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ИССЛЕДОВАНИЕ ЗАВИСИМОСТИ ЭФФЕКТИВНОСТИ СБОРА 
БИОМАССЫ ЦИАНОБАКТЕРИИ Arthrospira platensis ОТ ФИЗИКО-

ХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ИСПОЛЬЗУЕМОГО ХИТОЗАНА
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Проведена оценка эффективности использования хитозанов с различными характеристиками (мо-
лекулярная масса, вязкость и степень деацетилирования), при сборе биомассы цианобактерии Ar-
throspira platensis методом флокуляции. Показано, что молекулярная масса полимера является ос-
новной характеристикой, влияющей на данный процесс. Эффективность флокуляции для всех испы-
танных образцов хитозана достигла 90% в течение часа после начала процесса. При использовании в
качестве флокулянта хитозанов с молекулярной массой 250 ± 50 кг/моль и степенью деацетилирования
65 ± 5% для достижения эффективности флокуляции 95% потребовалось не более 5 мин. Из полу-
ченной в результате флокуляции биомассы проводили одностадийную экстракцию фикобилипро-
теинов – С-фикоцианина и аллофикоцианина. Применение хитозана в процессе сбора биомассы
не повлияло на степень извлечения фикобилипротеинов, однако повысило чистоту и антиокси-
дантную активность первичного экстракта на 41–50% и 30% соответственно относительно контро-
ля в зависимости от характеристик хитозана. Таким образом, использование природного биополи-
мера хитозана в процессе флокуляции суспензии клеток цианобактерии A. platensis значительно со-
кращает время сбора биомассы и повышает чистоту первичных экстрактов фикобилипротеинов,
что позволяет использовать их в пищевой и косметической промышленностях, минуя дополнитель-
ную стадию очистки.

Ключевые слова: С-фикоцианин, Arthrospira platensis, хитозан, флокуляция
DOI: 10.56304/S0234275824010101

Сегодня промышленное производство микро-
водорослей и цианобактерий сталкивается с крайне
актуальной проблемой – проблемой эффективного
сбора накопленной биомассы. В первую очередь
это связано с расширяющимися перспективами
применения биомассы фототрофных микроорга-
низмов и ее компонент в производстве продуктов
питания, кормов для животноводства, биологи-
чески активных добавок, различных видов био-
топлива, биоудобрений, биополимеров, биости-
муляторов, биопестицидов, а также веществ с вы-
сокой добавленной стоимостью [1–3]. В тоже время
сбор биомассы микроводорослей и цианобактерий
затруднен из-за низкой концентрации клеток в
культуральной среде (0.5–5 г/л), а также их не-
большого размера (3–20 мкм) [4, 5]. В связи с

этим именно на эту стадию приходится до 30%
общих затрат на производство биомассы микро-
организмов [3, 6, 7]. На данный момент ни один
из существующих методов, применяемых для фо-
тотрофных микроорганизмов нельзя считать эко-
номически целесообразным и в то же время эф-
фективным [8, 9]. Поэтому текущая исследова-
тельская деятельность в этой области в основном
направлена на разработку таких технологий, ко-
торые могут максимизировать количество био-
массы, собираемое с литра питательной среды,
при минимизации связанных с этим материаль-
ных затрат и потребления энергии.

При масштабном культивировании в откры-
тых прудах, каскадных системах или промышлен-
ных фотобиореакторах сбор биомассы микрово-
дорослей и цианобактерий обычно зависит от
свойств используемого организма. Так, микроор-
ганизмы, демонстрирующие естественную спо-
собность к осаждению (автофлокуляции), можно

Список сокращений: СД – степень деацетилирования,
ФБП – фикобилипротеины, АОА – антиоксидантная
активность.
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относительно дешево осаждать в простых отстой-
никах, что, однако, сопряжено с длительным
простаиванием оборудования из-за ненадежно-
сти и продолжительности процесса автофлокуля-
ции, ограничено случаем суспензий высокой плот-
ности, а также низким выходом биомассы [9, 10].
Для других микроорганизмов подбирается опти-
мальный вариант из следующего списка наиболее
часто используемых методов: центрифугирова-
ние, фильтрация, флотация, коагуляция, флоку-
ляция, а также электрофоретические и магнитофо-
ретические методы [9–12]. Подбор конкретного ме-
тода основан на необходимой эффективности
сбора, допустимых капитальных и эксплуатаци-
онных затратах, а также конечной цели использо-
вания собранной биомассы [9].

