее 10 единиц тоников в потребительской упаковке без следов повреждения, для других анализов – не менее трех упаковок в неповрежденной таре.

Нами разработана блок-схема стадии контроля качества санитарной подготовки производства, представленная на рисунке 15.





    







Рисунок 15 Блок-схема контроля качества санитарной подготовки производства

 Контроль качества санитарной обработки помещения и оборудования проводят визуальным, химическим и микробиологическими методами. 

Визуальный контроль. Ежедневно после текущей санитарной обработки проверяют степень чистоты поверхности стен и полов помещений,  оборудования  подвергнутых обработке.  Критерием удовлетворительного состояния оборудования и помещений является отсутствие  видимых загрязнений. 

Анализ рН и остатков хлора. Наличие или отсутствие остаточной щелочности на оборудовании проверяют ежедневно с помощью индикаторной лакмусовой бумаги, для чего сразу после мойки к влажной поверхности участка оборудования, прикладывают полоску индикаторной лакмусовой бумаги. Удовлетворительным показателем является нейтральное значение рН.

Так как при санитарной обработке помещений и оборудования чаще всего используют дезинфицирующие растворы, содержащие хлор, то необходимо также производить контроль на полноту споласкивания от остатков хлора.              

Микробиологический контроль. Не реже 1 раза в 2 недели после  санитарной обработки рекомендуем проводить бактериологический контроль   помещений, оборудования и инвентаря. Смывы для контроля  КМАФАнМ (кое/см2) с оборудования, как правило, берут стерильным тампоном с поверхности 10*10 см. Общее количество проб при контрольных исследованиях одного маршрута мойки должно составлять не менее трех. Определение микробной обсемененности рабочего помещения, технологического оборудования и специальной одежды работников НПО «Пульс» мы проводили 1 раз в 2 недели в течение трех месяцев. Результаты анализа подтвердили допустимое содержание микроорганизмов в рабочем помещении, на оборудовании и  спецодежде персонала при условии выполнения вышеперечисленных операций.

Контроль качества исходного сырья

Наиболее значимым сырьем для конструирования липидных косметических препаратов являются лекарственные растения, растительные масла, родниковая и дистиллированная вода.  Нами разработана  блок-схема контроля качества сырья (рисунок 16). 

	Методы и точки контроля





  

     







 




 


Рисунок 16 - Блок-схема контроля качества сырья

Анализ родниковой и дистиллированной воды проводили по   содержанию в воде тяжелых металлов,  радионуклидов, а также микробиологических загрязнений. Безопасность воды в эпидемиологическом отношении определялась по микробиологическим и паразитологическим показателям  в соответствии с требованиями СанПиН 2.3.2. 1078-01с дополнениями и изменениями   № 2. Определение общего количества бактерий в исследуемой  воде проведено согласно требованиям ГОСТ 18963-73. Итоги микробиологического исследования родниковой воды представлены в таблице 10.  
Таблица 10 -Итоги микробиологического исследование  воды родника

г. Ставрополя

	Показатели
	Единицы измерения
	Нормативы по ГОСТ18963-73
	Результаты

	1
	2
	3
	4

	Общие

колиформные

бактерии 
	Число

бактерий

в 100 мл
	Отсутствие
	Отсутствие

	Колифаги (фекальные)
	Число бляшкообра-

зующих

единиц

(БОЕ) в100 мл
	Отсутствие
	Отсутствие

	Общее микробное

Число
	Число образующих колонии бактерий

в 1 мл
	Не более 100
	Менее 100

	Pseudomonas aeruginosa
	Числ бактерий в 1 мл
	Отсутствие
	Отсутствие


Анализ содержания металлов в воде. Тяжелые металлы аккумулируются в организме. Поэтому в НД устанавливаются их предельно-допустимые концентрации. Исследование на содержание в воде тяжелых металлов, проводились в соответствии с требованиями МУ  5178-90 и ГОСТ 30178. Полученные данные приведены в таблице 11. 

Таблица 11 - Содержание тяжелых металлов в  родниковой  и в дистиллированной воде 

	Показатели
	Единицы измерения


	Нормативы,

по ГОСТ

30178
	Результаты

в родниковой воде
	Результаты в дистиллированной воде

	1
	2
	3
	4
	5

	Массовая

доля свинца
	Микрограмм\кг
	0,01
	Менее 0,01
	0,005

	Массовая

доля ртути
	Микрограмм\кг
	0,01
	0,003
	0,005

	Массовая

доля кадмия
	Микрограмм\кг
	0,005
	Не обнаружено
	Не обнаружено


 Радиационная безопасность воды определялась по ее соответствию нормативам   показателей общей ( - и (- активности в соответствии с требованиями Сан Пин2.3.2. 1078-01с дополнениями и изменениями   № 2 с применением «толстослойных» счетных образцов, приготовленных   путем выпаривания воды.    Особенно важно было определить данный показатель для родниковой слабоминерализованной воды, взятой из природного источника в селе Татарка близ города Ставрополя. Измерение  альфа и бета радиоактивности проводили на радиометре  с использованием программно-аппаратурного комплекса «Прогресс», регистрирующем излучения. Итоги исследования представлены в таблице 13 .

Таблица 12 - Данные по измерению радиационной активности дистиллированной и родниковой воды г. Ставрополя

	Показатели
	Единицы измерения
	Нормативы


	Результаты

 в родниковой

 воде
	Результаты 

в дистиллированной

 воде

	1
	2
	3
	4
	5


	( – радио-

активность

(-радио-активность
	Беккерель\л

Беккерель/л
	0,1

1,0
	Менее 0,1 

Менее 1,0
	Менее 0,1 

Менее 1,0


Установлено, что слабоминерализованная родниковая и дистиллированная вода  по параметрам качества и безопасности  удовлетворяют требованиям стандартов, что дает возможность применения их для производства  липидных косметических средств. 

