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КУЛЬТИВИРОВАНИЕ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ Chlorella vulgaris 
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Одной из существенных проблем является эвтрофикация водоемов, вызываемая переизбытком по-
падающих в них питательных веществ, в первую очередь азота и фосфора. Загрязнение водоемов
также усугубляется содержащимися в сточных водах тяжелыми металлами. Рассмотрена совместная
очистка воды от избыточного количества биомассы микроводорослей Chlorella vulgaris и тяжелых
металлов с помощью полимерных материалов на основе хитозана. Проведенный рентгеноструктур-
ный анализ образцов в больших углах выполнен на станции БиоМУР Курчатовского синхротрона.
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ВВЕДЕНИЕ

С ростом техногенной и антропогенной нагруз-
ки на окружающую среду экологическая обстанов-
ка значительно ухудшается. Загрязнение сточных
вод ионами токсичных тяжелых металлов представ-
ляет собой серьезную экологическую проблему [1].

Особенностью тяжелых металлов как загряз-
нителей является их способность к аккумуляции
в природных водах. В отличие от токсических ве-
ществ органической природы, подверженных хи-
мическому и биологическому разложению, они
стабильны в любых условиях. При этом за счет
химической активности катионы металлов легко
включаются в циклы миграции при поступлении
их в биосферу [1, 2]. Из природных водных источ-
ников и по пищевым цепям они попадают и в ор-
ганизм человека. Растения и животные способны
к накоплению определенных металлов в отдель-
ных органах. В результате отдельные продукты
склонны к содержанию группы токсикантов. Так,
медь обнаруживается чаще всего в печени, мол-
люсках, грибах, какао-бобах, орехах.

Тяжелые металлы характеризуются высокой
степенью токсичности. Медь, относящаяся ко
второму классу опасности (умеренно токсичные
вещества), при накоплении в организме человека
способна вызывать расстройства желудочно-ки-
шечного тракта, нарушения функции почек, та-

хикардию, а также поражать дыхательную систе-
му и нарушать кроветворные процессы [3, 4].

Основными источниками меди и других тяже-
лых металлов являются промышленные стоки
гальванических производств, обогатительных це-
хов горнодобывающей промышленности, цвет-
ной металлургии, целлюлозно-бумажной отрас-
ли, химических предприятий по производству
удобрений и нефтеперерабатывающих цехов.
Концентрация катионов меди в них достигает
1000 мг/л. Городские ливневые стоки также со-
держат медь в значительных количествах.

Очистка стоков традиционно осуществляется
следующими методами:

– механическими (отстаивание, фильтрация,
в том числе мембранная);

– химическими (осаждение);
– физико-химическими (коагуляция, ионный

обмен, экстракция растворителями, адсорбция).
К недостаткам данных методов относятся их

высокая стоимость вследствие высокой энерго-
емкости, дороговизны оборудования и дефицит-
ных химических реагентов, образование сложно
утилизируемых токсичных шламов и ограниче-
ния по степени очистки. Сложность в исполне-
нии и ориентация на импортное оборудование
создают дополнительные проблемы [5].

Современные экономические условия требуют
разработки эффективных, опирающихся на при-
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менение доступного, дешевого сырья, методов
очистки загрязненных стоков с возможностью ути-
лизации или вторичного применения образую-
щихся шлаков. Такие методы, снижающие антро-
погенную нагрузку на окружающую среду, пред-
ставляют и научный, и коммерческий интерес.

Наиболее перспективными являются разра-
ботка и внедрение биотехнологических методов
очистки стоков от тяжелых металлов с примене-
нием фототрофных микроорганизмов. Доступ-
ность оборудования, низкое энергопотребление,
отсутствие агрессивных химических реагентов,
высокая степень очистки, возможность исполь-
зования полученной биомассы, минимизация от-
рицательного воздействия на окружающую среду
обеспечивают высокую эффективность и эконо-
мическую выгоду [5, 6].

Принцип биоремедиации – использование
метаболического потенциала биологических объ-
ектов – применяется для очистки различных объ-
ектов окружающей среды. В качестве агентов
биоремедиации чаще всего используют микроор-
ганизмы, отвечающие требованиям устойчивости
к высокому содержанию загрязнителей, обладаю-
щие низкой избирательностью к условиям куль-
тивирования, высокой адаптационной способно-
стью к изменению физических и химических па-
раметров окружающей среды. К таким культурам
относится Chlorella vulgaris [7].

