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Целью настоящей работы стала оценка возможности использования сорбентов на 
основе полиэтиленимина (ПЭИ) для эффективного сбора биомассы микроводорослей 
(МВ). Серия пористых и нерастворимых полимерных материалов была получена путем 
сшивания ПЭИ эпихлоргидрином. Изучение кинетики и оценка эффективности иммо-
билизации клеток модельной культуры Chlorella vulgaris на сорбентах показали, что уже 
в течение 3 ч к поверхности сорбентов прикрепляется в среднем 39–75% клеток, при этом 
на начальном этапе иммобилизации сорбирующая активность полимерных материалов 
зависит от соотношения ПЭИ и сшивающего агента. Дополнительная квартенизация 
одного из сорбентов путем алкилирования диметилсульфатом приводила к резкому уве-
личению его сорбирующей активности в отношении клеток модельной культуры МВ. 
Изучение процесса десорбции показало, что клетки МВ Ch. vulgaris практически необра-
тимо иммобилизуются на поверхности всех изученных сорбентов на основе сшитого 
эпихлоргидрином ПЭИ.
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В настоящее время спрос на биомассу микро-

водорослей (МВ), а также продукты на их основе 

неуклонно растет. Применяемые методы сбора МВ 

дорогостоящи, энергозатратны и трудоемки [1] и 

определяют в среднем на 20–30% себестоимость 

биомассы. С другой стороны, зарегистрированные 

в различных водоемах явления массового развития 

фототрофных микроорганизмов, в том числе МВ, 

создают целый ряд проблем. Ежегодно фиксируется 

около 150 тыс. случаев отравления людей рыбой 

или другими продуктами, содержащими токсины 

фототрофных микроорганизмов [2]. Таким образом, 

поиск новых сорбентов, позволяющих эффектив-

но собирать биомассу как токсичных, так и био-

технологически значимых культур МВ, является 

актуальной задачей.

Мы предположили, что пористые сорбенты на 

основе полиэтиленимина (ПЭИ) благодаря содер-

жанию многочисленных аминогрупп на поверх-

ности [3] будут обладать высоким сродством к по-

верхностным структурам МВ и таким образом 

обеспечивать их быстрое и устойчивое прикрепление.

Целью настоящей работы стали синтез сор-

бентов на основе ПЭИ, обеспечивающих высокую 

скорость и полноту сбора биомассы МВ, а также 

исследование структуры поверхности и сорбцион-

ной активности таких сорбентов в отношении мо-

дельной культуры МВ.

Материалы и методы

Объект исследования. В качестве модельной 
была выбрана культура Chlorella vulgaris (IPPAS 
S-2014), культивирование которой проводили по 
методике, описанной ранее [4].

Получение сорбентов. Сшивку сорбентов на 
основе ПЭИ проводили при нагревании, используя 
эпихлоргидрин в различных массовых концентра-
циях (7,5%; 15%; 30%), далее проводили дегидрата-
цию продукта по аналогии с методикой, описанной 
в работе Нуждиной и соавт. [5]. При этом были 
получены пористые нерастворимые сорбенты П-Э30, 
П-Э15, П-Э7,5 с различным соотношением ос-
новных компонентов “ПЭИ:эпихлоргидрин”. 
Сорбент П-Э30 был дополнительно алкилирован 
диметилсульфатом, как описано ранее [5], для 
создания полимера П-КЭ30, содержащего четвер-
тичные аммонийные группы на поверхности.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ). 
Для исследования поверхности сорбентов и особен-
ностей прикрепления клеток МВ образцы поли-
мерных материалов готовили, как описано в работе 
Лобаковой и соавт. [4].

Изучение кинетики и оценка эффективности 
иммобилизации клеток МВ на сорбентах. Изучение 
кинетики иммобилизации клеток и определение 
остаточного содержания хлорофилла (Хл) прово-
дили по методике, описанной ранее [4]. Эффек-
тивность иммобилизации (Эим) клеток МВ на сор-
бентах определялась по формуле: 
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Эим = (СХл1 – СХл2) · 100% / СХл1,

где Эим – эффективность иммобилизации культуры 

на сорбенте (%); СХл1 – содержание Хл в контроле 

(мг/л); СХл2 – остаточное содержание Хл в сус-

пензии клеток при иммобилизации в течение опре-

деленного интервала времени (мг/л). 