Анализ растительного масла для производства  липидных препаратов

Определение жирно - кислотного состава растительных масел, применяемых в производстве липосомальных косметических препаратов, проводили в соответствии с ГОСТ 30418-96, который распространяется на пищевые масла  и устанавливает методику определения массовых долей жирных кислот к их общему содержанию в триглицеридах масел. Для определения массовых долей жирных кислот проводили газохроматографический анализ метиловых (этиловых) эфиров жирных кислот, получаемых из триглицеридов.  Метод применим в диапазоне массовых долей жирных кислот от 0,1 до 100 %.

В ходе исследования применялся хроматограф газовый лабораторный с пламенно-ионизационным детектором и программированием температуры. Приготовление метиловых (этиловых)  эфиров кислот обычно производят следующим образом. Пробу испытуемого масла хорошо перемешивают. В стеклянную пробирку берут 2-3 капли испытуемого масла, растворяют  в 1,9 мл гексана. В полученный масленый раствор вводят 0,1 мл   метилата натрия в метаноле (этилата натрия в этаноле) концентрации 2 моль\ мл3 . После интенсивного перемешивания в течение 2 мин на лабораторном встряхивателе реакционную смесь отстаивают 5 мин и фильтруют через бумажный фильтр. Этот раствор используют  для анализа. При такой пробоподготовке  хроматограмма, получаемая в ходе анализа недостаточно четкая, результаты расчетов приблизительные. Поэтому мы посчитали целесообразным усовершенствовать данную методику.

Экспериментально установили, что для получения более четких кривых на хроматограмме  необходимо увеличить до 0,1 мл пробу масла и до 1 мл количество метилата натрия.  Полученную    смесь масла и реактивов перемешивали с помощью лабораторного встряхивателя в течение 5 мин, после чего на 10 мин помещали в термостат (400-500)С.  Повышение температуры до 40-500С  способствует увеличению скорости образования метиловых (этиловых) эфиров кислот. Реакционную смесь фильтровали через бумажный фильтр и проводили газохроматографический анализ. При этом получили более четкие изображения кривых и, соответственно, более достоверные расчетные данные.  

Вычисление массовых долей жирных кислот (к сумме жирных кислот триглицеридов масла) проводили по ГОСТ 30418.Площадь пика компонента S i, мм2 , вычисляли по формуле:

S i=   h i x  a I   (13),
   где     h i    -  высота пик, мм;

                   a i    -  ширина, измеренная на половине высоты, мм.

Массовую долю каждой жирной кислоты масла Хi     вычисляли по формуле:

Хi =  S i х 100       (14),

(i S i
где S i    - площадь пика метилового (этилового) эфира, мм2;

(i S i     -  сумма площадей всех пиков на хроматограмме, мм2.

Полученные данные свидетельствовали о том, что результаты хроматограммы  стали более четкими и достоверными. Практическая оценка и критический опыт применения стандартной методики в совокупности с внесенными изменениями показали, что сократилась на 2,5 часа скорость реакции анализа.

С целью выбора растительных масел для производства липидных препаратов представляло интересным выяснить содержание незаменимых жирных кислот в подсолнечном масле различных производителей. Нами были проведены исследования жирно-кислотного состава  растительных масел следующих крупных предприятий: ЗАО «Невинномысский маслоэкстракционный завод»; ООО «Луч», г. Ставрополь; ОАО «Молочный комбинат Ставропольский»; ООО «Маслозавод№3», с. Александровское. Анализ  был проведен на основе  оптимизированного метода. Полученные результаты приведены в таблице 13.

Таблица 13 - Содержание незаменимых жирных кислот в нерафинированном подсолнечном масле, произведенном в Ставропольском крае

	Наименование

эссен-

циальных

 жирных 

кислот
	Массовая доля жирных кислот,  %

	
	По ГОСТ


	Заводы – производители

	
	
	ЗАО «Невинномысский 

маслоэкстракционный завод»
	ООО «Луч»
	ОАО

 «Молочный комбинат «Ставро-

польский»
	ООО «Маслозавод№3»

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Линолевая

 С18:2
	59,80


	53,37(0,03
	49,72(0,03
	53,74(0,06
	59,19(0,05

	Линоленовая

 С18:3 
	0,20


	0.10(0,02
	1,19(0,02
	0,20(0,01
	0,22(0,05




 Как видно из таблицы массовая доля незаменимых жирных кислот, содержащихся в подсолнечном масле различных заводов – производителей соответствует требованию ГОСТ. Однако масло ООО «Маслозавод № 3»,   содержит наибольшее количество эссенциальных  жирных кислот и может быть рекомендовано для производства косметической продукции. Усовершенствованный метод анализа позволил повысить чувствительность метода примерно в 10 раз и с точностью до сотых долей определить содержание жизненно важных для организма жирных кислот.
Контроль качества лекарственного   растительного сырья

Основным источником  БАВ в липидных косметических препаратах являются лекарственные растения. Пробу для  проведения испытаний растительных лекарственных средств отбирали в соответствии с ГФ Х1 , применяемой в фармацевтической отрасли.   Подлинность  лекарственных растений устанавливали по внешним признакам, размерам, цвету и запаху. Внешний вид сырья определяли визуально, рассматривая его элементы при помощи лупы. Так как  сырье в сухом виде было смятым, то предварительно его замачивали, погружая на 2-3 минуты в горячую воду.  Цвет определяли визуально при дневном освещении. Запах анализировали органолептически, сначала не изменяя состояния сырья, затем растирая его между пальцами. Проведенные исследования  подтвердили подлинность используемых нами лекарственных растений для производства липидных тоников для проблемной кожи.

