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Спосіб визначення біобезпеки дієтичних добавок на основі мікроводоростей

Корисна модель відноситься до області харчової біохімії, зокрема до оцінки якості біологічно активних харчових продуктів (в тому числі на основі біомаси зелених та синьо-зелених водоростей) і може бути використана для визначення біобезпеки дієтичних добавок.

Безпека харчової продукції оздоровчого сегменту, в тому числі дієтичних добавок, є важливим питанням та обов’язковою вимогою для виробників харчової продукції в Україні та за кордоном. Питання здорового харчування та безпеки харчових продуктів, як однієї з найважливіших його характеристик, набуває все більшої актуальності у зв’язку із зростанням рівня забруднення навколишнього середовища і, як наслідок, постійного збільшення контамінації харчової сировини токсинами техногенного та біологічного походження, струмогенами, ендокринними дизрапторами, що негативно впливають на здоров’я людини. Класичні підходи до технології контролю безпеки харчових продуктів завжди будуть на крок позаду у нормуванні емерджентних токсичних речовин. Важливим є те, що на часі імплементуються європейські гігієнічні стандарти, які передбачають відповідальність оператора ринку за дотримання законодавства у сфері харчової безпеки, в світлі чого національні виробники та постачальники будуть змушені впроваджувати науково обґрунтовану систему самоконтролю. Саме тому необхідним є розроблення нової стандартизованої методології контролю якості оздоровчих продуктів та дієтичних добавок з метою забезпечення їх гарантованої безпеки для кінцевого споживача.

Дієтичні добавки підлягають санітарному контролю та маркуванню, введення в обіг яких регулюється Законом України «Про основні принципи та вимоги до безпечності та якості харчових продуктів». Відповідно до чинного законодавства України реалізація таких об’єктів заборонена, якщо вони не зареєстровані відповідно до вимог закону. За загальним правилом дієтичні добавки не підлягають державній реєстрації, крім випадків, коли така дієтична добавка є новітнім харчовим продуктом.

Разом з тим необхідно відмітити, що на сьогодні не затверджено порядок державної реєстрації новітніх харчових продуктів, а також відсутній їх державний реєстр. Відтак, новітні харчові продукти не реєструються, що у поєднані з процесом переходу на європейську систему стандартів створює додаткові умови для маніпуляцій недобросовісними виробниками та постачальниками, та створює додаткові ризики потрапляння на ринок неякісних продуктів та становить небезпеку для кінцевого споживача продукту ‑ людини.

Відомий спосіб проведення еколого-токсикологічних досліджень рослинної сировини, напівфабрикатів, продуктів переробки рослинної сировини з використанням культури Stylonychia mytilus (стілоніхії)» (ПрУП 72.11-37-115:2014). Розроблена та запропонована методологія з шляхом впровадження скринінгових методів дозволяє забезпечити продовольчу безпеку України, врахувати положення директив ЄС у цій сфері, отримати суттєвий соціальний та економічний ефект, збільшити конкурентоспроможність вітчизняних виробників на міжнародному ринку. Недоліком пропонованого способу є його висока робото- і енергозатратність, що ускладнює його широке впровадження. 

Відомий «Спосіб оцінки екологічної чистоти харчових продуктів» (автори Г.М. Кузнєцов, Ю.Г. Кузнєцов, http://www.freepatent.ru/patents/2170927), який відноситься до галузі харчової промисловості і може бути використаний для інтегральної оцінки якості харчової продукції. Спосіб оцінки включає наступні операції: визначення токсичності сухої вихідної сировини, води та зносу механізмів і обладнання. На основі цих вимірювань визначають значення токсичності елементів в готовому продукті, розрахунковий і фактичний коефіцієнт екологічної чистоти, розраховують коефіцієнт екологічної надійності виробництва та визначають періодичність контролю. У розрахункову формулу автори пропонують включати визначення токсичних елементів та радіонуклідів. Винахід дозволяє підвищити якість сертифікатів харчових продуктів і ввести конкретні інформаційні екологічні дані на кожну одиницю харчового продукту. Недоліками даного способу є відсутність переліку токсичних елементів та радіонуклідів, які пропонується визначати та стандартизації обробки результатів, діапазону допустимих величин.