В качестве наиболее перспективных методов
отделения биомассы фототрофных микроорга-
низмов от культуральной жидкости рассматрива-
ются процессы коагуляции и флокуляции [3, 9,
13, 14]. Основа этих двух методов крайне схожа и за-
ключается в добавлении к суспензии клеток фото-
трофных микроорганизмов химических реагентов
(коагулянтов или флокулянтов), адсорбирующихся
на поверхности клеток, нейтрализуя их отрицатель-
ный поверхностный заряд, и способствующих об-
разованию клеточных агломератов. При этом
флокуляция рассматривается как более совер-
шенная технология сбора биомассы микроорга-
низмов, поскольку кроме нейтрализации поверх-
ностного заряда флокулянты в основном за счет
длинных полимерных цепей способствуют связы-
ванию клеток микроводорослей и цианобактерий
между собой в крупные спутанные агрегаты (меха-
низмы patching и bridging) [9, 14]. Со временем агре-
гаты увеличиваются в размерах и, в итоге в зави-
симости от их плотности либо оседают под действи-
ем силы тяжести, либо всплывают на поверхность
осветленной культуральной жидкости. Широкая
распространенность применения процессов коагу-
ляции и флокуляции как при мелко-, так и при круп-
номасштабном производстве биомассы объясняется
применимостью к различным видам фототрофных
микроорганизмов и условиям культивирования, эф-
фективностью отделения биомассы от культураль-
ной жидкости, относительно низкими капитальны-
ми и эксплуатационными затратами, энергоэффек-
тивностью, а также неразрушающим воздействием
на клетки микроорганизмов [9, 10, 14].

В качестве химических реагентов, способству-
ющих флокуляции, могут использоваться орга-
нические и неорганические соединения. Среди
последних чаще всего используются сульфаты и
хлориды железа и алюминия, а также другие соли
мультивалентных металлов [9, 15]. В случае орга-
нических флокулянтов выбирают между натураль-
ными и синтетическими полимерными соединени-
ями. В идеале флокулянт должен надежно и пред-
сказуемо работать, добываться из возобновляемых

ресурсов, исключать загрязнение биомассы и из-
влекаемых из нее целевых веществ, допускать
свое повторное использование и повторное ис-
пользование культуральной жидкости, а также
быть дешевым, нетоксичным, эффективным в низ-
ких концентрациях [14]. Так, для многих конечных
продуктов недопустима контаминация металлами
или синтетическими полимерами. Это означает,
что либо после процесса флокуляции необходимо
предусматривать стадию очистки биомассы, что
может повысить стоимость производства продук-
та, либо использовать нетоксичный и биосовме-
стимый натуральный флокулянт [9, 15].