     Зараженность амбарными вредителями определяли с помощью лупы. Для этого пробу помещали на сито с отверстиями 0,5 мм и просеивали. Визуальным осмотром не было обнаружено амбарных вредителей. Примесей различного характера также не удалось обнаружить в растительном сырье. 

Определение содержания радиоактивных и тяжелых металлов. В сырье нормируется содержание техногенного происхождения, в первую очередь стронция –90 и цезия –137, образующихся при  делении тяжелых ядер, таких как  уран и плутоний. Исследования проводили в соответствии требованиями ОФС 42-001-03. 

Определение цезия-137 при экспонировании счетного образца 1800с проводили с использованием аттестованной геометрии – сосуда Маринелли. Анализ на содержание стронция-90  проводили в  аттестованной геометрии – кювете.  Результаты техногенного происхождения лекарственных растений, приведенные в таблице 14, свидетельствуют о  соответствии  содержания радионуклидов в лекарственных травах  установленным нормативам, указанным в СанПиН 2.3.2.1078-01 с дополнениями и изменениями № 2.                                                                                          

Таблица 14 - Содержание радиоактивных металлов в  фитокомпозиции тоников

	Показатели
	Единицы измерения
	Нормативы

ГФ Х1
	Результаты

	1
	2
	3
	4

	Содержание цезия –137
	Беккерель\кг
	100
	Менее 5

	Содержания стронция- 90
	Беккерель\кг
	150
	Менее 24


Исследование на содержание в фитокомпозиции тяжелых металлов проводили с помощью атомно-адсорбционного спектрофотометра по МУ  5178-90 и ГОСТ 30178. Измеренная оптическая плотность была прямо пропорциональна концентрации элемента в пробе. Полученные данные приведены в таблице 15. (СанПиН 2..3.2. 1078-01).                                                                                                  

Таблица 15 -содержание тяжелых металлов в  фитокомпозиции тоников

	Массовая доля элемента
	Единицы измерения
	Предельно-допустимые концентрации
	Результаты

	1
	2
	3
	4

	Свинца
	Микрограмм\кг


	0,1
	0,01

	Ртути
	Микрограмм\кг


	0,3
	0,04

	Кадмия
	Микрограмм\кг
	             0,05
	отсутствует


Полученные данные свидетельствуют о том, в разработанной для липидных тоников фитокомпозиции,  содержание тяжелых металлов в 10 раз меньше нормативных ПДК. 

Определение содержания БАВ. Лекарственные травы были проверены на содержания биофлаваноидов и каротиноидов, которые определяют противовоспалительные и бактерицидные свойства готового продукта. Для качественного определения флавоноидов в используемом сборе лекарственных растений использовали цианидиновую реакцию (восстановление цинковой пылью в кислотной среде). Флавоноиды при восстановлении магнием или цинком в присутствии концентрированной хлористо-водородной кислоты образуют красное окрашивание. Реакция очень чувствительна и основана на восстановлении карбонильной группы с образованием антоцианида. Сущность метода: 1 г порошка сырья заливаем 10 мл 95% раствора этилового спирта, нагреваем на водяной бане до кипения и настаиваем 3-4 ч. Спиртовое извлечение фильтруем, упариваем до объема 2 мл и делим на 2 пробирки. В каждую пробирку прибавляем по 3 капли концентрированной хлористо-водородной кислоты. В 1-ю пробирку добавляем 0,03-0,05 г цинковой пыли и нагреваем на водяной бане до кипения. Жидкость окрашивается в красный цвет, что свидетельствует о наличии флавоноидов в исследуемом растворе. Во 2-й пробирке окрашивание должно отсутствовать. Опыты проводились нами на каждое ЛРС отдельно и  на сбор не менее, чем по 5 раз на каждый. В результате получали стойкое красное окрашивание.

Для идентификации каротиноидов использовали реакцию с хлороформным раствором сурьмы хлорида, в ходе которой развивается сине-зеленое окрашивание. К 2 мл экстракта из сухого препарата добавляли 2 мл сурьмы хлорида. В результате пятикратного опыта наблюдалось непременное зеленое окрашивание, свидетельствующее о наличии каротиноидов в растворе экстракта.

Контроль качество полупродуктов

Наиболее важными полупродуктами, которые определяют качество липидных препаратов являются экстракты лекарственных растениях. Нами разработана блок-схема  контроля качества фитоэкстрактов (рисунок 17). 

	Промежуточные стадии производства 
	
	Методы и точки контроля


	
	Определение степени микробиологической безопасности и бактериостатическое действие на патогенный стафилококк

	Определение массовой доли экстрагируемых веществ

	Определение перекисного числа


Рисунок -   17  Блок – схема контроля качества фитоэкстрактов

Микробиологическое исследование фитоэкстрактов проводили на пиогенном стафилококке совместно с доктором медицинских наук В.Н.Савельевым. Анализы  проводили в соответствии с требованиями Государственной фармакопеи ХI издания: «Методы микробиологического контроля лекарственных средств (ГФ ХI, 2002, вып.2., с. 187) . Сущность метода заключается в определении степени микробиологической безопасности приготовленных растительных препаратов из вышеназванных лекарственных трав с последующим изучением бактерицидного и\или бактериостатического действия их на патогенный стафилококк. В ходе исследования использовали референтный штамм Staphylococcus aureus 209Р, предоставленный лабораторией  СтНИПЧИ. За что авторы выражают глубокую благодарность директору института, заслуженному деятелю науки РФ, профессору В.И.Ефременко.

