
Вестник СамГУ — Естественнонаучная серия. 2007. №6(56). 393

УДК 577.1

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТОКСИЧНОСТИ
И АНТИОКСИДАНТНОЙ АКТИВНОСТИ
БИОМАССЫ СПИРУЛИНЫ ПЛАТЕНСИС

И ЛЕКАРСТВЕННЫХ ФОРМ НА ЕЕ ОСНОВЕ

© 2007 П.П.Пурыгин,1 Н.Н.Желонкин,2 О.Н.Павлова,3 С.В.Первушкин,4
В.А.Куркин,5 Ю.Л.Герасимов,6 Т.Ю.Боронец7

Работа посвящена изучению биомассы Спирулины платенсис, при этом
особое внимание уделяется ее токсичности и антиоксидантной активности.
Исследование токсичности проводилось на образце дафнии. Антиоксидант-
ная активность выявлена при задержке окисления адреналина антиоксидан-
тами в Спирулине платенсис. Результат нашей работы вполне согласован с
общепринятой теорией.

1. Актуальность исследования

Сине-зеленая нитчатая микроводоросль Спирулина платенсис (Spirulina
platensis, семейство Осциллаториевые—Oscillatoriaceae) широко культивируется
во многих странах. Химический состав биомассы включает в себя множество раз-
личных групп соединений: белки (50.8%); витамины С, Е и группы В; свободные
аминокислоты, полиненасыщенные жирные кислоты; эссенциальные фосфоли-
пиды; полисахариды (15.7%); пигменты: фикоцианин С (9–15%), каротиноиды
(30-180 мг %), хлорофилл а [1].

Большая часть макро- и микроэлементов, содержащихся в биомассе Spirulina
platensis, находится в форме органических соединений. В частности, микроэле-
менты— катионы d-элементов образуют хелатные комплексы с аминокислотами и
полипептидами.
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Белки являются значимой группой биологически активных соединений био-
массы Spirulina platensis благодаря высокому содержанию и сбалансированному
аминокислотному составу. По данным различных литературных источников, со-
держание белка в биомассе Spirulina platensis составляет 40–70% [2]. Подобный
разброс данных связан с использованием неодинаковых методов количественного
анализа, разных штаммов и различиями в условиях культивирования. Исследова-
ния показали, что с возрастом культуры относительное содержание белка в ней
уменьшается, хотя определенные колебания наблюдаются в течение всего периода
культивирования [3].

Исследования электрофоретическим методом фракционного состава белков поз-
волили установить наличие большого количества белковых фракций и опреде-
ленной их изменчивости [4]. Присутствуют как стабильные белковые фракции,
обнаруживаемые в течение всего роста культуры, так и вариабельные белковые
фракции, появляющиеся лишь в определенные периоды роста культуры. Углеводы
Spirulina platensis представлены главным образом сложными полимерами. Поли-
сахариды входят в состав клеток, клеточных стенок и слизистых чехлов [5].

У Spirulina platensis, как и других сине-зеленых водорослей, над всеми фрак-
циями углеводов преобладают полисахариды типа гемицеллюлоз и пектиновых
веществ (10–16%).

Сине-зеленая микроводоросль Spirulina platensis, в отличие от других расте-
ний и бактерий, содержит водорастворимые фикобилиновые пигменты—С-фико-
цианин и аллофикоцианин [6].

Фикоцианин-билипротеид, имеющий молекулярную массу 275000 дальтон и со-
держащий в качестве простетической группы фикобилины— тетрапиррольные со-
единения с открытой цепью в количестве 20–30 на молекулу пигмента. Белковая
часть фикоцианина состоит из 17 аминокислот с преобладанием кислых амино-
кислот; N- и С-концевыми аминокислотами являются соответственно треонин и
серин. Низкие значения отмечены по содержанию лизина, характерны аминокис-
лоты, имеющие гидрофобные радикалы. Изоэлектрическая точка— при рН 4,3;
температура денатурации 48–51◦С [7]. В состав фикоцианина входит углеводный
компонент (4,5%), образованный уроновыми кислотами, в котором обнаружены
также ксилоза. А при соблюдении мягких условий экстракции возможно получе-
ние кристаллических препаратов данного пигмента [8, 9].

Первоначально интерес к спирулине платенсис определялся только как к источ-
нику белков, витаминов и минеральных веществ. Сравнительно недавно появились
исследования, посвященные изучению фармакологических эффектов применения
спирулины и биологически активных соединений, извлеченных из нее [10, 11].

Среди большого числа биологически активных соединений практический ин-
терес представляют водорастворимые белки и пигменты (фикоцианин, каротино-
иды, хлорофиллы), имеющие огромное значение и практический интерес как для
фармации и медицины, так и пищевой промышленности и косметологии.

В настоящий момент одним из самых перспективных направлений в области
исследования спирулины платенсис является создание препаратов растительного
происхождения (спрея и геля), удачно сочетающих высокую активность и мягкое
действие на организм человека с минимальными побочными эффектами [12].