Таким флокулянтом является хитозан – один
из наиболее перспективных биоразлагаемых на-
туральных полимеров, который получают путем
частичного деацетилирования распространенного
природного полисахарида хитина. Хитозан широко
применяется в биотехнологии, сельском хозяй-
стве, медицинских технологиях, биоинженерии,
пищевой промышленности и т.д. [15–17]. Эффек-
тивность его применения как флокулянта объяс-
няется наличием длинных полимерных цепей и
возможностью создания положительного заряда
высокой плотности (особенно при величине pH в
диапазоне 6–7), что позволяет ему собирать боль-
шие агрегаты клеток микроорганизмов (флоку-
лы) и способствовать быстрому и эффективному
сбору биомассы [18]. Положительный заряд мак-
ромолекул хитозана обусловлен наличием в цепи
полимера первичных аминогрупп, которые высво-
бождаются в процессе деацетилирования. Этот тип
функциональных групп в кислых средах присо-
единяет протоны, что придает хитозану свойства
поликатиона [19]. Такие заряженные макромоле-
кулы способны образовывать ионные комплексы
с широким спектром природных и искусствен-
ных объектов, в том числе, с отрицательно заря-
женными клеточными мембранами. Поэтому
важнейшей характеристикой биополимера, наря-
ду с молекулярной массой, является степень деаце-
тилирования, которая показывает отношение числа
деацетилированных звеньев к общему числу эле-
ментарных звеньев в цепи. С повышением степени
деацетилирования не только улучшается раствори-
мость полимера, но также более ярко проявляют-
ся биологические эффекты. Молекулярная масса
хитозана тоже влияет на его сорбционную актив-
ность, но большую роль в сорбции-десорбции тех
или иных биологических объектов будут играть
гидрофильно-гидрофобные взаимодействия, по-
этому зависимость от молекулярной массы не
столь однозначна, как в случае степени деацети-
лирования [20].

Производство биомассы цианобактерий рода
Arthrospira составляет свыше 30% от общемирово-
го производства биомассы фототрофных микро-
организмов [21]. Следует отметить, что согласно
прогнозам [3] к 2026 году мировые продажи продук-
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тов на основе биомассы цианобактерий рода Arthro-
spira составят 2 миллиарда долларов США . В по-
следние годы коммерциализации Arthrospira во
многом способствует особо ценный компонент ее
биомассы – С-фикоцианин (С-ФЦ), пигмент-бел-
ковый комплекс, выполняющий светособираю-
щую и антиоксидантную функции в клетке [21].
Рыночный спрос на С-ФЦ в последние несколько
лет постоянно растет, что вызвано возможностя-
ми его применения в пищевой, косметической,
фармацевтической промышленностях, меди-
цинской диагностике и терапии, лабораторных
исследованиях и некоторых других областях в
качестве красителя, действующего вещества
или флуоресцентной метки [22, 23]. В частно-
сти фармакологическая и физиологическая ак-
тивность С-ФЦ, заключающаяся в антиокси-
дантном, противовоспалительном, гепатопро-
текторном, нейропротекторном, противо-
раковом, противоопухолевом, иммуномодули-
рующим действиях, потенциально позволяет при-
менять его при лечении ряда заболеваний [24]. Та-
ким образом, исходя из востребованности и широ-
кой применимости этого вещества, с 2020 по 2030
год ожидается рост мирового рынка С-ФЦ более
чем в 2.5 раза, до 0.4 миллиарда долларов США
[23]. При этом крайне важным параметром, влия-
ющим на область применения и стоимость С-
ФЦ, является чистота (индекс чистоты) конечно-
го вещества [23, 24]. Так, индекс чистоты менее 0.7
позволяет применять С-ФЦ лишь в пищевой про-
мышленности, выше 1.5 – в косметической, до 3.9
– как реагент, а С-ФЦ с чистотой выше 4.0 уже
применяется в фармацевтических и аналитиче-
ских целях [18].