 Отсутствие роста колоний МАФАнМ, а также других микроорганизмов на плотных питательных средах указывало на стерильность испытуемых препаратов. Наличие роста не более чем 10³ КОЕ МАФАнМ в 1 мл экстрактов лекарственных трав в интактной форме при отсутствии роста дрожжей, дрожжеподобных и плесневых грибов, бактерий семейства Enterobacteriaceae, патогенных стафилококков, палочек Pseudomonas aeruginosa  доказывало микробиологическую безопасность применения испытуемых препаратов  в процессе производства.

 В ходе проведения эксперимента нами получены данные о том, что приготовленные  экстракты лекарственных трав в интактной форме по своим микробиологическим показателям соответствуют требованиям СанПиН 1.2.681-97 и являются безопасными для использования их в процессе производства липидных косметических средств.

Определение содержание экстрактивных веществ.  Для определения количества БАВ в экстракте аналитическую пробу сырья измельчали и просеивали сквозь сито с отверстиями диаметром 1 мм. Затем отбирали навеску массой 1 г, которую помещали в коническую колбу, приливали 50 мл 40 %  водного раствора этилового спирта. Колбу закрывали и взвешивали с погрешностью не более 0,01 г и оставляли на час. Затем колбу соединяли с обратным холодильником, нагревали до кипения и выпаривали легколетучие вещества в течение 2 часов. После охлаждения колбу с содержимым вновь закрывали пробкой, взвешивали и потерю масс дополняли  40 % водно-спиртовым раствором. Содержимое тщательно взбалтывали и фильтровали через бумажный фильтр в сухую колбу, вместимостью 200 мл. Далее 25 мл фильтрата пипеткой переносили в фарфоровую чашку, сушили при температуре 100-1050С в течение 3 часов, затем охлаждали в течение 30 мин в эксикаторе. Полученную массу взвешивали и рассчитывали массовые доли экстрактивных веществ. Результаты расчетов  приведены в таблице 16.

Таблица 16 – Массовые доли биологически активных веществ в фитокомпозиции

	Название показателя
	Значение результатов экстракции

	
	Первая серия
	Вторая серия 
	Третья  серия
	Четвертая серия 
	Пятая серия

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Массовая доля экстрактивных веществ, %
	30(2, 4
	33(2,6
	31(2,4
	29(2,1
	34(2,7


Результаты исследований свидетельствуют, что массовая доля БАВ в растворе экстракта составляет от 29 до 36 %, т.е. среднее значение массовой доли составляет 31,4( 2,4 %. 

Определения перекисного числа  липидов. Перекисное окисление липидов является одной из основных причин, вызывающих повреждение биологических мембран и может быть инициировано целым рядом факторов, таких как  излучение,  свободные радикалы и т.д. Нами была адаптирована методика определения перекисного числа в пищевых растительных маслах для определения этого показателя в полупродуктах и готовой продукции липидного косметического производства. Для определения перекисного числа было исследовано: масло из семян подсолнечника, продукты переработки маслоэкстракционного завода (фосфатиды),  липосомальный крем для проблемной кожи, а также липосомальный противоожоговый гель «Фиталон».        Результаты исследования приведены в таблице 17.

Таблица 17 - Показатели перекисного числа в сырье и  липидных косметических средствах
	Наименова

ния исследуемо

 го образца
	Свеже приготовлен-ный

 продукт
	через 6 месяцев
	через 12 месяцев
	через 18 месяцев

	
	перекисное число, ½O ммоль/

кг
	ПОЛ
	Перекис

ное число ½O ммоль/кг
	ПОЛ
	перекисное числа ½O ммоль/

кг
	ПОЛ
	Перекис

ное число ½O ммоль/кг
	ПОЛ

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Раститель

ное масло
	3,5±0,1
	17,4±1,2
	5,4±0,4
	25,6±1,3
	6,1±0,2
	29,4±1,3
	8,7±0,1
	31,7±1,4

	Фосфатиды
	7,8±0,3
	41,1±2,7
	8,1±0,1
	61,2±2,2
	8,9±0,3


	63,1±2,0
	10,8±0,1
	69,5±2,8

	Крем для проблемной кожи
	5,5±0,3
	36,7±1,8
	5,9±0,4


	48,2±1,9
	7,2±0,2


	50,5±1,9
	8,9±0,1
	57,3±2,0

	Гель «Фиталон»
	4,7±0,2
	29,1±1,6
	5,2±0,4
	31,4±1,5
	5,8±0,1
	36,9±1,7
	6,7±0,3
	41,2±1,7

	Тоник для проблемной кожи
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0
	0,0


Сущность метода определения перекисного числа: в колбе   плоскодонной с притертой пробкой  взвешиваем испытуемый образец массой от 1,5 до 2г, при необходимости растворяя его на водяной бане. Затем в колбу приливаем 10 мл хлороформа и 15 мл уксусной кислоты, закрываем пробкой и тщательно перемешиваем. К полученному раствору приливаем 1-1,5 мл йодистого калия свежеприготовленного.  После перемешивания в колбу  добавляем 75  мл бидистиллированной воды и  1,5 мл    1 %  раствора крахмала (в  методике рекомендуемой в пищевой отрасли прибавляют 3-5 капель крахмала). Крахмал  в данном опыте служит индикатором. Авторами экспериментально установлено, что   его количество меньше 1,5 мл  в 20% случаев не дает качественного окрашивания. Увеличение количества  крахмала делает реакцию более чувствительной. Окрашенный в синий цвет раствор титруем 0,01н раствором тиосульфата натрия до исчезновения синего окрашивания. Установлено, что значение перекисного числа и ПОЛ увеличивается со сроком хранения препарата. Соответственно по данному показателю можно определять срок хранения косметических липосомальных средств.