Відомий «Спосіб екологічної перевірки продуктів харчування під назвою «система органік-контроль»» (автори І.В. Батлуцька, http://www.freepatent.ru/patents/2514108), що належить до області екології і призначений для екологічної перевірки продуктів харчування на предмет їх хімічної безпеки для людського організму. Спосіб включає аналіз усіх можливих статевозрілих особин клопа-солдатика з аналізованих територій, отримання зображення кожної особини клопа-солдатика, розташування знаків-ландмарок на зображенні кожної особини клопа-солдатика, обчислення розміру центроїда для кожної особини клопа-солдатика і розрахунок середнього розміру центроїда для витягнутих клопів-солдатиків. Середнє значення розміру центроїда, що становить щонайменше 1,73×10-2 м, і значення рівнів вмісту кожного з важких металів, менші за значення гранично допустимих концентрацій, приймають в якості референтних параметрів хімічної безпеки продуктів харчування для людського організму. Недоліком пропонованого способу є опосередкований метод детермінації хімічної небезпеки на прикладі вивчення клопа, а не безпосередньо продукту харчування. Це значною мірою зменшує вірогідність отриманих результатів.

Відомий «Спосіб визначення мікотоксинів у продуктах тваринного і рослинного походження» (автори: Амелін В.Г., Третьяков О.В., Карасьова Н.М., Нікешін Т.Б., Абраменкова О.І., http://www.freepatent.ru/patents/2514828), у якому запропоновано експресний, безпечний і економічний спосіб визначення мікотоксинів у продуктах тваринного і рослинного походження. Визначення проводять у зразках масою 2 г, які екстрагують за технологією QuEChERS та ділять на три аліквоти по 2 мл. В якості диспергатора в дисперсійній рідинно-рідинній мікроекстракції використовують 300 мкл хлороформу. Отримані екстракти відбирають у мікрофлакони, випарюють розчинник і залишок в першому і третьому мікрофлаконах розчиняють у 50 мкл ацетонітрилу, а у другому - в 50 мкл гексану. У першому мікрофлаконі визначають афлатоксини (B1, B2, G1, G2), зеараленон і охратоксин А методом ВЕРХ з флуориметричним детектором, у другому – трихотоценові мікотоксини (дезоксиніваленол, ніваленол, НТ-2, Т-2, діацетооксискирпенол, 13-, 15- ацетилдезоксиніваленол), патулін, охратоксин А і зеараленон методом газорідинної хроматографії з детектором по захопленню електронів, в третьому – патулін і зеараленон методом ВЕРХ з діод-матричним детектором. Тривалість визначення мікотоксинів становить 1,5-2 години при одночасній роботі на трьох хроматографах. Для пробоподготовки потрібно 10,1 мл ацетонітрилу, 0,9 мл хлороформу і 0,05 мл гексану. Використання різних варіантів хроматографії для визначення патуліну, зеараленону, охратоксину А призводить до отримання більш надійних результатів аналізу. Недоліком способу є його дороговартісність, необхідність високоспецифічного обладнання та складність відтворення протоколу.

Відтак, проведений патентний пошук свідчить про відсутність зручних у користуванні способів оцінки біобезпеки та потенційної токсичності харчових біодобавок для людини, особливо на теренах України. Створені способи не враховують інтегральної відповіді біологічних систем у тому числі факторів, які в кінцевому результаті можуть призвести до деструктивних, цито- та генотоксичних змін у кінцевого споживача – людини. Розробка способів раннього виявлення потенційного пошкоджувального впливу для тварин та людини токсичних метаболітів водоростей, у тому числі синьо-зелених, що входять до складу харчових біодобавок на клітинному та молекулярному рівні організації живого, які відрізняються мінімальними затратами часу, коштів та людських ресурсів, є одним з пріоритетних завдань харчової біохімії та екотоксикології. 