Целью настоящей работы стало изучение зави-
симости эффективности процесса флокуляции ци-
анобактерии Arthrospira platensis, а также свойств
первичных экстрактов фикобилипротеинов, вклю-
чающих С-фикоцианин и получаемых из сфлоку-
лированной биомассы, от физико-химических
свойств хитозана, используемого в качестве фло-
кулянта.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Материалы

Объектом исследования был выбран штамм
В-12619 нитевидной алкалифильной цианобакте-
рии Arthrospira platensis (Всероссийская Коллекция
Промышленных Микроорганизмов). Культивиро-
вание проводили согласно [18], на модифицирован-
ной питательной среде Заррука (компонентный
состав аналогичен [18]) в колбах Эрленмейера
объемом 2 л с 1 л суспензии клеток в шейкере-ин-
кубаторе Innova 42R (Eppendorf New Brunswick,
Германия) (30°C, 140 об/мин, плотностью потока
фотосинтетически активного излучения (PAR)

14–16 мкМ/(м2 с)). Контроль роста и накопления
биомассы проводили измерением оптической
плотности (OD) при 680 и 750 нм с использовани-
ем спектрофотометра Genesys 10S UV-Vis (Ther-
mo Fisher Scientific, США).

В работе в качестве флокулянтов использовали
5 образцов хитозана с различными характеристи-
ками (Primex ChitoClear, Сиглюфьордюр, Ислан-
дия).

Определение молекулярной массы и вязкости 
образцов хитозана

Молекулярную массу испытуемых образцов хи-
тозана рассчитывали по уравнению Марка–Куна–
Хаувинка (уравнение 1), при этом характеристиче-
скую вязкость растворов полимеров исследовали
методом капиллярной вискозиметрии на вискози-
метре Уббелоде. Измерения проводили при 25°C, в
качестве растворителя использовали натрий-аце-
татный буфер с рН = 4.5 (K = 1.38 × 10–4, α = 0.85).

(1)

где: [η] – характеристическая вязкость раствора
полимера (определяют путем экстраполяции на
нулевую концентрацию), Мη – средневязкостная
молекулярная масса полимера, K и α – констан-
ты, величина которых зависит от температуры и
природы полимера.

Определение степени деацетилирования 
образцов хитозана

Степень деацетилирования (СД) хитозана опре-
деляли методом ЯМР спектроскопии и методом
потенциометрического титрования.

При определении СД методом ЯМР спектро-
скопии концентрации исследованных растворов
хитозана в смеси DCl/D2O 1 : 99 (w/w) составили
1–2 мг/мл. Выбор концентрации обусловлен вы-
сокой вязкостью растворов, что вызывает затрудне-
ния при измерениях. Спектры были получены на
спектрометре Bruker AVANCE™ 400 (Bruker, США)
с рабочей частотой 400 МГц и внутренним стан-
дартом Me4Si. Измерения проводили при 40°С.

Степень деацетилирования рассчитывали по
уравнению 2.

(2)

где:
I(NHAc) – интенсивность сигнала протонов,

связанных с азотом в ацетилированных звеньях;
I(H2–6) – интенсивность сигнала протонов 2–6

в глюкозаминовом цикле.

[ ] α
ηη = ,KM

( )
( )

( )2 6

1
3%   1 100,
1
6

AcI NH
DD

I H −

  
  = − ×  
  
  
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Для определения СД методом потенциометри-
ческого титрования использовали разбавленные
растворы хитозана в 0.1 М HCl (начальная кон-
центрация хитозана 0.5% масс.). В качестве тит-
ранта применяли 0.1 M водный раствор NaOH,
рН растворов определяли по показаниям pH-мет-
ра/ионометра Mettler-Toledo SevenCompact (Met-
tler-Toledo, Швейцария).

Степень деацетилирования хитозана после
титрования определяли по уравнению 3.

(3)

где:
K – коэффициент поправки титранта;
V1 и V2 – объем титранта израсходованный для

достижения первой и второй точек эквивалент-
ности соответственно, мл;

m0 – масса навески хитозана;
203.2 – ММ (молекулярная масса) мономер-

ного звена хитозана;
42 – разница между ММ мономерного звена

хитина и хитозана;
100 и 1000 – коэффициенты пересчета [25].