 Фосфатиды обладают большим перекисным числом и ПОЛ по сравнению с  кремами и гелями, что связано с введением в рецептуру консервантов. Наименьшее перекисное число, а также ПОЛ и, соответственно, выше антиоксидантные свойства у противоожогового геля «Фиталон» и крема для проблемной кожи. Перекисное число  и ПОЛ липидного тоника не удалось обнаружить, что доказывает его антиоксидантные свойства, которые усиливаются содержанием спирта этилового. Полученные данные наглядно  доказывают объективность показателя перекисного числа, характеризующего процесс окисления липидов и возможность внесения именно этого показателя в НД липосомальных препаратов.

Анализ качественного и количественного содержания липидов подробно описан в 3 главе. 

Контроль качества готового продукта

Авторами разработана схема стандартизации липидных тоников для проблемной кожи.


 












Рисунок  18  -   Блок-схема контроля качества готового липидного продукта

                 Для проверки соответствия липидных тоников требованиям стандарта проводили приемосдаточные (внешний вид, цвет, запах, объемная доля этилового спирта, водородный показатель рН)  и периодические испытания (массовая доля суммы тяжелых металлов и микробиологическая чистота).

Определение органолептических показателей проводили в соответствии с требованиями ГОСТ 29881.0, принимая во внимание параметры, указанные в ТУ. Внешний вид исследовали просмотром пробы в количестве около 20-30 мл в стакане на фоне листа белой бумаги в проходящем или отраженном свете.

           Объемную долю этилового спирта в однородной косметической жидкости определяли по плотности с помощью  ареометра в соответствии с ГОСТ 3639  и  ГОСТ 14618.10  с последующим пересчетом в объемную долю этилового спирта.

Массовую долю суммы тяжелых металлов определяли атомно-адсорбционным методом в соответствии с ГОСТ30178  и МУ 5178-90, описанным ранее.   Результаты стандартизации  липидного тоника для домашнего ухода за проблемной кожей приведены в таблице 18.

 Таблица 18 - Исследование показателей качества и безопасности тоника 

	Наименование показателя
	Норма по ГОСТ Р. 51579-2000
	Норма по НД разработанной авторами
	Результаты исследований

	Внешний вид
	Однородная однофазная жидкость без посторонних примесей
	Однородная однофазная жидкость без посторонних примесей
	Соответствует.

	Цвет
	Свойственный цвету изделия данного наименования
	Согласно ТУ от желтого  до светло-зеленого цвета
	Соответствует.

	Запах


	Свойственный данному изделию 
	Согласно ТУ 

Травяной
	Соответствует.

	Объемная доля этилового спирта, %
	0,0-75,0
	3,3-3,7
	3,5(0.1

	Водородный показатель рН
	1,2-8,5
	3,4–3,8
	3,6 ( 0,1

	Массовая доля суммы тяжелых металлов
	0,002
	 0,002
	Менее 0,002


Определение кислотного показателя. Водородный показатель рН в косметических жидкостях определи по ГОСТ 29188.2.   

              Все полученные за последнее время данные указывают на то, что за исключением некоторых участков, где по физиологическим причинам наблюдаются более высокие значения pH. К  ним относятся подмышечные впадины, генитально-анальные и межпальцевые участки, называемые "физиологическими разрывами в кислотной оболочке", поверхность кожи обладает кислотными свойствами.

  Для введения в нормативную документацию показателя кислотности липидных тонизирующих препаратов необходимо было изучить влияние данного параметра на рН кожного покрова.    Нами  проводились исследования рН кожи с помощью анализа смывов на рН- метре при участии добровольцев- волонтеров  в течении 15 дней. В испытания приняли участие 11 мужчин и 15 женщин с проблемным типом кожи в возрасте от 16 до 50 лет. Результаты изучения изменения  рН кожи  во времени  после нанесения тоника представлены в таблице 19 .                  

Таблица 19 - Значение  рН кожи у женщин и мужчин после нанесения тоника для проблемной кожи        

	Значение рН кожи после нанесения тоника

	Возрастная группа женщин
	Чистой

 Кожи
	Через 30 секунд 
	через 5 мин


	через 10 мин

 
	через 20 мин

 

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	У мужчин

	16-22 года
	4,7±0, 1
	4,6±0,4
	4,9±0,0
	5,2±0,3
	5,7±0,5

	22-35 лет
	5,1±0,3
	4,6±0,4
	5,1±0,1
	5,4±0,4
	5,2±0,2

	35-50 лет
	6,5±0,3
	5,6±0,2
	5,7±0,4
	5,9±0,5
	6,5±0,1

	У женщин

	16-22 года
	4,7±0,3
	4,0±0,4
	4,1±0,3
	4,2±0,1
	4,7±0,3

	22-35 лет
	6,0±0,5
	5,1±0,1
	5,3±0,0
	5,5±0,2
	5,9±0,5

	35-50 лет
	7,1±0,4
	6,1±0,1
	6,2±0,2
	6,4±0,1
	7,1±0,2


          Как видно из таблицы,  у мужчин более кислая среда кожи, чем у женщин. И, как следствие,  кожа мужчин реже подвергается воспалительным процессам. В юношеском возрасте (16-22 года) рН чистой кожи у мужчин и женщин имеет примерно равные значения. С возрастом уменьшается значение кислотности, рН приближается к нейтральной среде.