Протягом останнього часу все більше зростає інтерес до харчових добавок на основі мікроводоростей, насамперед хлорели Chlorella sp. та спіруліни Arthrospira sp. (відомі під комерційною назвою "спіруліна"). Основними виробниками харчових добавок на основі водоростей є азіатські компанії, які локалізуються насамперед в Китаї. Відомо, що ці продукти можуть виступати джерелом протеїнів, вітамінів та окремих макро- і мікроелементів, особливо феруму. Більше того, на основі ряду клінічних випробувань, доведено терапевтичну цінність харчових добавок з мікроводоростями, відповідно до їх антигіпертензивної, антиліпідемічної, гіпоглікемічної та імуномодулюючої дії.

Як правило, споживання харчових добавок на основі біомаси Хлорели або Артроспіри не пов’язане з ризиками для здоров'я. Проте існує низка повідомлень щодо підвищеного вмісту токсичних металів, металоїдів та ціанотоксинів у харчових добавках на основі мікроводорстей, що, швидше за все, пояснюється низькою якістю виробничого процесу (наприклад, забрудненням культурального середовища, хімічними методами збирання біомаси, виникненням токсикогенних видів ціанобактерій). Спостережувані побічні ефекти здебільшого включали легкі шлунково-кишкові подразнення, такі як діарея, нудота, спазми в животі або блювота.

В основу корисної моделі поставлено задачу створення способу проведення контролю біобезпеки дієтичних добавок на основі визначення мінімального набору показників окисного стресу, цито- та нейротоксичності у гепатоцитах та клітинах мозку коропових риб. На підставі інтегрального аналізу нами було обрано мінімальний набір показників, які є визначальними для специфічної ідентифікації стану молекулярних та стресорних систем організму (Falfushynska et al., 2015, 2018, 2019, 2020). Спосіб може бути застосований для експрес-діагностики рівня пошкоджуючої дії токсичних метаболітів синьо-зелених водоростей у біоактивних та харчових добавках для людини та тварин шляхом використанням тест-системи на основі молекулярно-біохімічних реакції смугастого даніо.

Поставлена задача вирішується тим, що на основі визначення показників окисного стресу, гено- та нейротоксичності у тканинах смугастого даніо Danio rerio та порівняння їх з контрольними значеннями виявляють токсичні метаболіти синьо-зелених водоростей та визначають їх потенційну пошкоджувальну дію щодо людини та тварин. Результати визначення показників блоку окисного стресу уніфікують обраховуючи відхилення від контрольних значень та інтегрують за формулою: ІОС (індекс окисного стресу) = ( (КАТ + GST)/ ( (ТБК-АП + ОР).

За значеннями вимірюваних показників стресу і токсичності у групі оцінюємо рівень біобезпеки ціанотоксинів у досліджуваних зразках та класифікуємо відповідь індикаторного організму як:
· «безпечні біодобавки» – варіабельність значень показників токсичності та індексу окисного стресу у межах 20%; вживання біодобавок є безпечним для організму

· «умовно небезпечні добавки» – варіабельність значень щонайменше двох показників в межах ±20-40%; можливий пошкоджувальний вплив для організму

· «вживання біодобавок є небезпечним для організму» – індекс окисного стресу < ‑40% (пригнічення захисних сил організму, активацію прооксидантних процесів), варіабельність значень показника нейротоксичності (±40%) та/або генотоксичності (>+40%).
Запропонований спосіб здійснюється наступним чином: акваріумних рибок смугастого даніо Danio rerio експонують протягом 14 діб у фізіологічних розчинах біоактивних або харчових добавок, відповідно до рекомендованої добової дози для людини. Після закінчення експозиції виділяють тканину печінки та мозку і готують 10% гомогенат для дослідження. У зразках тканин визначають вміст продуктів перекисного окиснення ліпідів, утворення оксирадикалів, каталазну та глутатіонтрасферазну активності (блок окисного стресу), фрагментацію ДНК (у гепатоцитах) та холінестеразну активність (у тканині мозку). На основі порівняння одержаних значень з контрольними роблять висновок про безпеку біодобавок для здоров’я людини та тварин. 

