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Таблеткові СУМІші, що МІСТЯТЬ ІММОБІЛІЗОВАНИЙ лізоцим
і кверцетин: ОТРИМАННЯ, ВЛАСТИВОСТІ

Вступ. Лізоцим (КФ 3.2.1.17), що має антибактеріальну, протизапальну, імуномодулюючу дії, все 
частіше використовують у медицині в різних лікарських формах (таблетки, ранові покриття, капсули, 
гелі та ін.). Таблетки є зручною лікарською формою для застосування лізоциму в поєднанні з іншими біо-
логічно активними речовинами. Цілеспрямована стабілізація ензиму іммобілізацією в полімерні матриці 
визначає актуальність розробки таблеткової форми складних композицій лізоциму і кверцетину.

Мета дослідження – розробка таблеткових сумішей комплексного препарату іммобілізованого лі-
зоциму і кверцетину, кількісне визначення та вивчення властивостей діючих речовин.

Методи дослідження. Активність лізоциму визначали бактеріолітичним методом. Вміст білка 
контролювали методом Лоурі–Хартрі, кверцетину – з використанням хлориду цирконію.

Результати й обговорення. На основі раніше отриманих даних про взаємодію лізоциму з полімер-
ними носіями різного походження та структури для розробки таблеткових сумішей з лізоцимом і кверце-
тином як полімерні носії було обрано полі-N-вінілпіролідон, натрієву сіль карбоксиметилцелюлози та же-
латин. Порівняльний аналіз фізико-хімічних властивостей іммобілізованого в полімери лізоциму показав 
перспективність використання желатину як матриці, що сприяє розширенню рН-профілю активності 
ензиму в ділянці кислих та лужних значень рН, стабільності в кислому середовищі. Для приготування 
лізоциму і кверцетиновмісних сумішей було обрано наповнювачі, розпушувачі, ароматизатори і метод 
вологої грануляції. Показано повне збереження активності лізоциму і вмісту кверцетину в отриманих 
гранулах.

Висновки. Розроблено таблеткові суміші з лізоцимом і кверцетином із використанням полімерних 
носіїв різного походження та структури. Аналіз біохімічних і фізико-хімічних властивостей іммобілізова-
ного лізоциму показав перспективність використання желатину як матриці. Іммобілізація сприяє розши-
ренню рН-профілю активності ензиму як у ділянці кислих та лужних значень pH, так і в кислому середо-
вищі.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: лізоцим; кверцетин; іммобілізація; полімери; таблеткові суміші.
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ВСТУП. На даний час, у зв’язку зі зростанням 
резистентності мікроорганізмів до антибіотиків, 
увага дослідників спрямована на використання 
для лікування ряду захворювань (стоматологіч-
них (стоматитів, гінгівіту, пародонтиту тощо), 
ЛОР (фарингіту, тонзиліту, ларингіту) та ін.) при
родних антибактеріальних агентів. Ензим лізо-
цим (КФ 3.2.1.17), що має антибактеріальну, 
протизапальну, імуномодулюючу, аналгетичну 
дії, все частіше застосовують у медицині у ви-
гляді різних лікарських форм: таблеток, ранових 
покриттів, капсул, гелів та ін. [1, 2]. Перспектив-
ною лікарською формою лізоциму для місцево-
го використання в комплексі з іншими біологічно 
активними речовинами є таблетки. В Україні 
таблеткові форми представлені препаратами 

“Лізак” (“Фармак”, Україна), “Гексаліз” (“Lab. 
Bouchara-Recordati”, Франція) і “Лісобакт” (“Bos
nalijek”, Боснія і Герцеговина). Застосування 
технології іммобілізації з використанням полі
мерних матриць для цілеспрямованої стабіліза-
ції ензиму визначає актуальність досліджень з 
метою отримання комплексних композицій лізо
циму і кверцетину, придатних для дослідження 
та подальшого виготовлення таблетки. Додатко-
ве введення в суміші діючої речовини – кверце-
тину збільшує можливість розширення фармако
логічної дії препарату [3, 4], оскільки кверцетин 
має протизапальну, антиоксидантну, капіляро
протекторну, противірусну, антитромботичну дії.