           Установлено, что через пять и десять минут  после нанесения тоника кислотность со  смывов кожи  увеличивается соответственно на 4% и 9%, а  через 20 минут рН приближается  к исходному показателю, что свидетельствует о способности кожи нейтрализовать рН наносимого вещества. Тем не менее, для гарантии бактерицидного действия тоников, считаем целесообразным внести в нормативную документацию значение рН , равное 3,5 ( 0,2, так как именно эта кислотность обеспечивает  необходимую бактерицидность тоника.  Исследования на волонтерах, проведенные в Центре  Красоты «Альпика» г. Ставрополя доказали, что повышение рН выше значения 3,7 ухудшают микробиологические показатели смывов кожи  волонтеров. Понижение значения рН усиливает сухость и шелушение кожи.

                  Микробиологический контроль. Метод определения количества мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов основан на высеве продукта в  среду агара, инкубировании посевов   и расчете всех выросших видимых колоний. Полученные данные свидетельствуют о микробиологической чистоте готового продукта.

Токсикологическую безопасность тоника установили, изучая его действия  с использованием белых беспородных крыс-самок  массой 150-180 г, что была описано ранее в главе 3.
         Клинические исследования тоника были проведены в дерматологическом кабинете  поликлиники № 9 в течение месяца на 30 женщинах в возрасте  от 14 до 55 лет. Тоник предварительно наносили на предплечье волонтеров на 15-20 минут.  Ни в одном случае признаков раздражения и аллергии не отмечено.

Сроки хранения определялись естественным и ускоренным методами. В первом случае контрольные образцы хранили в закрытых тубах на складе, во втором случае – в полупрозрачных емкостях на свету при температуре 27( 50 С. 

Установлено, что тоник сохраняет свои органолептические, физико-химические и очищающие свойства в течение 18-20 месяцев. В НД нами внесен рекомендательный срок хранения 12 месяцев. Основой обоснования сроков годности является проведение микробиологических, физико-химический исследований, оценка органолептических свойств в процессе хранения. Сроки исследования продукции должны по продолжительности превышать предполагаемый срок годности, указанный в НД. Образцы для испытаний отбираются не менее, чем от 3 различных дат выработки. Основным критерием для положительной оценки обоснования сроков годности косметической продукции является отсутствие отрицательной динамики всего комплекса изучаемых показателей.

 По результатам исследования показателей безопасности и качества  тоника для проблемной кожи  нами было установлено соответствие  установленным стандартам, что дало возможность для получения гигиенического сертификата и сертификата соответствия Госстандарта  в России.  

4.3. Разработка   системы управления качеством производства липидных косметических препаратов

При разработки системы управления качеством нами учитывались  все этапы жизненного цикла липидных тоников. На этапе маркетинговых исследований был изучен рынок тоников. Установлено, что в оптовую и розничную сеть края  поступает 49 наименований тоников, в том числе 18 % отечественного производства. Липидные тоники составляют лишь 7% продукции, что свидетельствует о необходимости выпуска импортозамещающих товаров.  В процессе закупок сырья и вспомогательных материалов предприятие, как правило, оценивает и выбирает поставщиков на основе их способности поставлять продукцию в соответствии с требованиями организации. Этими требованиями являются: оптимальное соотношение цены и качества, обязательность и пунктуальность при поставках, гарантированность доставки и т.д. Так, на пример, было установлено, что надежными поставщиками экологически чистых лекарственных трав на юге России являются совхоз «Васюринский» Краснодарского края и  ООО «Медифарм» Кочубеевского района Ставропольского края.

На этапе научных разработок была создана рецептура тоников, доказана с помощью биологической модели ее эффективность, разработан пакет нормативной документации: технические условия и технологический регламент на конструирование липидных тоников из природного сырья. Были отработаны  и проверены параметры технологического процесса. Установлено, что процесс получения тоников необходимо вести 20-30 минут при температуре 18-19 0С. На каждую технологическую операцию и все оборудование составлены и утверждены стандарты. Разработана программа учебы специалистов с целью освоения навыками и умением стабильного качественного проведения процессом производства.

Разработана программа мониторинга качества и оптимизированы методы контроля  санитарной подготовки, качества сырья, полупродуктов и готового продукта. Заключительным этапом проверки предложен приемочный контроль, по результатам которого проводится стандартизация  продукта. Определены условия фасовки и хранения, которые должны  способствовать сохранению качества товара от отгрузки ее изготовителем до получения конкретным потребителем. 

На этапе распределения и реализации продукции  создана подсистема закупки  липидных косметических средств оптовыми и розничными организациями. На этом этапе субъектом управления качеством становится персонал организации сферы услуг. Разработаны методические указания качественного обслуживания населения при реализации продукции.

 На этапе эксплуатации  за качество отвечает потребитель. От того, насколько грамотно он будет использовать продукцию, зависит срок ее службы, поэтому на липидные тоники были разработаны подробные инструкции на применение товара самостоятельно и в сочетании с липосомальным кремом. 

На стадии утилизации полимерных флаконов и туб после использования косметической продукции были рекомендованы методы их утилизации. Одновременно разработаны мероприятия по охране  окружающей среды, внедрены стадии улавливания легколетучих продуктов, технология комплексной переработки лекарственного растительного сырья.

Но на этом не рекомендовано заканчивать деятельность организации. Она должна  продолжать изучение потребности рынка липидных тоников, проводить маркетинговые исследования  с последующей разработкой новой продукции. Так возникнет новый виток  деятельности   в области качества – от этапа маркетинга до этапа утилизации.