Для характеристики рівня окисної деструкції ліпідів вимірюють утворення ТБК-активних продуктів в реакції з 2-тіобарбітуровою кислотою (Лущак та ін., 2004). Для цього 10% гомогенат тканин у К-фосфатному буфері, рН 7,4 змішують з 10% трихлороцтовою кислотою, центрифугують протягом 15 хв при 5000×g. До одержаного надосаду додають по 1,5 мл 0,7 мM розчину ТБК у 0,1 М HCl і витримують 20 хв на киплячій водяній бані. В якості контролю використовують проби, що містять замість надосаду буферний розчин для виділення.

Утворення ТБК-активних продуктів обчислюють за інтенсивністю поглинання забарвленого комплексу при 532 нм проти контролю на реактиви за молярним коефіцієнтом екстинкції комплексу ( = 1,56·105 М–1см–1 і виражають у нмоль/г тканини.

Пошкодження ДНК визначають як розриви ланцюгів депротеїнізованої ДНК методом лужного осадження в 10 % суспензії ізольованих клітин печінки коропа в 50 мМ трис-ЕДТА буферному розчині рН 8,0, що містить 0,5% натрію додецил сульфат (SDS) при хвилі збудження (ex.) = 360 нм та випромінювання (em.) = 450 нм на флуоресцентному мікропланшетному рідері або спектрофотометрі (Olive et al., 1988). 50 мкл суспезії ізольованих клітин змішують з 0,5 мл 50 мМ трис-ЕДТА буферу рН 8,0, що містить 0,5% SDS. Після цього відбирають 250 мкл гомогенату та додають 250 мкл суміші 2% SDS + 10 мМ ЕДТА + 40 мМ NaOH + 10 мМ трис. Через 1 хв до інкубаційної суміші додають 125 мкл 0,2 М KCl та інкубують протягом 10 хв при 60 оС. Після термообробки проби переносять в морозильну камеру на 20 хв, після чого центрифугують 15 хв при 6000 g. Для дослідження відбирають 100 мкл супернатанту, а також 100 мкл осаду, розчиненого в 1 мл гарячої води (65оС). Вміст ДНК (депротеїнізованої форми та в осаді) визначають за допомогою барвника Hoescht (Sigma) в присутності 0,4 M NaCl, 4 мM натрій холату та 0,1 M трис (pH 9,0), для запобігання проникнення слідових кількостей SDS у супернатант. Для приготування калібрувального розчину використовують комерційний препарат ДНК (Sigma) 1 мг/мл в 10 мМ трис-ЕДТА буферу, рН 8,0. Флуоресценцію реєструють при хвилі збудження (ex.) = 360 нм та випромінювання (em.) = 450 нм одразу та через 15 хв інкубації в темряві.

Активність холінестерази (КФ 3.1.1.7) визначають в розчинній фазі 10% гомогенату печінки колориметричним методом Елмана та інш. (1961) при 25 oC. за здатністю гідролізувати ацетилтіохолін йодид (АТХ). Як індикатор тіолових груп використовувають (ДТНБ). Реакційна суміш містить 3,0 мл Na-фосфатного буферу (pH 8,0, 0,1 M), 0,1 мл ДТНБ (0,01 M в 0,1 M фосфатного буферу, pH 8,0) і аліквоту розчинної фази гомогенату (0,02-0,05 мл). Реакцію ініціюють за допомогою 0,04 мл 0,075 М АТХ. Швидкість утворення тіонітробензоату реєструють при 412 нм протягом 10 хв. Активність ацетилхолінестерази виражають в нмоль гідролізованого АТХ хв-1мг білка -1.

Каталазну активність [КФ 1.11.1.6] визначають за методом Aebі (1974), який ґрунтується на розкладанні гідроген пероксиду каталазою зразка. Досліджувана суміш містила 50 мкг протеїну у 50 мМ К-фосфатному буфері, рН 7,0 за присутності 15 мМ Н2О2 в загальному об’ємі 3,0 мл. Реакцію ініціюють додаванням відповідного об’єму досліджуваної проби і вимірюють поглинання за 240 нм з 30-секундним інтервалом. Ензиматичну активність обчислюють за мілімолярним коефіцієнтом світлопоглинання гідроген пероксиду (ε=-0,04 мM‑1×cм-1) і виражають в мкмоль/(мг протеїну ×·хв).