Спреи— лекарственная форма, общая фармакопейная статья (ФС) на которую
отсутствует в Государственной фармакопее XI издания. В настоящее время пред-
ставляет собой часто употребляемую форму выпуска фармацевтического продук-
та.
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Данная лекарственная форма представляет собой растворы, эмульсии или сус-
пензии и предназначена для обеспечения местного или системного эффекта. До-
пускается расслаивание эмульсий и суспензий в процессе хранения, однако они
должны легко реэмульгироваться и ресуспендироваться при встряхивании для
обеспечения однородности дозирования лекарственного средства [13]. Спреи пред-
ставляют собой многодозовые дозируемые и недозируемые лекарственные формы.

Таким образом, спреи —жидкая многодозовая лекарственная форма, предна-
значенная для обеспечения местного или системного эффекта путем высвобож-
дения лекарственного средства (раствора, эмульсии, суспензии) из специального
вида упаковки в виде капель, размер которых соответствует отверстию распыля-
ющего устройства (пульверизатора).

Общими показателями качества являются однородность массы и масса 1 дозы.
Спрей, обладая преимуществами аэрозольной упаковки (удобство применения,

быстрота эффекта), лишен недостатков, связанных с применением флаконов под
повышенным давлением и использованием пропеллентов в качестве газа носителя:
высокая стоимость, сложность изготовления, опасность, возможность взрыва и др.

Гель обладает ранозаживляющим, противовоспалительным и антимикробным
действием. В качестве антимикробного ингредиента в состав разработанного водо-
растворимого геля входит настойка чистотела большого, экстрактивные вещества
которого оказывают противовоспалительное и антимикробное действия и, в тоже
время, выполняют роль стабилизатора, защищая лекарственную форму от мик-
робной кантаминации. В качестве стимулятора репаративных процессов входит
микроводоросль спирулина платенсис, способствующая ускорению регенерации и
эпителизации тканей. В исследуемом препарате в качестве основы был использо-
ван водорастворимый аэросилсодержащий гель.

2. Цель исследования

Провести анализ токсичности и антиоксидантной активности биомассы спиру-
лины платенсис и лекарственных препаратов (спрея и геля) на ее основе с целью
обоснования их фармакотерапевтических эффектов.

3. Экспериментальная часть

Объектами исследования служили биомасса спирулины платенсис, выращен-
ной биотехнологическим методом на базе НПП ”Поиск” (г. Самара), спрей и гель
с концентрацией спирулины 1%. Измерение оптической плотности производили
при длине волны 347 нм с помощью спектрофотометра Specord 40 (Spectrolab,
Германия) при использовании кювет с длиной оптического пути 10 мм.

Определение токсичности спрея и геля. По стандартной методике
Н.С.Строганова [14] проводилось исследование влияния на дафний геля и
спрея, изготовленных на основе спирулины. Исследование самой биомассы спи-
рулины по данной методике не представлялось возможным, так как происходило
закупоривание дыхательных путей у дафний.

Среду для экспериментов готовили на основе отстоянной не менее трех суток
водопроводной воде, в которую добавляли до необходимых концентраций (от 0,01
до 5 мг/л) исследуемые вещества и корм— 1% суспензию пекарских дрожжей.



396 П.П.Пурыгин, Н.Н.Желонкин, О.Н.Павлова и другие

В каждый сосуд (объемом 0,75 л) сажали по 10 рачков в возрасте до 24 часов
из одного поколения.

Использовали дафний из имеющейся на кафедре зоологии лабораторной куль-
туры, содержавшейся по общепринятой методике [15].

В качестве контроля использовали отстоянную водопроводную воду.
Эксперименты проводились на протяжении 21 суток каждый в термостате со

стеклянной дверкой при температуре 21–22◦С и естественном освещении. Дафний
кормили суспензией пекарских дрожжей через 1 сутки. Через каждые 4 дня про-
водили замену среды на вновь приготовленную.

В ходе экспериментов учитывали следующие показатели: количество погиб-
ших и оставшихся в живых рачков, время появления яиц в выводковых камерах,
время выхода молоди из выводковых камер и ее количество. Для изучения вос-
производства использовали показатель плодовитости (среднее количество потом-
ства на одну самку на каждый вымет молоди). Все эксперименты проводились
в трех повторностях. Достоверность различий оценивали по критерию Вилкок-
сона–Манна–Уитни [16].

В растворах геля и спрея гибель рачков начиналась с концентрации 2,5 мг/л
(рис. 2), смертность к 21 суткам здесь достигла 37 и 13% соответственно. При
5,0 мг/л в растворе спрея дафнии погибали на 16-е сутки, в растворе геля — на
21-е сутки. Следует отметить, что в растворе геля гибель шла довольно равно-
мерно по ходу эксперимента, а в растворе спрея до 10–16-х суток все дафнии
оставались живыми, далее начиналось быстрое вымирание рачков.

В растворах геля размножение дафний происходило во всех концентрациях
(табл. 1). Задержка выхода молоди по сравнению с контролем составляла 1–2 су-
ток, начиная с концентрации 5 мг/л. Плодовитость оказалась достоверно меньше
контроля в растворах 1,25–5,0 мг/л.