Мета дослідження – розробка таблеткових 
сумішей комплексного препарату іммобілізова-
ного лізоциму і кверцетину, кількісне визначення 
та вивчення властивостей діючих речовин.
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МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. У роботі вико-
ристовували лізоцим яєчного білка (КФ 3.2.1.17) 
(М.м. 14,4 кДа, 40 000 од./мг), клітини Micrococcus 
lysodeikticus 2665 (“Sigma-Aldrich”, Німеччина), 
кверцетин (“Sigma-Aldrich”, Німеччина), натрієву 
сіль карбоксиметилцелюлози (Na-КМЦ) (М.м. 
125 кДа, FMC Biopolymer, Ireland), полі-N-вінілпі-
ролідон (Taian Health Chemical Co., Ltd., Китай), 
крохмаль (Taian Health Chemical Co., Ltd., Китай), 
желатин (PBI, Бельгія). Активність лізоциму ви-
значали бактеріолітичним методом (субстрат – 
клітини Micrococcus lysodeikticus 2665) [1]. За 
одиницю активності ензиму брали таку його 
кількість, що знижує оптичну густину суспензії 
клітин на 0,001 за 1 хв. Вміст білка контролюва-
ли методом Лоурі–Хартрі [5], кверцетину – за 
допомогою хлориду цирконію [6]. 

Для виготовлення таблеткових сумішей ком-
поненти (хлоргексидину біглюконат, етилендіа-
мінтетраацетат натрію, лактозу, кальцію тригід-
рат, маніт, ароматизатор, сахарозу, натрієву сіль 
карбоксиметилцелюлози, повідон К-17, желатин, 
кальцію стеарат), залежно від складу суміші, 
ретельно розтирали в ступці до їх подрібнення 
в тонкий порошок. Далі всі компоненти зволожу-
вали розчином полімеру (ПВП, Na-КМЦ або 
желатину). Гранулювання здійснювали шляхом 
протирання одержаної маси через пробивне сито 
з нержавіючої сталі з діаметром отворів 1,5 мм. 
Отримані гранули розсипали тонким шаром на 
піддонах і підсушували на повітрі при кімнатній 
температурі до залишкової вологості в гранулах, 
що не перевищує 2 %. Після висушування гра-
нулят зважували, визначали вміст компонентів 
і зберігали герметично упакованим при темпе-
ратурі 4 °С.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. При ство-
ренні таблеткових сумішей з діючими речовина-
ми лізоцимом і кверцетином особливого значен-
ня надавали вибору полімерних носіїв для ста-
білізації ензиму (зв’язувальних компонентів су-
міші), дослідженню фізико-хімічних властивостей 
іммобілізованого ензиму, складу допоміжних 
речовин, вибору методу таблетування, збере-
женню активності/вмісту діючих речовин компо-
зиції. Дози лізоциму і кверцетину було визначе-

но, виходячи з рекомендованих для медичного 
застосування з лікувальною та профілактичною 
метою – 50 і 10 мг в 1 г таблеткової суміші від-
повідно [2]. Для підсилення антимікробної дії 
лізоциму запропоновано ввести до складу сумі-
шей з ПВП та Na-КМЦ динатрієву сіль етиленді-
амінтетраоцтової кислоти (ЕДТА) і хлоргекси
дину біглюконат (ХГБ), що має бактерицидну 
дію (мольні відношення лізоцим:ЕДТА:ХГБ 
1:0,012:0,09). Раніше було показано, що дода-
вання ХГБ сприяє розширенню антимікробної 
дії ензиму щодо грамнегативних, грампозитив-
них бактерій і дріжджоподібних грибків; введен-
ня комплексону більшою мірою сприяє розши-
ренню антимікробної дії лізоциму стосовно 
грамнегативних бактерій E. coli та дріжджоподіб-
них грибків Candida albicans [7]. Основними 
критеріями при виборі полімерів для стабілізації 
лізоциму (ПВП, Na-КМЦ і желатину) були відсут-
ність токсичності, біодеградація, застосування 
у фармацевтичній промисловості.

Взаємодію лізоциму з даними полімерами 
підтверджено за допомогою реологічних, оптич-
них і мас-спектрометричних методів [8]. Зміна 
в’язкості розчинів полімерів при додаванні лізо
циму, використання УФ-спектроскопії, люмінес
ценції, МAЛДІ свідчать про утворення комплек-
су білок – полімер, збереження природної 
конформації ензиму [3]. Міцність зв’язування 
білка з носієм зумовлена природою взаємодію-
чих речовин, сприяє пролонгуванню дії ензиму. 
Показано повне збереження активності лізоциму 
в результаті взаємодії з ПВП, Na-КМЦ і желати-
ном (табл. 1).	