Для визначення утворення оксирадикалів змішують 250 мкл 10% гомогенату (1:10 v/v) з буферним розчином, що містить 0,32 М сахарози, 20 мМ HEPES (pH 7,4), 1 мМ MgCl2, 0,5 мM фенілметилсульфоніл флуорид (Viarengo et al., 1997). Одержану суміш центрифугуємо при 12000×g та 4°C протягом 45 хв. Відбирають аліквоту супернатанту (40 мкл) та вносять її в суміш для визначення, яка містить 0,1 мл 67,65 мM HEPES (pH 7.2), 0,06 мл 0,75 М KCl, 0,024 мл 8,3 мМ MgCl2. Реакцію ініціюємо додаванням 1,44 мкл 2,5 мМ дигідрородаміну. Інтенсивність утворення оксирадикалів у фракції S12 крові оцінюють за утворенням флуоресцентного продукту родаміну 123 в реакції нефлуоресцентного деривату дигідрородаміну (Sigma, США) з активними формами оксигену при хвилі збудження (ex.) = 485 нм та випромінювання (em.) = 538 нм. Вимірювання проводять одразу та через 20 хв інкубації в темряві. Інтенсивність утворення оксирадикалів виражають в умовних одиницях флуоресценції (УОФ) на мг протеїну.
Глутатіонтрансферазну (GST) активність [КФ 2.5.1.18] визначають спектрофотометрично за утворенням адуктів 1-хлоро-2,4-динітробензолу з глутатіоном (Habig et al., 1974). Реакційна суміш містить 2,1 мл 100 мM Тріс буферу pH 7,4, 0,1 мл 1 мM глутатіону та 0,05 мл розчинної фази гомогенату тканини. Реакцію ініціюють додаванням 0,1 мл 1 мM 1-хлоро-2,4-динітробензолу в етанолі. Утворення адукту S-2,4-динітрофеніл глутатіону реєструють через 2 хв за збільшенням інтенсивності світлопоглинання при 340 нм проти контролю на реактиви. Активність ферменту обраховують за коефіцієнтом екстинкції комплексу (9,6 мM-1 cм-1) і виражають в нмоль (комплексу )/(хв-мг протеїну).

Реалізація корисної моделі проілюстрована на прикладі визначення ступеня біобезпеки харчових добавок на основі спіруліни та хлорели, виробленими провідними компаніями США, Європи та Азії. 

Приклад 1. Порівнювали якість ліофілізатів біоактивних добавок на основі хлорели, вироблених у Китаї, Індії, Японії, Тайвані та Португалії і доступних для вільного продажу в аптеках ЄС та України за реакцією тест-системи на основі молекулярно-біохімічних реакцій даніо. Визначали вміст продуктів перекисного окиснення ліпідів (ТБК-АП), утворення оксирадикалів (ОР), каталазну (КАТ) та глутатіонтрасферазну (GST) активності (блок окисного стресу), фрагментацію ДНК (у тканині печінки) та холінестеразну активність (ХЕ, у тканини мозку) після 14 діб їх експозиції у фізіологічних розчинах біодобавок, відповідно до рекомендованої добової дози для людини. Одержані результати представлені в таблиці 1.

Таблиця 1. Показники окисного стресу, гено- та нейротоксичності у тканині печінки та мозку даніо D. rerio за впливу біодобавок на основі хлорели, M, n=6

	
	К
	Chl1
	Chl2
	Chl3
	Chl4
	Chl5
	Chl6
	Chl7
	Chl8
	Chl9
	Chl0

	М (відхилення від контрою)