В растворе 0,25 мг/л молоди появилось меньше, чем в контроле, но недосто-
верно. В растворах 0,1–0,01 мг/л размножение не отличалось от контроля.

В растворах спрея размножение дафний также происходило во всех концентра-
циях с задержкой выхода молоди относительно контроля на 1–2 суток начиная
с концентрации 5 мг/л (табл. 1). При этом в растворе спрея 5,0 мг/л появилось
всего 2 рачка. Плодовитость здесь также оказалась достоверно меньше, чем в
контроле в растворах 1,25–5,0 мг/л.

В растворах спрея 0,25–2,5 мг/л плодовитость оказалась меньше, чем в соот-
ветствующих растворах геля, но недостоверно. В концентрациях 0,1 и 0,01 мг/л
негативного влияния геля и спрея на размножение дафний не выявлено.

Раствор спрея оказался токсичнее для дафний, чем раствор геля по показа-
телям выживаемости и размножения (табл. 2 и рис. 1). Недействующие концен-
трации для обоих— 0,1 мг/л и ниже.

Исходя из результатов проведенных экспериментов исследовавшиеся препара-
ты геля и спрея, изготовленных на основе пресноводной сине-зеленой нитчатой
водоросли спирулины, можно считать веществами средней степени токсичности
для дафний.

Определение антиоксидантной активности биомассы спирулины и спрея. Об-
наружено, что в процессе аутоокисления низких концентраций адреналина (230
мкМ) в щелочной среде (pH = 10, 65) при комнатной температуре в отсутствие
дополнительных источников окисления интенсивно нарастает поглощение с мак-
симумом при 347 нм. Установлено, что появление этого продукта окисления ад-
реналина, не описанного ранее в литературе, значительно опережает по времени
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Таблица 1
Плодовитость (яиц/самку) дафний в ходе эксперимента

Концентрация Сутки
10 11 12 13 14 16 18 20

Контроль 3,3 4,9 7,3 5,1 3,2 6,8
Гель 1,25 мг,л 0,8 0,9 1,5 2,3 2,4
Гель 2,5 мг,л 0,7 1,5 1,6 2,5
Гель 5,0 мг/л 0,4 0,9 1,5 1,3
Спрей 1,25
мг/л 0,6 0,8 1,2 1,7 1,9

Спрей 2,5 мг/л 0,7 0,8 1,4 2,1 2,5
Спрей 5,0 мг/л 0,3

Таблица 2
Выживаемость дафний (%) в растворах геля и спрея

Концентрация
Сутки

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

Контроль 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Гель 5,00мг/л 100 80 70 70 70 70 60 40 2 1

Гель 2,5 мг/л 100 100 100 93 80 77 63 53 43 37
Спрей 5,00
мг/л 100 100 100 100 80 2 1 0

спрей 2,5 мг/л 100 100 100 100 100 100 90 70 3 1

образование адренохрома и ингибируется некоторыми исследованными антиокси-
дантами (аскорбат, цистеин, кверцетин) [17]. На этих данных основано измерение
антиоксидантной активности биомассы спирулины и спрея. Процедура проведения
реакции аутоокисления адреналина: к 2 мл 0,2 М бикарбонатного буфера (pH =
= 10, 65) добавляют 100 мкл 0,1% раствора адреналина, тщательно перешивают,
измеряют величину оптической плотности при длине волны 347 нм через 40 се-
кунд в течение 2 минут. Для измерения в кюветы к 2 мл бикарбонатного буфера
добавляют поочередно 3, 4, 5, 7, 10, 14 мг исследуемых объектов и затем 100
мкл 0,1% раствора адреналина, перемешивают и измеряют нарастание оптической
плотности как описано выше. В контрольную пробу, против которой проводится
измерение, вносят 2 мл буфера и исследуемый объект, но не добавляют адре-
налин. Для исключения влияния плотности исследуемых объектов производился
пересчет на массу.

О величине антиоксидантной активности экстрактов судили о степени ингиби-
рования ими скорости аутоокисления адреналина. Расчет процента ингибирования
скорости реакции аутоокисления вычисляли по формуле:

% ингибирования =
[
1 − ∆Dопыт
∆Dконтроль

]
· 100%,

где ∆Dопыт и ∆Dконтроль— скорости реакции аутоокисления адреналина в при-
сутствии и отсутствии экстракта.



398 П.П.Пурыгин, Н.Н.Желонкин, О.Н.Павлова и другие

Рис. 1. Выживаемость (%) дафний в растворах геля и спрея

О скорости окисления адреналина судили по изменению оптической плотности
измеренной при 347 нм за 2 минуты [17].

Рис. 2. Результаты сравнительной оценки степени ингибирования

Исходя из полученных результатов, можно сделать вывод, что спрей и извле-
чение из биомассы спирулины платенсис обладают ярко выраженной антиокси-
дантной активностью.

Следовательно, данные препараты можно рекомендовать для безопасного при-
менения в качестве антиоксидантов в медицинской и фармацевтической практике.
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