Проведение процессов флокуляции биомассы 
цианобактерий и экстракции фикобилипротеинов

Общий ход экспериментов по флокуляции
был построен аналогично описанному в работе
[18]. Стоковые растворы исследуемых образцов
хитозана концентрацией 3 г/л получали в 1%-ной
уксусной кислоте. Флокуляцию проводили в ла-
бораторных стаканах объемом 100 мл, содержа-
щих 50 мл суспензии A. platensis, предварительно
доводя величину pH от 9.93 ± 0.02 до 6.40 ± 0.05
добавлением к суспензии 9 мл 1N HCl. Затем, в
полученную смесь вносили 2 мл базового раство-
ра хитозана для достижения конечной концен-
трации 100 мг/л. Образцы перемешивали магнит-
ной мешалкой в течение 1 мин для ускорения про-
цесса растворения и оставляли при комнатной
температуре для наблюдения за процессом флоку-
ляции и определения ее эффективности (ЭФ), ко-
торую рассчитывали по оптической плотности
аликвот флокулирующего образца (ODф) и кон-
троля (ODк) по формуле:

(4)

В качестве контроля использовали суспензию
A. platensis, в которую добавляли дистиллирован-
ную воду объемом, аналогичным объему раство-
ров, приливаемых в опытные образцы, для ис-
ключения влияния эффекта разбавления. Все экс-
перименты проводили в трехкратной повторности.
После окончания эксперимента (спустя 1 ч после

( ) ( )[ ]0 2 1

203.2 100СД % ,
42 1000 /m K V V

×=
+ −

( ) ф

к

OD
ЭФ  % 1 100.

OD
 = − × 
 

начала процесса флокуляции) опытные образцы
декантировали, в то время как контрольные цен-
трифугировали при 6300 g (центрифуга Thermo
Fisher Scientific SL40R,) в течение 10 мин. Затем
биомассу всех образцов промывали дистиллиро-
ванной водой от адсорбированных солей и снова
центрифугировали (6300 g, 10 мин).

Из собранной влажной биомассы проводили
исчерпывающую экстракцию фикобилипротеинов
путем трехкратного цикла замораживания/оттаи-
вания при –22°C/25°C и последующей инкуба-
ции при 4°C в течение ночи в 0.2 М натрий фос-
фатном буфере (pH 7.00 ± 0.02). После этого об-
разцы центрифугировали (17500 g, 30 мин, 4°C,
центрифуга Thermo Fisher Scientific SL40R,) для
отделения остатков разрушенных клеток. Спек-
тры поглощения полученного супернатанта (пер-
вичного экстракта) снимали на спектрофотомет-
ре Genesys 10S UV-Vis (Thermo Fisher Scientific,) в
диапазоне 190–700 нм.

Концентрацию и содержание фикобилипроте-
инов (С-фикоцианина и аллофикоцианина) в
первичном экстракте рассчитывали по уравнени-
ям (5), (6) [26]:

(5)

(6)

где:
Аλ – поглощение при длине волны λ нм;
Индекс чистоты (PI) определяли по уравне-

нию (7) [27]:

(7)

где:
Аλ – поглощение при длине волны λ нм.

Антиоксидантная активность ФБП
Определение антиоксидантной активности

(АОА) проводили измерением активности улав-
ливания радикалов DPPH – 2,2-дифенил-1-пик-
рилгидразил (Sigma-Aldrich, США) [18]. Экстракт
или этанольный раствор антиоксидантного стан-
дарта тролокса (Trolox, Sigma-Aldrich) смешивали с
равным объемом 100 мкМ этанольного раствора
DPPH. Полученные смеси инкубировали в тем-
ноте при 25°С в течение 30 мин. После чего изме-
ряли поглощение при длине волны 517 нм против
этанола. Процент ингибирования свободных ра-
дикалов рассчитывали по уравнению (8):

(8)

где:

( ) 620 650( 0.474 )C­PC мг/мл ,
5.34V

A A−=

( ) 650 620( 0.208 )APC мг/мл ,
5.09V

A A−=

620

280

PI  ,A
A

=

( ) обр

к

Ингибирование % 1 100,
A
A

 = − × 
 
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Аобр и Ак – поглощение исследуемого и кон-
трольного образца соответственно. В качестве
контроля использовался 50 мкМ этанольный рас-
твор DPPH.