Относительная индифферентность некоторых
штаммов к тяжелым металлам позволяет разраба-
тывать альтернативные методы очистки сточных
вод на основе биоаккумуляции.

Применение данного эффекта в технологиче-
ских масштабах возможно благодаря способно-
сти микроорганизмов накапливать тяжелые ме-
таллы в больших количествах, существенно сни-
жая их концентрацию в окружающей среде –
растворах или твердых субстратах.

Механизм накопления металлов микроводо-
рослями обеспечивается в основном за счет фи-
зической адсорбции на клеточной стенке. Такой
преимущественный механизм отмечен для Chlo-
rella vulgaris [6, 8].

Повышение прочности соединения катионов,
например меди, клеточными стенками хлореллы
обеспечивается возможностью хемосорбции за
счет образования комплексных соединений ме-
таллов с функциональными группами, способны-
ми выступать в качестве лигандов. К таким функ-
циональным группам относятся производные
имидазола, тиоэфиров, карбоксильные, гидроксо-
соединения, входящие в состав биополимерных
молекул – полисахаридов, белков и липидов, со-
ставляющих клеточные стенки хлореллы. Содер-
жание активных функциональных групп, способ-
ных взаимодействовать с катионами металлов

(в пересчете на эквивалент катиона водорода),
по имеющимся данным составляет:

– карбоксил – 0.02 мэкв Н+/г водоросли;
– лактоны – 0.01 мэкв Н+/г водоросли;
– фенолы – 0.035 мэкв Н+/г водоросли.
Вероятность протекания хемосорбции, а соот-

ветственно, более прочное связывание металла,
повышается с ростом рН вследствие возрастания
степени диссоциации функциональных групп кис-
лотного характера, поэтому эффективность про-
цесса адсорбции металлов может регулироваться с
помощью рН в рамках, ограниченных физиологи-
ческими требованиями микроводоросли [1, 8].

Невозможность осуществления полной очист-
ки от тяжелых металлов в одностадийном процес-
се даже при высоких концентрациях культуры
может быть скомпенсирована за счет многократ-
ной адсорбции. При этом количество биосорбен-
та может быть невысоким.

При культивировании микроводоросли следу-
ет учитывать токсичное воздействие тяжелых ме-
таллов на любой организм. Не удается избежать
таких негативных последствий, как нарушение
процесса фотосинтеза, дыхания, замедление раз-
множения и роста, повреждение клеточных орга-
нелл и мембран, искажение протекания биохи-
мических процессов клеточного метаболизма, в
том числе поглощения питательных веществ и
т.д. Однако культура Сhlorella vulgaris проявляет
высокие адаптационные способности по отноше-
нию к содержанию тяжелых металлов, легко
культивируется на сточных водах в лабораторных
условиях, что обосновывает ее выбор в качестве
агента биоремедиации. Изменение соотношения
белковых и липидных клеточных компонентов в
присутствии меди может рассматриваться как по-
ложительный момент с точки зрения вторичного
использования биомассы [9, 10].

С целью снижения неблагоприятных эффектов
от присутствия тяжелых металлов в окружающей
среде природоохранные организации и органы
власти на законодательном уровне ужесточают тре-
бования к составу промышленных и коммуналь-
ных сбросов в природные и городские ландшафты.
Выполнение требований принимаемых норм и
стандартов может быть практически обеспечено
только благодаря разработке и внедрению иннова-
ционных экологичных технологий очистки.

В [11] была показана высокая эффективность
сорбции биомассы микроводорослей на поли-
мерных материалах на основе хитозана.

В настоящей работе рассмотрим применение
полимерного материала на основе хитозана для
сорбции биомассы микроводоросли Chlorella vul-
garis и одновременной сорбции тяжелых металлов
на примере меди.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Полимерный материал синтези-
ровали из раствора хитозана с добавлением глута-
рового альдегида как связывающего агента. 2 г
хитозана (Primex ChitoClear, молекулярная масса
600 кДа, Исландия) растворяли в 98 мл 2%-ного
водного раствора уксусной кислоты. Глутаровый
альдегид добавляли в раствор для предотвраще-
ния растворения губки в воде. Полученную смесь
помещали в 12-луночный планшет (Costar), замо-
раживали в морозилке при температуре –24°C в
течение 24 ч, затем лиофилизовали в Martin Christ
Alpha 2-4LSC (США) в течение 48 ч. Масса полу-
чаемых губок составляла 0.0568 ± 0.0007 г, диа-
метр – 21 ± 0.5 мм, высота – 6.1 ± 0.1 мм.