Слід відмітити, що термооптимум ензиму в 
усіх випадках не змінився, проте спостерігали 
розширення рН-оптимуму лізоциму, більш знач
не при використанні желатину як носія, що 
збільшує можливість застосовувати лізоцим у 
середовищах різної кислотності. На рисунку 1 
наочно продемонстровано розширення рН-про-
філю активності стабілізованого желатином лі-
зоциму в ділянці кислих і лужних значень. Так, 
активність іммобілізованого лізоциму при зна-
ченнях рН 3,0 та 8,0 зросла більш ніж на 15 і 
30 % відповідно порівняно з вільним, що можна 
пояснити стабілізувальним впливом матриці, 

Таблиця 1 – Вплив полімерів на біохімічні та фізико-хімічні властивості лізоциму

Властивість ЛІЗ ЛІЗ+ПВП ЛІЗ+Na-КМЦ ЛІЗ+желатин
Бактеріолітична активність*, 
од./мг (M±m)

20 000±1000 19 000±870 18 500±850 19 300±790

рН-оптимум 6,5 6,5–7,50 5,0–8,0
Термооптимум, оС 55 55

Примітки:
1. * – р<0,05 при n=3.
2. ЛІЗ – лізоцим.
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створенням сприятливішого мікрооточення ен-
зиму. При дослідженні рН-стабільності ензиму 
за умов, наближених до ацидозу (рис. 2), актив-
ність як вільного, так і іммобілізованого лізоциму 
з часом знижувалась, однак останній проявляв 
вищу активність (<20 %) через 30, 60 і 120 хв 
експерименту. 

Таким чином, будучи перспективною матри-
цею для створення іммобілізованих форм лізо-
циму [8, 9], желатин “захищає” його від негатив-
ного впливу кислих і лужних значень рН. Крім 
того, желатин, маючи значну кількість доступних 
пептидних зв’язків, є протектором лізоциму від-
носно агресивної дії протеаз організму людини. 
Він також є перспективним джерелом цінних для 
організму людини білка й амінокислот, у т. ч. не
замінних: глутамінової кислоти – 9,71 %; проліну – 

13,63 %; аспарагіну – 5,7 %; лейцину – 3,66 %; 
аргініну – 7,67 %; гліцину – 23 %; аланіну – 
9,37 %; гідроксипроліну – 11,76 %; інших – 
15,51 % [10].

Для виготовлення таблеткових сумішей, крім 
описаних діючих, зв’язувальних і тих, що стабі
лізують активність лізоциму, полімерів, викорис
тано наповнювачі, дезінтегранти, ароматизато-
ри. Вибір складу допоміжних речовин був зумов-
лений їх нешкідливістю, безпечністю, техноло
гічними вимогами. 

З огляду на суттєві відмінності в розмірах, 
формі, поверхні частинок, неоднорідність ком-
понентів отриманих таблеткових сумішей, необ-
хідність одержання іммобілізованої форми лізо-
циму, обрано технологію вологого гранулювання, 
що забезпечує отримання однорідних гранул з 

Рис. 1. Залежність активності вільного й іммобілізованого 
в желатин лізоциму від рН інкубаційного середовища (Т=37 °С).
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Рис. 2. Стабільність вільного й іммобілізованого в же-
латин лізоциму (рН 5,5; Т=37 °С).
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Таблиця 2 – Склад таблеткових сумішей з лізоцимом і кверцетином (у розрахунку на одну таблетку)

№ Компонент
Кількість компонентів в одній таблетці, мг

1 2 3 4 5 6 7
Діючі речовини

1 Лізоцим 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 15,0
2 Кверцетин 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,00 5,0
3 Хлоргексидину 