	ТБК-АП
	56,02
	-0,05
	0,06
	0,39
	0,26
	0,89
	0,54
	0,23
	0,87
	0,99
	0,16

	ОР
	26,26
	0,12
	0,05
	0,32
	0,64
	1,48
	1,42
	1,74
	0,32
	0,53
	0,13

	КАТ
	23,38
	-0,19
	-0,19
	0,13
	0,29
	-0,59
	-0,08
	0,06
	0,51
	0,53
	0,56

	GST
	687,39
	-0,16
	-0,04
	-0,18
	-0,20
	0,07
	-0,02
	-0,10
	-0,07
	-0,22
	-0,13

	ХЕ
	11,15
	0,16
	-0,20
	-0,42
	0,20
	0,42
	0,73
	1,10
	0,43
	0,55
	1,55

	ДНКфл
	5,85
	-0,12
	0,16
	0,00
	-0,11
	-0,00
	0,01
	0,27
	-0,03
	-0,15
	0,08

	М (відхилення від контрою) + 1

	ТБК-АП
	
	0,95
	1,06
	1,39
	1,26
	1,89
	1,54
	1,23
	1,87
	1,99
	1,16

	ОР
	
	1,12
	1,05
	1,32
	1,64
	2,48
	2,42
	2,74
	1,32
	1,53
	1,13

	КАТ
	
	0,81
	0,81
	1,13
	1,29
	0,41
	0,92
	1,06
	1,51
	1,53
	1,56

	GST
	
	0,84
	0,96
	0,82
	0,80
	1,07
	0,98
	0,90
	0,93
	0,78
	0,87

	ІОС (індекс окисного стресу) = ( (КАТ + GST)/ ( (ТБК-АП + ОР)

	ІОС, %
	
	-19,98
	-15,82
	-27,85
	-27,96
	-66,12
	-52,13
	-50,52
	-23,70
	-34,58
	6,21

	ХЕ, %
	
	16
	-20
	-42
	20
	42
	73
	110
	43
	55
	155

	ДНКфл, %
	
	-12
	16
	0
	-11
	0
	1
	27
	-3
	-15
	8

	Рівень біобезпеки

	
	
	ББ
	ББ
	УНБ
	УНБ
	БЗ
	БЗ
	БЗ
	УНБ
	УНБ
	УНБ


Примітка: Для контрольної групи наведені абсолютні значення, для дослідних груп ‑ відхилення від контролю. Країни-виробники добавок: Китай: Chl1, Chl 5-8, Chl10, Тайвань: Chl 2, Японія: Chl 3, Індія: Chl 4, Португалія: Chl9. Позначення рівня біобезпеки: ББ - безпечні біодобавки, УНБ - умовно небезпечні добавки, БЗ - вживання біодобавок є небезпечним для організму.
Приклад 2. Порівнювали якість ліофілізатів ліпофільних фракцій біоактивних добавок на основі спіруліни, вироблених у Китаї, Тайвані та США і доступні для вільного продажу в аптеках ЄС та України за реакцією тест-системи на основі молекулярно-біохімічних реакцій даніо. Визначали вміст продуктів перекисного окиснення ліпідів, утворення оксирадикалів, каталазну та глутатіонтрасферазну активності (блок окисного стресу у тканині печінки), фрагментацію ДНК (у тканині печінки) та холінестеразну активність (у тканині мозку) після 14 діб їх експозиції у фізіологічних розчинах біодобавок, відповідно до рекомендованої добової дози для людини. Одержані результати представлені в таблиці 2.

Таблиця 2. Показники окисного стресу, гено- та нейротоксичності у тканині печінки та мозку даніо D. rerio за впливу біодобавок на основі спіруліни, M, n=6

	
	К
	Sp1
	Sp2
	Sp3
	Sp4
	Sp5
	Sp6
	Sp7

	М (відхилення від контрою)