Эквивалентную антиоксидантную способность
в единицах тролокса (TEAC) определяли количе-
ственно с использованием кривых ингибирова-
ния тролокса и ФБП, выражали в микромолях
тролокс эквивалента (TE) на грамм сухой массы
образца (мкМ TE/г).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение характеристик хитозана

Метод капиллярной вискозиметрии хорошо
зарекомендовал себя как способ определения мо-
лекулярной массы хитозана, поскольку не только
не требует сложного и дорогостоящего оборудо-
вания, но и позволяет исследовать образцы в ши-
роком диапазоне молекулярных масс, несмотря
на их склонность к формированию агрегатов, а
также позволяет исключить сорбцию части мак-
ромолекул на зернах сорбента, как это может про-
исходить в случае гель-проникающей хромато-
графии [28, 29]. Применение буферного раствора
позволяет точно определить молекулярную массу
полиэлектролита за счет компенсации зарядов на
макромолекуле и подавления эффекта полиэлек-
тролитного набухания [30].

Типичный вид концентрационной зависимо-
сти приведенной вязкости раствора хитозана
представлен на рис. 1.

Определение СД хитозана проводят различны-
ми методами, например, потенциометрическим
титрованием, элементным анализом, а также с ис-
пользованием различных видов спектроскопии, в
том числе ЯМР 1Н-спектроскопии [25]. Эталон-

ным принято считать метод ЯМР-спектроско-
пии, однако стоит учитывать, что конечный ре-
зультат зависит не только от условий проведения
эксперимента, но и от выбранной модели расче-
та. Также достоверные сведения о количестве
первичных аминогрупп, а значит, и о степени де-
ацетилирования, позволяет получить потенцио-
метрическое титрование. Хотя этот метод уступа-
ет в точности ЯМР-спектроскопии, он не требует
применения сложного дорогостоящего оборудо-
вания, но дает схожие результаты. В нашей работе
СД определяли двумя методами: ЯМР 1Н-спектро-
скопией и потенциометрическим титрованием
(ПТ).

В табл. 1 приведены результаты определения
молекулярной массы, вязкости и СД исследуе-
мых хитозанов.

Рис. 1. Зависимость приведенной вязкости раствора
хитозана от его концентрации в натрий-ацетатном
буфере (рН 4.5). 
Fig. 1. Dependence of the reduced viscosity of a chitosan
solution on its concentration in sodium acetate buffer
(pH 4.5).
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Рис. 2. Определение степени деацетилирования хитозана: типичный 1Н ЯМР спектр (а), кривая потенциометриче-
ского титрования (b).
Fig. 2. Determination of the deacetylation degree of chitosan: typical 1Н NMR spectrum (а), potentiometric titration curve (b).
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Культивирование A. platensis и определение 
содержания фикобилипротеинов

Основываясь на результатах предыдущей работы
[18], культивирование цианобактерии A. platensis
проводили до начала фазы линейного роста (по-
стоянная абсолютная скорость роста), достигну-
той в указанных условиях на 7–8 сутки. На этой
стадии концентрация биомассы достигала значе-
ний 0.50 ± 0.05 г/л, а суммарное содержание
ФБП в биомассе 21 ± 1% (155 ± 5 и 54 ± 3 мг/г
С-фикоцианина (С-РС) и аллофикоцианина
(АРС) соответственно). При этом, согласно преды-
дущим исследованиям, С-РС, выделенный из био-
массы этой стадии роста обладал, наибольшим
индексом чистоты [18], поэтому в данном иссле-
довании эксперименты по флокуляции проводи-

ли для суспензии цианобактерии A. platensis
именно этой стадии роста.