біглюконат
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 5,0

4 Na2ЕДТА 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 –
Наповнювачі

5 Лактоза 114,9 154,5 149,5 155,5 160,0 164,1 –
6 Кальцію цитрат 

тригідрат
– – – – – – 360,0

Дезінтегранти
7 Маніт 17,9 17,9 17,9 17,9 17,9 17,9 –

Смакові добавки
8 Ароматизатор 

“Лимон”
0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 1,2

9 Сахароза – – – – – – 3,0
Зв’язувальні речовини

10 Na-КМЦ* – – 15 9 4,5 0,4 –
11 Повідон К-17* 50 10 – – – – –
12 Желатин* – – – – – – 210,0

Змащувальні речовини
13 Кальцію стеарат – – – – – – 0,8

Усього 200,0 200,0 200,0 200,0 200,0 200,0 600,0

Примітка. * – як зв’язувальну речовину застосовували ПВП (5 % водний розчин для сумішей № 1, 2), Na-КМЦ (0,1, 
1,5, 3,0 % водні розчини для сумішей № 3,4; № 5; № 6 відповідно) або желатин (суміш № 7).
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рівномірно розподіленими діючими компонен
тами.

У таблиці 2 наведено якісний та кількісний 
склад розроблених таблеткових сумішей з лізо-
цимом і кверцетином, виходячи з розрахунку, що 
маса однієї таблетки буде становити 200,0 мг 
(суміші № 1–6) або 600,0 мг (суміш № 7).

У результаті отримано гранули жовтого 
кольору без видимих сторонніх включень 
(d=1,5 мм). У композиціях визначали активність 
лізоциму і вміст кверцетину (табл. 3). 

Одержані результати свідчать про високий 
рівень збереження активності лізоциму і вмісту 
кверцетину в сумішах № 1, 2, 5, 6, 7, перспек-
тивних для подальших біофармацевтичних до-
сліджень.

	
ВИСНОВКИ. 1. На підставі раніше отриманих 

даних про взаємодію лізоциму з полімерними 

носіями різного походження та структури для 
розробки таблеткових сумішей з лізоцимом і 
кверцетином обрано полi-N-вінілпіролідон, натрі
єву сіль карбоксиметилцелюлози, желатин, які 
застосовують у фармацевтичній промисловості.

2. Порівняльний аналіз фізико-хімічних 
властивостей іммобілізованого в полімери лізо-
циму показав перспективність використання 
желатину як носія, що сприяє розширенню 
рН-профілю активності ензиму в ділянці кислих 
і лужних значень рН, стабільності в кислому 
середовищі та має власні позитивні властивості 
(джерело цінних амінокислот і пептидів, протек-
торна дія).

3. Для виготовлення таблеткових сумішей 
обрано наповнювачі, дезінтегранти, ароматиза-
тори і метод вологого гранулювання. Показано 
повне збереження активності лізоциму і вмісту 
кверцетину в отриманих гранулятах.

Таблица 3 – Активність лізоциму і вміст кверцетину в таблеткових сумішах

№ 
з/п*

Бактеріолітична активність 
лізоциму Вміст кверцетину

од./мг (M±m) % від вихідної мкг у 5 мг грануляту (M±m) % від внесеного
1 19 320±1160 96,60 45,67±2,28 97,55
2 19 253±1116 96,27 45,14±2,26 94,6
3 17 365±868 86,82 не визначено через нерозчинність гранул –
4 18 145±1160 90,73 не визначено через нерозчинність гранул –
5 19 160±958 95,80 46,26±2,31 96,90
6 19 227±961 96,14 45,58±2,28 95,48
7 19 290±975 99,85 44,95±2,0 98,42

Примітка. * – № суміші при n=3.
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физико-хИМИЧЕСКИЙ ИНСТИТУТ ИМЕНИ А. в. бОГАТСКОГО нАН уКРАИНЫ1, ОДЕССА 
одесский НАЦИОНАЛЬНЫЙ ПОЛИТЕХНИЧЕСКИЙ УНИВЕРСИТЕТ2

Таблеточные смеси, содержащие ИММОБИЛИЗОВАННЫЙ лизоцим  
и кверцетин: ПОЛУЧЕНИЕ, СВОЙСТВА 

Резюме
Вступление. Лизоцим (КФ 3.2.1.17), обладающий антибактериальным, противовоспалительным, 

иммуномодулирующим действиями, все чаще используют в медицине в различных лекарственных формах 
(таблетки, раневые покрытия, капсулы, гели и пр.). Таблетки являются удобной лекарственной формой 
для применения лизоцима в сочетании с другими биологически активными веществами. Целенаправлен-
ная стабилизация энзима иммобилизацией в полимерные матрицы определяет актуальность разработ-
ки таблеточной формы сложных композиций лизоцима и кверцетина.