Изучение десорбции клеток. Для изучения про-

цесса десорбции образцы полимерных материалов 

с иммобилизованными клетками погружали в колбы 

объемом 50 мл, содержащие по 20 мл 0,5 М NaOH 

или 20%-ного раствора NaCl. Затем колбы поме-

щали в термостатируемый шейкер Innova-44 (New 

Brunswick, США) и инкубировали в течение 24 ч 

при 120 об./мин и температуре 25°С. Процесс де-

сорбции контролировали по изменению содержа-

ния хлорофилла в суспензии, содержащей откре-

пившиеся от сорбента клетки МВ. Отбор образцов 

осуществляли через 1, 3 и 24 ч от начала инкуба-

ции, для чего отбирали 1 мл суспензии клеток и 

определяли содержание в ней хлорофилла. 

Результаты и обсуждение

В настоящее время для получения материалов 
на основе химически сшитого ПЭИ используют 
различные сшивающие агенты, в частности, хлор-
ангидрид себациновой кислоты, терефталевый 
альдегид, эпихлоргидрин, 1,5-дибромпентан [5–7], 
позволяющие получать твердые полимерные ма-
териалы, обладающие разнообразными физико-
химическими свойствами и отличающиеся фор-
мой и характером поверхности. 

Исследование поверхности сорбентов, прове-
денное методом СЭМ, показало, что все синтези-
руемые сорбенты представляют собой частицы не-
симметричной формы размером от 0,5 до 1,5 см. 
Они характеризуются наличием макропор диаметром 
от 2 до 40 мкм (рис. 1, А), при этом их количество 
зависит от соотношения “ПЭИ:эпихлоргидрин” 
в составе сорбента. Наибольшая степень пористости 
характерна для полимера П-Э30 (массовое содер-
жание эпихлоргидрина 30%), обладающего одно-
родной пористой поверхностью. По мере умень-
шения количества сшивающего агента количество 
пор на поверхности сорбентов уменьшается – так, 
на поверхности сорбента П-Э7,5 (массовое содер-
жание эпихлоргидрина 7,5%) наблюдается чередова-
ние участков с гладкой и пористой поверхностью.

Исследование поверхности сорбентов после 
их инкубации с клетками Сh. vulgaris показало, что 
клетки МВ уже через 3 ч инкубации заселяют зна-
чительное количество пор и межпористое простран-
ство на поверхности полимеров (рис. 1, Б). Через 
24 ч наблюдается образование однородного моно-
слоя клеток на поверхности всех синтезируемых 
сорбентов. Известно, что полисахариды, белки и 
полипептиды, входящие в состав поверхностных 
структур клеток МВ и имеющие отрицательно за-
ряженные группы (как правило, карбоксильные), 
эффективно взаимодействуют с поверхностью по-
ликатионных полимеров на основе ПЭИ. Следует 
добавить, что в водных растворах ПЭИ обладают 
склонностью к образованию многочисленных меж-
молекулярных водородных связей, за счет чего проч-
ность связывания ПЭИ с клеточными стенками 
МВ может увеличиваться [3].

Исследование кинетики иммобилизации кле-
ток МВ на синтезированных полимерных материа-
лах показало, что наиболее эффективным следует 
считать квартенизованный сорбент П-КЭ30 – так, 
уже в течение 1 ч инкубации содержание непри-
крепленных к сорбенту клеток МВ (определенное 
по остаточному содержанию Хл в среде) снижалось 
почти в четыре раза по сравнению с его начальной 
концентрацией в суспензии (рис. 2, А), при этом 
рассчитанная Эим для сорбента П-КЭ30 составляла 
76,4% (рис. 2, Б). Остальные сорбенты со значи-
тельно меньшей скоростью сорбировали клетки 
на начальной стадии процесса иммобилизации – 
так, например, через 3 ч Эим для сорбентов П-Э30, 
П-Э15 и П-Э7,5 не превышала 58,2%, в то время 

Рис. 1. Микрофотографии поверхности сорбентов и иммоби-
лизованных клеток Сh. vulgaris. А – сорбент П-Э30, Б – клетки 

Сh. vulgaris, иммобилизованные на сорбенте П-Э15
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как для квартенизованного сорбента П-КЭ30 Эим 

составила около 92,5% (рис. 2, Б).