	ТБК-АП
	56,02
	0,50801
	0,41877
	-0,103
	0,10069
	-0,1396
	0,18536
	0,47826

	ОР
	26,26
	0,20101
	1,049
	-0,0631
	-0,0136
	-0,0669
	0,40915
	0,45485

	КАТ
	23,38
	0,04813
	-0,1872
	0,13369
	-0,2086
	-0,0053
	0,02674
	0,54011

	GST
	687,39
	-0,0121
	-0,0303
	-0,2061
	0,32121
	-0,0667
	-0,0788
	-0,0061

	ХЕ
	11,15
	0,33063
	0,55851
	0,42304
	-0,1987
	1,20377
	-0,3376
	0,00012

	ДНКфл
	5,85
	0,03823
	0,15592
	-0,1214
	0,00679
	-0,174
	-0,0174
	-0,0389

	М (відхилення від контрою) + 1

	ТБК-АП
	
	1,50801
	1,41877
	0,89703
	1,10069
	0,86041
	1,18536
	1,47826

	ОР
	
	1,20101
	2,049
	0,93689
	0,9864
	0,93308
	1,40915
	1,45485

	КАТ
	
	1,04813
	0,81283
	1,13369
	0,79144
	0,99465
	1,02674
	1,54011

	GST
	
	0,98788
	0,9697
	0,79394
	1,32121
	0,93333
	0,92121
	0,99394

	ІОС (індекс окисного стресу) = ( (КАТ + GST)/ ( (ТБК-АП + ОР)

	ІОС, %
	
	-24,84
	-48,59
	5,11
	1,22
	7,50
	-24,92
	-13,61

	ХЕ, %
	
	33,1%
	55,9%
	42,3%
	-19,9%
	120,4%
	-33,8%
	0,0%

	ДНКфл, %
	
	3,8%
	15,6%
	-12,1%
	0,7%
	-17,4%
	-1,7%
	-3,9%

	Рівень біобезпеки

	
	
	УНБ
	БЗ
	УНБ
	ББ
	УНБ
	УНБ
	ББ


Примітка: Для контрольної групи наведені абсолютні значення, для дослідних груп ‑ відхилення від контролю. Країни-виробники добавок: Китай: Sp1-4, Sp7, Тайвань: Sp5, США: Sp6. Позначення рівня біобезпеки: ББ - безпечні біодобавки, УНБ - умовно небезпечні добавки, БЗ - вживання біодобавок є небезпечним для організму
Приклад 3. Порівнювали якість ліофілізатів ліпофільних фракцій біоактивних добавок на основі спіруліни, вироблених у Китаї та Індії і доступні для вільного продажу в аптеках ЄС та України за реакцією тест-системи на основі молекулярно-біохімічних реакцій даніо. Визначали вміст продуктів перекисного окиснення ліпідів, утворення оксирадикалів, каталазну та глутатіонтрасферазну активності (блок окисного стресу), фрагментацію ДНК (у тканині печінки) та холінестеразну активність (у тканині мозку) після 14 діб їх експозиції у фізіологічних розчинах біодобавок, відповідно до рекомендованої добової дози для людини. Одержані результати представлені в таблиці 3.

Таблиця 3. Показники окисного стресу, гено- та нейротоксичності у тканині печінки та мозку даніо D. rerio за впливу біодобавок на основі спіруліни, M, n=6

	
	К
	Sp8
	Sp9
	Sp10
	Sp11
	Sp12
	Sp13

	М (відхилення від контрою)

	ТБК-АП
	56,02
	-0,1579
	-0,1007
	-0,1442
	-0,6934
	-0,6659
	-0,6247

	ОР
	26,26
	-0,0288
	-0,0161
	0,90098
	-0,1152
	-0,0999
	0,05369

	КАТ
	23,38
	0,70053
	0,17647
	0,08021
	0,3369
	0,26738
	1,78075

	GST
	687,39
	0,05455
	-0,0242
	-0,0364
	-0,2455
	0,03636
	-0,103

	ХЕ
	11,15
	-0,241
	-0,212
	-0,293
	-0,512
	-0,515
	-0,517

	ДНКфл
	5,85
	-0,130
	-0,088
	0,005
	-0,060
	0,280
	-0,236

	М (відхилення від контрою) + 1

	ТБК-АП
	
	0,84211
	0,89931
	0,85584
	0,30664
	0,3341
	0,37529

	ОР
	
	0,97117
	0,98386
	1,90098
	0,88484
	0,90008
	1,05369

	КАТ
	
	1,70053
	1,17647
	1,08021
	1,3369
	1,26738
	2,78075

	GST
	
	1,05455
	0,97576
	0,96364
	0,75455
	1,03636
	0,89697

	ІОС (індекс окисного стресу) = ( (КАТ + GST)/ ( (ТБК-АП + ОР)