Цель исследования – разработка таблеточных смесей комплексного препарата иммобилизованно-
го лизоцима и кверцетина, количественное определение и изучение свойств действующих веществ.

Методы исследования. Активность лизоцима определяли бактериолитическим методом. Содер-
жание белка контролировали методом Лоури–Хартри, кверцетина – с использованием хлорида циркония.

Результаты и обсуждение. На основе ранее полученных данных о взаимодействии лизоцима с по-
лимерными носителями различного происхождения и структуры для разработки таблеточных смесей с 
лизоцимом и кверцетином в качестве полимерных носителей были выбраны поли-N-винилпирролидон, 
натриевая соль карбоксиметилцеллюлозы и желатин. Сравнительный анализ физико-химических свойств 
иммобилизованного в полимеры лизоцима показал перспективность использования желатина в качестве 
матрицы, что способствует расширению рН-профиля активности энзима в области кислых и щелочных 
значений рН, стабильности в кислой среде. Для приготовления лизоцима и кверцетинсодержащих таб
леточных смесей были выбраны наполнители, разрыхлители, ароматизаторы и метод влажной гра
нуляции. Показано полное сохранение активности лизоцима и содержания кверцетина в полученных 
гранулах.

Выводы. Разработаны таблеточные смеси с лизоцимом и кверцетином с использованием полимер-
ных носителей различного происхождения и структуры. Анализ биохимических и физико-химических 
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свойств иммобилизованного лизоцима показал перспективность использования желатина в качестве 
матрицы. Иммобилизация способствует расширению рН-профиля активности энзима как в области 
кислых и щелочных значений pH, так и в кислой среде.

Ключевые слова: лизоцим; кверцетин; иммобилизация; полимеры; таблеточные смеси. 
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O. BoHatskyI Physico-chemical institute OF NAS of Ukraine1, Odesa
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TABLETing MIXTURES CONTAINING IMMOBILIZED LYSOzYMe  
AND QUERCETIN: preparation, PROPERTIES

Summary
Introduction. Lysozyme (EC 3.2.1.17), which has antibacterial, anti-inflammatory, immunomodulatory actions 

is increasingly used in medicine in a different dosage forms: tablets, wound coatings, capsules, gels, etc. Tablet is 
a convenient dosage form for usage of lysozyme in combination with other biologically active substances. The 
targeted stabilization of enzyme by immobilization into polymeric matrices determines the relevance of tablet form 
development of complex compositions of lysozyme and quercetin.

The aim of the study – development of tablet blends of complex preparation of immobilized lysozyme and 
quercetin, their quantitative determination and the study of the properties of active substances.

research Methods. Lysozyme activity was determined by bacteriolytic method. The protein content was con-
trolled according to Lowry-Hartree, quercetin – using zirconium chloride. 

Results and Discussion. Using the earlier obtained data about the interaction of lysozyme with polymeric 
supports of different origin and structure, for the development of tableting mixtures with lysozyme and quercetin, as 
polymeric binders the poly-N-vinylpyrrolidone, sodium salt of carboxymethyl cellulose and gelatin were chosen. The 
comparative analysis of physico-chemical properties of immobilized in polymers lysozyme had shown prospects of 
gelatin usage as a matrice, which promotes widening of pH-profile of enzyme activity both in areas of acidic and 
alkaline pH values, stability in acidic media. For making the lysozyme and quercetin – containing tableting mixtures, 
the fillers, disintegrants, flavours and wet granulation method were chosen. The total preservation of lysozyme 
activity and quercetin content in obtained granules was shown.

conclusions. Tablet mixtures with lysozyme and quercetin with usage of polymeric carriers of different origin 
and structure were developed. The analysis of biochemical and physico-chemical properties of immobilized lysozyme 
had shown prospects of gelatin usage as a matrice. Immobilization promotes widening of pH-profile of enzyme 
activity both in areas of acidic and alkaline pH values, stability in acidic media. 

KEY WORDS: lysozyme; quercetin; immobilization; polymers; tablet mixtures.
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