В основу разработанной системы  легли два подхода: управленческий и технологический (Парций Я.Е., 2003). Первый  подход базировался на требованиях стандартов ИСО серии 9000, принципах и методах менеджмента. В широком смысле  он охватил организационную структуру научно-производственного объединения, организационно-распорядительную документацию, производственные процессы и ресурсы для достижения целей в области качества и удовлетворения требований потребителя. Второй - предусмотрел использование эффективных методов для оценки стабильности производственных процессов, обеспечения достоверности результатов измерений, контроля и испытаний продукции. Подсистемы его нами разработаны более подробно в виде программы мониторинга качества на производстве липидных косметических средств.

Если предприятие выпускает высококачественную продукцию, то это свидетельствует о том, что руководство организации – производителя парфюмерно-косметической продукции выполняет свои обязательства в отношении разработки, внедрения системы менеджмента качества и постоянного улучшения ее результативности. На Ставропольском НПО «Пульс» это рекомендовано авторами достигать  путем:

 -  доведения до сведений сотрудников предприятия  важности и необходимости выполнения требований потребителей к выпускаемой или реализуемой продукции, а также законодательных и регламентирующих положений по производству и реализации продукции;

  -  обеспечения разработки целей в области качества;

 - обеспечения предприятия необходимыми ресурсами для реализации установленных целей и задач в области качества;

 - создания и поддержания в подразделениях предприятия благоприятных условий для повышения качества выполняемых работ.

 Авторами было разработано Положение по управлению качеством на производстве трансдермальных косметических препаратов, обеспечивающее комплексный подход к мониторингу безопасности продукции. Особое внимание в разделе «Программа мониторинга  качества» уделено ежедневной санитарной обработке технологического оборудования, инвентаря, тары с применением моющих и дезинфицирующих растворов, а также очистке воздуха, поступающего в рабочую зону. Под контроль рекомендовано взять проведение освидетельствования и бактериологического обследования   персонала, контактирующего с продукцией. 


Данная система принята к внедрению коллективом НПО «Пульс», который в настоящее время производит и реализует на отечественном рынке более 30 наименований липидных  косметических препаратов. В 2003 году данное предприятие награждено правительством края дипломом «Лидер качества Ставрополья». 

Таким образом, стабильность асептических условий производства и, соответственно, безопасность липидных косметических средств обеспечивается:

· соответствующим проектом производства и оборудования;

· адекватной системой воздухоподготовки (фильтрация, перепад давления);

· системой ведения документации (рабочие инструкции, протоколы контроля);

· надежным контролем технологического процесса;

· практикой качественного поддержания чистоты (уборка, дезинфекция);

· медосмотрами и эффективными программами обучения персонала;

· гарантией качества материалов и оборудования.

 
На основании проведенных исследований нами разработан алгоритм системы управления качеством производства липидной косметической продукции, представленный на рисунке 19. 
	   Система управления качеством производства липидных

                              косметических препаратов


 


	 Создание системы маркетинговых исследований
	
	 Разработка стандартов инфраструктуры (помещение, оборудование и т.д.)


	Организация работы с поставщиками сырья, вспомогательных  материалов, тары
	
	Разработка методов и организация контроля качества на каждом этапе производства


	 Разработка НД  (технологический регламент, ТУ)
	
	Разработка методов и организация стандартизации продукции


	Создание стандартов на каждую технологическую операцию и весь технологический процесс

 



	Разработка системы реализации продукции. Работа с розничными и оптовыми покупателями

	Организация работы с персоналом (медосмотр, обучение и т.д.)
	
	 Разработка системы работы   по установлению обратной информационной связи  в области качества продукции связи ( работа с профессиональными косметическими кабинетами)


	Разработка правил по ТБ, 

промышленной санитарии


	
	 Организация НИОКР по созданию новой продукции


	Приказы по созданию и утверждению  организационно-распорядительной документации на  каждый этап системы производства липидных косметических средств


Рисунок -  19   Алгоритм системы управления качеством производства липидных         косметических препаратов лечебно – профилактического действия

Данный алгоритм  позволяет оптимизировать научно-методические основы мониторинга качества и безопасности липидной косметической  продукции в соответствии с международным стандартом  серии ИСО 9000 и повысить конкурентоспособность отечественных  предприятий за счет выпуска высококачественных товаров широкого потребления,  способствующих безопасности здоровья  россиян, ежедневно потребляющих данную продукцию. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ


Исследования данной работы посвящены разработке состава и основных биотехнологических процессов приготовления липидных тоников для проблемной кожи, а также созданию системы управления качеством на производстве трансдермальных косметических препаратов. 


В качестве активного компонента в состав косметического средства введены:  комплекс микро и макроэлементов природной родниковой воды и экстракты  лекарственного растительного сырья, эффективность которых подтверждена экспериментально. На биологической модели Staphylococcus aureus доказана целесообразность введения   в рецептуру  тоников фитокомпозиции, содержащей следующие соотношения ЛРС: по 4 части зверобоя и шалфея и по 1 части крапивы, календулы и ромашки.

Разработаны основные биотехнологические процессы, экспериментально определены оптимальные параметры отдельных стадий производства. Установлено, что экстракцию фитокомпозиции   целесообразно проводить 40%-ым раствором спирта этилового, циркулирующего через слой ЛРС, толщиной 1,5-2 см, при атмосферном давлении и комнатной температуре в течение 10-12 часов. Процесс получения самих тоников ведут  при температуре 18-19 С в течение 25-30 минут. Определено, что 40 % раствором спирта извлекается весь комплекс фосфолипидов растительного сырья в количестве в среднем 42,33 мг\мл, что дает основание говорить о получении липидосодержащего косметического средства.  Фосфолипиды способствуют   процессам  клеточной  регуляции  и  восстановлению  липидных  пластов  в  межклеточном  пространстве  кожи.  Составлен материальный баланс  технологического процесса получения тоников из расчета на 100 кг готового продукта. Выход готового продукта составил - 93,83 %, общие потери – 2,84%. Разработанный технологический регламент производства тоников внедрен в практику работы Ставропольского НПО «Пульс». 