Влияние характеристик хитозана 
на эффективность флокуляции

Ранее [18] нами было показано, что для эффек-
тивной флокуляции цианобактерии A. platensis и
получения ФБП максимальной чистоты концен-
трация хитозана в конечном растворе должна со-
ставлять 100 мг/л.

Результаты изучения процессов флокуляции
A. platensis при последующем добавлении стоко-
вых растворов хитозана представлены на рис. 3 в
виде тепловой карты зависимости ЭФ от молеку-
лярной массы хитозана и времени, прошедшего с
начала процесса.

Как видно из рис. 3, вне зависимости от характе-
ристик использованного хитозана процесс флоку-
ляции наблюдался для всех исследованных образ-
цов. При этом спустя 60 мин после начала процесса
ЭФ превысила 90% для всех использованных хи-
тозанов. Однако в течение первых 10 мин, про-
шедших с момента добавления флокулянта, оче-
видно наличие области оптимальных молекуляр-
ных масс хитозана, а именно область средних
молекулярных масс (150–250 кг/моль). Образцы
хитозана с молекулярной массой, лежащей имен-
но в этом диапазоне (№ 2 и 5), спустя буквально
5–10 мин после добавления стоковых растворов
флокулянта показали эффективность сбора био-
массы цианобактерии более 90%, а со временем
превысили и величину в 95%.

Настолько же явной зависимости эффектив-
ности процесса флокуляции от других парамет-
ров используемых хитозанов (вязкость и СД) вы-
явлено не было. Данный факт может указывать на
следующее: 1) изучаемый процесс сбора биомас-
сы слабо или вовсе не зависит от указанных ха-
рактеристик флокулянта; 2) исследуемая выборка
хитозанов недостаточна для выявления данной
зависимости. Вязкость стокового раствора хито-
зана действительно не должна существенно вли-
ять на результат флокуляции, поскольку стоко-

Таблица 1. Основные характеристики исследуемых хитозанов
Table 1. Main characteristics of the studied chitosan samples

№ образца Mw, кг/моль
Вязкость, сП
(1%-ный р-р 

в 1%-ной СН3СООН)

СД, %

ЯМР 1Н ПТ

1 26 <20 78 ± 4 69
2 149 200–600 64 ± 4 56
3 313 200–600 68 ± 3 62
4 594 1200–2000 59 ± 1 59
5 253 1200–2000 66 ± 3 60

Рис. 3. Тепловая карта, демонстрирующая зависи-
мость эффективности флокуляции суспензии ци-
анобактерии A. platensis от молекулярной массы хито-
зана и времени, прошедшего с начала процесса.
Fig. 3. Heat map showing the dependence of the f loccula-
tion efficiency of cyanobacteria A. platensis suspension on
the molecular weight of chitosan and the time elapsed
from the beginning of the process.
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вый раствор разбавляется примерно в 30 раз при
добавлении к суспензии клеток. Что касается СД,
то она напрямую влияет на заряд, который спо-
собна приобрести отдельная полимерная молеку-
ла хитозана, что теоретически должно влиять на
процесс флокуляции. Для всех исследуемых об-
разцов эта величина лежала в диапазоне 58–82%,
что, по-видимому, было достаточно для крайне
эффективной флокуляции, но недостаточно для
выявления возможных различий.

Влияние характеристик хитозана 
на характеристики первичных экстрактов 

фикобилипротеинов
Из всех образцов, подвергнутых флокуляции,

а также контрольных образцов была проведена
экстракция ФБП. Аналогично работе [18], хито-
зан вне зависимости от характеристик, не оказал
существенного статистически значимого влия-
ния на степень извлечения С-фикоцианина и ал-
лофикоцианина (p < 0.05). Так, количество С-фи-
коцианина и аллофикоцианина, полученных с
контрольного образца составляло 4.05 ± 0.12 и
1.46 ± 0.07 мг соответственно, в то время как для
сфлокулированных образцов суспензии эти
значения составили 3.90 ± 0.15 и 1.40 ± 0.05 мг
соответственно.

