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Новый гидрогелевый комплекс 
с иммобилизованными клетками микроводорослей 

для удаления аммоний и фосфат-ионов из сточных вод
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Предложен комбинированный гидрогелевый комплекс для иммобилизации клеток микроводорослей с 
целью удаления соединений азота и фосфора из модельной сточной воды. Новая полимерная матрица на основе 
альгината натрия и карбоксиметилцеллюлозы, полиакриловой кислоты сохраняла целостность структуры в растворе 
с повышенным содержанием аммоний и фосфат-ионов, а также оказалась устойчивой к щелочным металлам. 
Условия формирования гидрогелевого комплекса позволили не только сохранить жизнеспособность включаемых 
клеток микроводорослей на примере Tetradesmus obliquus и Chlorella vulgaris, но и обеспечили их размножение и 
развитие в полимерной матрице. Выявлено, что в процессе поглощения азота участвуют главным образом живые 
клетки микроводорослей. Наибольший вклад в удаление фосфора внесла полимерная составляющая гидрогелевого 
комплекса. Обнаружено влияние карбонат-ионов на процесс поглощения азота клетками микроводорослей.
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The aim of the work was to create a stable hydrogel complex containing microalgae cells to remove ammonium and 
phosphate ions from an experimental solution simulating domestic wastewater. A new polymer matrix based on sodium 
alginate and carboxymethyl cellulose, polyacrylic acid, retained the integrity of the structure in a solution with a high 
content of ammonium and phosphate ions, and also proved to be resistant to alkali metals. To increase the stability of 
hydrogel complexes, we proposed an increase in the number of chemical bonds in the polymer environment due to the 
crosslinking of alginate and carboxymethyl cellulose with Ca2+ and Fe3+ ions, as wellпа as the introduction of an additional 
external stabilizer – cationic polyacrylamide. Due to the combination of several polymers, only slight swelling was ob-
served and, as a result, the preservation of the hydrogel matrix in integrity for a long time. The two most commonly used 
algae in biotesting were selected for the experiment: Tetradesmus obliquus and Chlorella vulgaris from the live microalgae 
strains collection of the Institute of Biology (Syktyvkar, Russia). The formation conditions of the hydrogel complex made 
it possible to preserve the viability, reproduction and development of the microalgae cells in the polymer matrix. The cell 
viability of both cultures was over 95%. It was found that living cells of microalgae are mainly involved in the process of 
nitrogen uptake. Microalgae immobilized cells, in the presence of carbonate ions, provided the best degree of removal of 
ammonium nitrogen, which reached 90%. The greatest contribution to the phosphorus removal (> 95%) was made by 
the polymer component of the hydrogel complex.

Keywords: [Ca2+–Fe3+] hydrogel complexes, microalgae, cell viability, nitrogen and phosphorus removal, model 
wastewater.
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В результате хозяйственной деятельности 
человека образуется избыточное количество 
различных отходов, в том числе сточных вод, 
которые в дальнейшем попадают в природные 
экосистемы и нарушают устоявшиеся экологи-
ческие связи. Применение системы очистных 
сооружений направлено на снижение со-
держания в сточных водах соединений азота, 
фосфора, органического углерода и прочих 
поллютантов. Основным способом удаления 
целевых элементов является биологическая 
очистка на основе активного ила [1]. Физико-
химические методы удаления азота и фосфора 
имеют большой потенциал [2], но, несмотря на 
их скорость и эффективность, они не могут за-
менить использование биологических агентов.

В последнее время микроводоросли ак-
тивно используют для биологической очистки 
сточных вод. Манипулируя различными ре-
жимами культивирования, можно оказывать 
существенное влияние на эффективность 
удаления целевых поллютантов. К примеру, 
показана возможность снижения концентра-
ции аммонийного азота в городских сточных 
водах при использовании микроводорослей 
Desmodesmus communis, Tetradesmus obliquus 
и Chlorella protothecoides, предварительно вы-
ращенных в условиях с пониженным содержа-
нием питательных веществ [3]. Обнаружено 
влияние различных длин волн на удаление 
азота и фосфора в процессе культивирования 
пресноводной микроводоросли Scenedesmus sp. 
[4]. Оценён потенциал микроводорослей 
Chlorella sp., Chlorococcum sp. и Neochloris sp., 
культивируемых в речной воде, загрязнён-
ной фармацевтическими стоками [5]. Все 
исследуемые штаммы в разной степени 
улучшили качество речной воды несмотря на 
наличие неблагоприятных факторов в про-
цессе культивирования. Микроводоросли 
как отдельно, так и в сочетании с дрожжами 
сохраняли способность расти на сточной воде 
в нестерильных условиях [6], при совместном 
культивировании было достигнуто удаление 
аммоний и фосфат-ионов до 90%. Применение 
альгобактериальных консорциумов на основе 
Chlorella vulgaris и Rhodobacter sphaeroides по-
казало эффективность удаления общего азота 
и фосфора на уровне 95% в сточных водах пи-
щевых и животноводческих предприятий [7].