 Была изучена эффективность разработанных препаратов на лабораторных животных, как в индивидуальном, так и в сочетанном применении с липосомальным кремом, содержащим  идентичную фитокомпозицию. Противовоспалительное действие тоника  «Profi Line» в сочетании с данным кремом на  5,8 %  эффективнее   крема,  на 43 %  самого тоника. Доказано эффективное ранозаживляющее  действие сочетанного применения тоников  и  липосомального  крема. Так, если  в контрольной группе животных, не получавших лечение, к концу эксперимента длина раны уменьшилась на 71,6%, а в группе животных, получавших тоник для домашнего ухода,  начиная с 10 дня, наблюдалась лишь незначительная тенденция к ускорению заживления ран, то полное заживление ран к 15 дню эксперимента наблюдали в  группе  животных,  которых  лечили  липидным  тоником  серии  «Profi  Line»  и  липосомальным  кремом  для  проблемной  кожи. Определено, что разработанные тоники обладают не только бактерицидным, но и увлажняющим действием. 

В связи с тем, что безопасность парфюмерно-косметической продукции имеет важный социальный и экономический аспекты, нами были изучены причины отказа в выдачи сертификатов соответствия данным средствам   в Ставропольском крае за 2001-2003 год. Установлено 6 основных показателей, по которым была забракована косметическая продукция. Это - несоответствие требованиям НД органолептических свойств, бактериологической чистоты, физико-химических показателей,  несоответствие состава продукции  заявленному составу на этикетке,  токсичность исследуемой продукции, ее  раздражающее и аллергизирующее действие.

Как показал анализ работы предприятий края, причинами неудовлетворительного качества косметической продукции стали, в основном, низкое качество сырья и несоблюдение правил санитарной подготовки производства. В связи с чем  особое  внимание мы уделили методам и контролю качества санитарной подготовки помещений, мониторингу качества сырья и полупродуктов, а также разработке методов стандартизации готового продукта.

Наиболее значимым сырьем для конструирования липидных косметических препаратов являются лекарственные растения, растительные масла, родниковая и дистиллированная вода.  Усовершенствованы методы контроля качества сырья, полупродуктов и готовых косметических липидных средств,  приблизив их к фармацевтической отрасли. Установлена целесообразность  введения в НД на сырье  методов определение жирно-кислотного  состава  растительных масел, содержащих жирные эссенциальные кислоты. 

Для введения в нормативную документацию показателя кислотности липидных тонизирующих препаратов нами было изучено влияние тоников на рН кожного покрова. Подтверждена способность кожи восстанавливать кислотность среды через 20-30 минут после нанесения косметических средств. Тем не менее, для гарантии бактерицидного действия тоников, ввели в нормативную документацию  значение рН, равное 3,5 так как именно этот показатель  обеспечивает бактерицидную активность.

На основании проведенных исследований  разработан алгоритм системы управления качеством производства липидной косметической продукции, который позволяет оптимизировать научно-методические основы мониторинга качества и безопасности липидной косметической  продукции в соответствии с международным стандартом  серии ИСО 9000. На основании алгоритма составлено положение по управлению качеством на производстве трансдермальных косметических средств, внедренное в практику работы  НПО «Пульс» г. Ставрополя.

Выпуск высококачественной парфюмерно-косметической продукции повышает конкурентоспособность отечественных  предприятий и  способствует безопасности здоровья  россиян, ежедневно потребляющих данную продукцию. 

Выводы

1. Разработаны основные биотехнологические процессы   конструирования оригинальных липидных тоников для очищения проблемной кожи. Определены параметры технологической стадии получения тоников (температура 18-190 С и +время перемешивания 20-30 минут). 

2. Подтверждена возможность использования биологической модели Staphylococcus aureus для разработки рецептуры фитокомпозиций с заданными терапевтическими свойствами. Экспериментально доказано, что целесообразно в рецептуру липидных тоников для проблемной кожи включать фитокомпозицию, в состав которой входят лекарственные растения в следующем соотношении: по 4 части  шалфея,    календулы и по 1 части  ромашки, травы зверобоя и крапивы. 
Введение в состав тоников родниковой  воды   обогащает готовый продукт  микро- и макроэлементами   и, соответственно, усиливает противовоспалительное и регенерационное действие тоников.

3. Показана необходимость комплексного ухода за воспаленной кожей липидными тониками в сочетании с липосомальным кремом для проблемной кожи. Установлено, что противовоспалительное действие  тоника серии «Profi Line» в сочетании с липосомальным кремом  на 5,8 % выше индивидуального действия   крема, и на 43%  выше эффективности самого тоника.

4. Впервые разработана система управления качеством на производстве липидных косметических препаратов. В нормативную документацию  введены дополнительные показатели   контроля качества липидного сырья: жирно-кислотного состава и перекисного числа. Срок хранения липидных препаратов предложено определять по изменению микробиологических и органолептических показателей, перекисного числа.
5. Впервые составлен алгоритм управления контролем качества на предприятии, позволяющий оптимизировать научно-методические подходы к мониторингу качества и безопасности косметической  продукции в соответствии с международным стандартом  серии ИСО 9000.
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