Следует отметить, что в начальный период им-

мобилизации (от 1 до 3 ч) отмечалась зависимость 

Эим сорбентов от соотношения в них основных 

компонентов “ПЭИ:эпихлоргидрин”. Как видно 

на рис. 2, снижение количества сшивающего агента 

в составе сорбента приводило к увеличению коли-

чества прикрепленных клеток: через 3 ч инкубации 

Эим сорбентов с содержанием эпихлоргидрина 30% 

и 7,5% составляла 39% и 58% соответственно. Ука-

занный эффект может объясняться бóльшим коли-

чеством первичных аминогрупп в сорбентах с более 

низким содержанием сшивающего агента. Именно 

эти положительно заряженные группы на поверх-

ности сорбентов связываются с отрицательно за-

ряженными карбоксильными и сульфогруппами, 

входящими в состав компонентов клеточной стенки 

МВ Сh. vulgaris. Через 24 ч инкубации Эим на всех 

сорбентах составляла от 81 до 94%, а через 48 ч 

процесс иммобилизации клеток практически завер-

шался (рис. 2).

Таким образом, изучение кинетики иммобили-

зации клеток МВ на сорбенте П-КЭ30 показало, 

что использованный прием квартенизации сорбента 

путем присоединения диметилсульфата приводит 

к существенному увеличению скорости сорбции 

клеток на поверхности носителя. Чрезвычайно 

высокая скорость связывания сорбента с клетками 

МВ в первые часы инкубации, возможно, объяс-

няется наличием в составе сорбента П-КЭ30 чет-

вертичных атомов азота и наибольшей величиной 

поверхностного заряда, характеризующего этот 

Рис. 2. Оценка кинетики и эффективности иммобилизации клеток Сh. vulgaris на сорбентах на основе ПЭИ. 
А – кинетика иммобилизации, Б – эффективность иммобилизации

сорбент. Сорбенты П-Э30, П-Э15 и П-Э7,5, со-

держащие только первичные, вторичные и третич-

ные атомы азота, уступали сорбенту П-КЭ30 только 

на начальном этапе иммобилизации, а через 48 ч 

Эим всех синтезированных сорбентов на основе 

сшитого эпихлоргидрином ПЭИ была практиче-

ски одинаковой (рис. 2, Б).

Для оценки прочности прикрепления клеток 

Сh. vulgaris к поверхности исследуемых поликати-

онных полимеров изучали процесс их десорбции 

в растворах NaOH и NaCl. Предполагалось, что 

электростатические взаимодействия, возникающие 

между положительно заряженными атомами азота 

в составе сорбентов и отрицательно заряженными 

компонентами поверхностных структур клеток 

Сh. vulgaris, должны существенно ослабевать в усло-

виях высоких значений рН и ионной силы раствора. 

Результаты проведенных экспериментов показали, 

что значительное увеличение ионной силы среды 

не приводит к десорбции клеток, а в щелочной 

среде с поверхности всех изученных сорбентов от-

крепляется не более 12–15% клеток МВ. На осно-

вании полученных результатов можно заключить, 

что клетки Сh. vulgaris практически необратимо 

иммобилизуются на поверхности протестирован-

ных полимерных материалов. 

Таким образом, можно полагать, что сорбенты 

на основе сшитых ПЭИ могут быть использованы 

для эффективной и практически необратимой 

сорбции клеток фотосинтезирующих микроорга-

низмов.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (проект № 16-14-00112).
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HARVESTING OF MICROALGAE BIOMASS WITH POLYETHYLENIMINE-BASED 
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The purpose of this work was to investigate the sorbents on the basis of polyethylenimine 
(PEI) intended for collecting biomass of microalgae (MA). For this purpose, a series of porous 
and insoluble polymeric materials were synthesized by cross-linking of PEI with epichlorohy-
drine. The analysis of kinetics and efficiency of immobilization assessed for the model culture 
Chlorella vulgaris, revealed that already within 3 h of incubation, 39–75% of MA cells attached 
to the surface of tested sorbents. It was shown that on the initial stage of immobilization the 
sorption activity of polymeric materials depended on the “PEI:crosslinker” ratio. One of the 
tested sorbents was additionally quartenized by alkylation with dimethyl sulphate resulting in 
sharp increase of its sorption activity. The estimation of the MA desorption from polymeric sur-
face showed that most Ch. vulgaris cells were practically irreversibly immobilized on all tested 
sorbents based on the PEI cross-linked with epichlorohydrine.

Keywords: microalgae, immobilization, sorbents, cross-linked polyethylenimines, biomass 
harvesting, polymeric materials 
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