С другой стороны, чистота первичных экс-
трактов ФБП статистически значимо зависела от
используемого хитозана (табл. 2). Так, наибольшие
значения PI – 1.90 ± 0.01 – соответствуют флоку-
лянтам с наибольшей и наименьшей молекуляр-
ной массой и СД (№ 1 и 4). Тем не менее, разли-
чия между значениями PI, достигнутыми при ис-
пользовании разных хитозанов не превышают 7%
(повышение чистоты на 41–50% относительно
контроля), а значит полученный экстракт можно
использовать в пищевой и косметической про-
мышленностях [18, 31].

Что касается АОА первичных экстрактов фи-
кобилипротеинов, то наблюдалась общая тенден-
ция к росту этого показателя у образцов, выделен-
ных из биомассы, собранной с помощью процесса

флокуляции, от 15% у образца № 2 до 30% у образца
№ 5 относительно контроля (табл. 2). Кроме того, в
имеющихся данных прослеживается зависимость –
максимальная величина АОА, более 200 мкмоль
TE/г, наблюдалась для образцов, полученных при
флокуляции хитозанами № 3 и 5, характеризующи-
мися средней молекулярной массой (253–
313 кг/моль) и средней же степенью деацетилирова-
ния (67 ± 4%).

Таким образом, на основании полученных дан-
ных, можно заключить, что использование природ-
ного биополимера хитозана в процессе флокуля-
ции суспензии клеток цианобактерии A. platensis
и дальнейшей экстракции фикобилипротеинов:
значительно сокращает время сбора биомассы, спо-
собствует повышению величины антиоксидантной
активности и индекса чистоты фикобилипротеи-
нов, что позволяет использовать их в пищевой и
косметической промышленностях, минуя допол-
нительную стадию очистки. Из трех исследован-
ных характеристик хитозана (молекулярная мас-
са, вязкость и степень деацетилирования) именно
молекулярная масса являлась основной характе-
ристикой, влияющей на процесс флокуляции. Со-
гласно полученным результатам применение в ка-
честве флокулянта хитозана с молекулярной
массой 250 ± 50 кг/моль и степенью деацетили-
рования 65 ± 5% обеспечивало наилучшие показа-
тели, как в процессе сбора биомассы, так и при
исследовании характеристик выделенных фико-
билипротеинов.
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with Chitosan to Obtain Valuable Compounds of Increased Purity
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Abstract–The effectiveness of using chitosans with different characteristics (molecular weight, viscosity and
degree of deacetylation) when harvesting the biomass of the cyanobacterium Arthrospira platensis by f loccu-
lation was assessed. It has been shown that the molecular weight of the polymer is the main characteristic in-
fluencing the process of biomass harvesting. The flocculation efficiency for all tested chitosan samples reached
90% within an hour of starting the process. When using chitosans with a molecular weight of 250 ± 50 kg/mol and
a deacetylation degree of 65 ± 5% as a flocculant, it took less than 5 minutes to achieve a flocculation efficiency of
95%. From the biomass obtained as a result of flocculation, a one-stage extraction of phycobiliproteins—C-phy-
cocyanin and allophycocyanin—was carried out. The use of chitosan during biomass collection did not affect the
extraction degree of phycobiliproteins, but increased the purity and antioxidant activity of the primary extract by
41–50% and 30%, respectively, relative to the control, depending on the characteristics of chitosan. Thus, the use
of the natural biopolymer chitosan in the flocculation process of a suspension of cyanobacterium A. platensis cells
significantly reduces the time of biomass harvesting and increases the purity of primary phycobiliprotein extracts,
which allows their use in the food and cosmetic industries, bypassing an additional purification stage.

Keywords: C-phycocyanin, Arthrospira platensis, chitosan, f locculation
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