	ІОС, %
	
	51,9394
	14,28707
	-25,8619
	75,53348
	86,66298
	157,3677

	ХЕ, %
	
	-24,1%
	-21,2%
	-29,3%
	-51,2%
	-51,5%
	-51,7%

	ДНКфл, %
	
	-13,0%
	-8,8%
	0,5%
	-6,0%
	28,0%
	-23,6%

	Рівень біобезпеки

	
	
	УНБ
	УНБ
	УНБ
	УНБ
	УНБ
	УНБ


Примітка: Для контрольної групи наведені абсолютні значення, для дослідних груп ‑ відхилення від контролю. Країни-виробники добавок: Китай: Sp8-12, Індія: Sp13. Позначення рівня біобезпеки: ББ – безпечні біодобавки, УНБ – умовно небезпечні добавки, БЗ – вживання біодобавок є небезпечним для організму 

Як ми продемонстрували на прикладі молекулярно-біохімічних реакцій даніо, 60% та 31% біодобавок на основі хлорели та спіруліни, відповідно, індукували збільшення холінестеразної активності у тканині мозку даніо. Це вказує на те, що аналізовані ліпофільні фракції біодобавок на основі мікроводоростей можуть містити сполуки, що спричиняють порушення холінергічного гомеостазу, які, в свою чергу, призводять до деградації ацетилхоліну та зниження регуляції його рецепторів. З іншого боку, вплив 61,5% фракцій спіруліни і однієї фракції хлорели викликав зниженням холінестеразної активності, що може бути пов’язано із підвищенням рівня ацетилхоліну та надмірною стимуляцією холінергічних рецепторів. Як збільшення, так і пригнічення холінестеразної активності можуть бути пов’язані з побічними ефектами, хоча їх потенційне виникнення потребує подальшої оцінки. Офіційно зареєстрованих випадків прояву розладів нейрогуморальної системи у людини після застосування хлорели та спіруліни немає. Однак одержані нами результати дозволяють припустити, що аналізовані харчові добавки можуть містити ліпофільні сполуки, що мають потенційну нейромодулюючу активність.

Окрім нейромодулюючої дії, аналізовані ліпофільні фракції біодобавок на основі хлорели та спіруліни викликали прояви генотоксичності за збільшенням частоти розривів ланцюгів ДНК. Цитотоксичність екстрактів харчових добавок Хлорели та Спіруліни раніше була продемонстрована in vitro в клітинах A549, хоча жоден з аналізованих зразків не містив ціанотоксинів, зокрема мікроцистину, нодулярину, сакситоксину, анатоксину-а та циліндроспермопсину (Heussner et al., 2018). Також, відомі випадки проявів ознак гепатотоксичності, пов’язаної із вживанням харчових добавок на основі хлорели та спіруліни (Marles et la., 2011, Costa et al., 2018). Загалом, це підкреслює, що безпека харчових біодобавок на основі мікроводоростей є сумнівною. Однак, слід мати на увазі, що фракції трьох препаратів спіруліни, проаналізовані нами, володіли чітко-вираженим антиоксидантним ефектом і знижували рівень перекисного окислення ліпідів порівняно з контролем, що відповідає гепатопротекторним властивостям цих продуктів, про які повідомлялося раніше in vitro, in vivo та протягом клінічних випробувань (Mazokopakis et al., 2014).

Таким чином, пропонований нами спосіб дозволяє кількісно та якісно оцінити ступінь біобезпеки біоактивних та харчових добавок на основі мікроводоростей та спрогнозувати їх ефект для живих організмів/кінцевих споживачів продукції, може бути реалізований як за умов in vitro так й in vivo і застосований як у практиці оцінки якості, стандартизації, так і в експериментальному визначенні токсичності синтетичних аналогів альготоксинів та визначенні ступеня ефективності антидотів до них.
Ректор









Б.Б. Буяк 
Автори: 

Г.І. Фальфушинська

О.І. Боднар

О.В. Лущак

Н.М. Касянчук

І.О. Осипенко