Культура и условия выращивания. В качестве
культуры был выбран штамм микроводоросли
Chlorella vulgaris GKV 1 из коллекции НИЦ “Кур-
чатовский институт”, широко используемый для
различных исследовательских задач.

Культивирование проводили в колбах Эрлен-
мейера объемом 250 мл со 150 мл среды Bold’s
Basal media (BBM) следующего состава (г/л):
KH2PO4 – 1.25, KNO3 – 1.25, MgSO4·7H2O – 2.0;
микроэлементы, 1 мл стокового раствора мг/л:
EDTA – 5000, FeSO4·7H2O – 2000, ZnSO4·7H2O –
100, MnCl2 – 30, H3BO3 – 300, CaCl2·6H2O – 200,
CuCl2 – 10, NiCl2·2H2O – 20, Na2MoO4·2H2O – 20
[12] в течение 7 сут при постоянном барботирова-
нии атмосферным воздухом расходом 250 мл/мин,
температуре 24 ± 1°С, освещенности 1500 люкс.
Контроль роста культуры проводили посред-
ством измерения оптической плотности при дли-
не волны 750 нм с помощью мультимодального
ридера Varioscan LUX (Thermo Fisher Scientific,
США). В качестве добавки катионов меди ис-

пользовали раствор сульфата меди (CuSO4·5H2O)
с концентрацией катионов меди 100 мг/л. Сбор
биомассы осуществляли с помощью центрифуги
SL 40R (Thermo Fisher Scientific, США) при
10000 об./мин в течение 10 мин при 20°C. Био-
массу отмывали дистиллированной водой и цен-
трифугировали 2 раза. Собранную влажную про-
мытую биомассу и губки замораживали при тем-
пературе –70°С и лиофильно высушивали с
помощью настольной лиофильной сушилки
FreeZone 2.5 (Labconco, США) в течение 12 ч.

Микроскопическое исследование образцов проводи-
ли с помощью микроскопа BX61 (Olympus, Япония).

Приготовление образцов для микроскопирова-
ния. Срезы образцов губок осуществляли на мик-
ротоме Leica VT 1200S (Leica Biosystems).

Определение содержания тяжелых металлов в
образцах биомассы и губках проводили методом
микрофлуоресцентного анализа с использовани-
ем спектрометра Tornado M4. В качестве источ-
ника первичного рентгеновского излучения ис-
пользовали родиевую трубку, работающую в ре-
жиме 50 кВ/300 мкА. Рентгеновское излучение от
трубки коллимировалось фокусирующей опти-
кой, область засветки на образце составляла 25 ×
× 25 мкм. Флуоресцентные спектры измеряли с
использованием двух предварительно откалибро-
ванных энергодисперсионных детекторов в тече-
ние 150 с. Затем полученные спектры обрабаты-
вали с использованием программного обеспече-
ния Tornado M4, в ходе обработки вырезали
тормозное фоновое излучение и рассеянное Rh,
составляли набор элементов, от которых наблю-
дались флуоресцентные пики, после чего в ходе
процедуры минимизации разности между экспе-
риментальным и теоретическим спектром опре-
деляли содержание элементов.

Таблица 1. Данные микрофлуоресцентного анализа лиофилизированной биомассы и губок

Лиофилизированная биомасса Лиофилизированная губка

Образец Содержание меди 
(от массы образца), %

Образец Содержание меди 
(от массы образца), %

Культура + Me + губка 54.98 Культура + Me + губка 22.67
Культура + Me 50.50 Губка + Me 28.04
Me + губка (осадок) 81.35 Культура + губка 0.14

Рис. 1. Экспериментальные образцы на седьмой день проведения эксперимента: 1 – контроль, 2 – культура + металл +
+ губка, 3 – культура + губка, 4 – культура + металл, 5 – металл + губка.

1 2 3 4 5
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Рис. 2. Кривые роста культуры Chlorella vulgaris: 1 – контроль, 2 – с добавлением катионов меди (концентрация 100 мг/л).
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Рентгеноструктурный анализ (РСА) образцов в
больших углах был выполнен на станции Био-
МУР Курчатовского синхротрона. Источником
излучения служил поворотный магнит 1.7 Тл с
энергией 8 кэВ (1.433 Å), разрешением dE/E 10–3

и потоком фотонов 109. Размер пучка на образце
составлял 0.5 × 0.3 мм, для регистрации картин
дифракции использовали двумерный детектор
Dectris Pilatus 1M. Расстояние образец–детектор
составляло 150 мм, перед последующей обработ-
кой проводили вычитание фонового рассеяния. В
качестве калибровочных эталонов в малых и
больших углах использовали бегенат серебра и
NaC(Na2Ca3Al2F14). Диапазон величин вектора об-
ратного рассеяния q составил 0.8–33 нм–1. Для об-
работки полученных картин рассеяния были при-
менены пакеты программного обеспечения Fit2D и
ImageJ. Время экспозиции составило 300 с.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На основе полученных экспериментальных

данных отмечено, что в случае хлореллы + губки
вся биомасса сорбируется и роста не наблюдает-
ся, в случае хлореллы + металл + губки наблюда-
ется незначительный рост биомассы, часть био-
массы также сорбируется на губку (рис. 1).

По данным спектрофотометрического анализа
установлено, что культура Chlorella vulgaris в присут-
ствии катионов меди (100 мг/л) имеет показатель
оптической плотности на 57.2% меньше по сравне-
нию с контролем (рис. 2). Это обусловлено доста-
точно высокой концентрацией Cu2+, которая ока-
зывает негативное воздействие на физиологические
функции микроорганизма. Отметим, что культура
продолжает свой рост и в стрессовых условиях.

Размер пор хитозана составляет 10–20 мкм, что
сравнимо с размером клеток исследуемой микро-
водоросли (3–10 мкм). С помощью микроскопии

установили, что клетки Chlorella vulgaris сорбиру-
ются не только на поверхности губки, но и прони-
кают вглубь губки, образуя конгломераты (рис. 3).

По данным результатам установлено, что
сорбция меди на биомассу микроводоросли и
губки происходит по-разному: в случае биомассы
микроводоросли данный показатель составляет
~50%, тогда как на саму губку ~20%.

Для определения структуры полимерных мате-
риалов был выполнен РСА в больших углах
(рис. 4). На дифракционных кривых для хитозано-
вых губок с частицами меди наблюдаются два набо-
ра рефлексов: узких пиков, соответствующих неор-
ганической фазе меди с большим размером коге-
рентных областей, и широких, соответствующих
кристаллической решетке хитозана. Однако на ди-
фрактограммах для других образцов материалов уз-
ких рефлексов медной решетки не наблюдается.
Введение водорослей не приводит к появлению за-
метных кристаллических рефлексов, наиболее за-
метный вклад в кристаллизацию вносит хитозан.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показана возможность выращивания микро-
водоросли Chlorella vulgaris и сорбции тяжелых
металлов (на примере меди) ее биомассой, кото-
рая достигает 50%, продуктивность при этом бы-
ла на 57% меньше по сравнению с контролем. В
случае совместного выращивания с хитозановой
губкой роста не наблюдалось, хотя при добавле-
нии меди незначительный рост был отмечен. Эти
данные могут стать предметом дальнейших ис-
следований. Биомасса микроводоросли сорбиру-
ется не только на поверхности хитозановой губ-
ки, но и проникает вглубь. Для определения
структуры полимерных материалов был выпол-
нен РСА в больших углах. На дифракционных
кривых для хитозановых губок с частицами меди
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наблюдаются два набора рефлексов: узких пиков,
соответствующих неорганической фазе меди с боль-
шим размером когерентных областей, и широких,
соответствующих кристаллической решетке хитоза-
на. Введение водорослей не приводит к появлению
заметных кристаллических рефлексов, наиболее за-
метный вклад в кристаллизацию вносит хитозан.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации в рамках соглашения № 075-
15-2021-1357.
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Рис. 3. Микрофотографии хитозановой губки в прохо-
дящем свете, увеличение ×400: а – нативная губка, б –
поверхность губки после культивирования, в – срез
губки на глубину 500 мкм после культивирования.

50 мкм

(a)

(б)

(в)

50 мкм

50 мкм

Рис. 4. Дифрактограммы образцов полимерных мате-
риалов и биомассы: 1 – хитозан + медь + микроводо-
росль, 2 – микроводоросль + медь, 3 – хитозан +
+ микроводоросль, 4 – хитозан + медь. Кривые сдви-
нуты по вертикали для ясности.
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