Стоит отметить, что биомасса микрово-
дорослей, используемая в процессах очистки 
сточных вод, может быть дополнительным ис-
точником различных биологически активных 
веществ: каротиноидов, протеинов, пигментов, 
полисахаридов, ценных полиненасыщенных 

жирных кислот [8–10], а также перспективна 
в качестве сырья для производства биотоплива 
[11–13]. При этом возникает проблема извле-
чения отработанной биомассы, которая легко 
решается за счёт применения иммобилизо-
ванных форм микроводорослей при обработке 
бытовых и промышленных стоков.

 Включение живых клеток или ферментов 
в гели для получения гетерогенных катализа-
торов и систем утилизации токсичных веществ 
применяют достаточно давно [14, 15]. В ряде 
работ использованы гели на основе альгина-
та натрия, так как они относительно дешевы  
и не токсичны [16–18]. Но такие гели отлича-
ются слабой устойчивостью к хелатирующим 
агентам, щелочным металлам и набухают  
в процессе использования [15, 19]. Продолжи-
тельное использование сшитых альгинатных 
гидрогелей с иммобилизованными клетками 
микроводорослей без дополнительной ста-
билизации возможно лишь при отсутствии 
щелочных металлов в сточной воде, напри-
мер, на отходах пищевых производств [20]. 
Неизбежное набухание, приводящее к утере 
прочности, можно частично нивелировать за 
счёт высоких концентраций альгината натрия 
или хлорида кальция, однако при этом могут 
создаваться менее благоприятные условия для 
размножения микроводорослей за счёт повы-
шенной концентрации хлорид-ионов и увели-
чения плотности гидрогелевой среды [21, 22].

Повышение устойчивости полимерных 
комплексов на основе альгината натрия можно 
достичь за счёт сшивки N,N'–метилен-бис-
акриламидом или обработкой цеолитами [23, 
24]. Возможно также формирование слоя 
силикагеля на поверхности альгинатных 
комплексов, который даёт достаточно проч-
ные структуры [25], но не позволяет оценить 
влияние такой обработки на живые клетки. 
Перспективным методом является стабили-
зация альгинатных комплексов хитозаном с 
последующей пришивкой биокатализатора 
через химическую модификацию [26]. Однако 
сам фермент находится снаружи, а внутренняя 
часть поликомплекса на основе альгината не 
используется. Стабилизация альгинатных 
комплексов полидиаллилдиметиламмоний 
хлоридом хоть и привела к долговременной 
устойчивости [27], но при этом вызывала 
значительную гибель заключённых внутри 
живых клеток водорослей, что потребовало 
введения микрочастиц оксида кремния и в 
целом усложнило систему. Поэтому актуальны 
работы по усовершенствованию альгинатных 
носителей для иммобилизации живых клеток 
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и ферментов при минимальных экономиче-
ских затратах.

Цель работы – создание устойчивого гид-
рогелевого комплекса, содержащего клетки 
микроводорослей для удаления аммоний и 
фосфат-ионов из экспериментального рас-
твора, имитирующего хозяйственно-бытовые 
сточные воды.

Объекты и методы исследования

Для эксперимента были выбраны две наи-
более часто используемые водоросли в биотес- 
тировании: Tetradesmus obliquus и Chlorella 
vulgaris из Коллекции живых штаммов микро-
водорослей Института биологии Коми НЦ 
УрО РАН (SYKOA). Накопительную культу-
ру микроводорослей наращивали на жидкой 
питательной среде для зелёных водорос- 
лей 3 N BBM [28] с рН 6, при освещении  
45 μмоль м–2с–1 ФАР (фитолампа Uniel ULI-
P11-35W/SPFR IP40 WHITE, Китай) и тем-
пературе 22–25 оС. Соотношение периодов 
день/ночь – 12/12 часов. Для эксперимента 
использовали культуры с оптической плотно-
стью (ОП) C. vulgaris – 0,85 и T. obliquus – 0,76. 
Показатель OП измеряли на спектрофото-
метре UV–1700 (Shimadzu, Япония) при  
λ = 680/720 нм в 5 мм кювете.

Tetradesmus obliquus (Turpin) M.J. Wynne 
(SYKOA Ch–055–12) – водоросль из отдела 
Chlorophyta. Штамм SYKOA Ch–055–12 вы-
делен из аэротенков станции биологической 
очистки лесопромышленного комплекса  
г. Сыктывкар, Республика Коми. Для штамма 
SYKOA Ch–055–12 выполнен филогенетиче-
ский анализ на основе нуклеотидных последо-
вательностей 18S рДНК и ITS1–ITS2. Фраг-
менты последовательностей штамма пред-
ставлены в GenBank под номером KJ627791.

Chlorella vulgaris (SYKOA Ch–011–
10) – одноклеточная водоросль из отдела 
Chlorophyta. Штамм SYKOA Ch–011–10 вы-
делен из антропогенно-нарушенной почвы 
(стойбище оленей) на Приполярном Урале 
в 2010 г. Для штамма SYKOA Ch–011–10 
выполнен филогенетический анализ на 
основе нуклеотидных последовательностей 
18S рДНК. Фрагмент последовательности 
штамма представлен в GenBank под номером 
MZ435753.

В качестве компонентов гелевых ком-
плексов были использованы: карбокси-
метилцеллюлоза (КМЦ), альгинат натрия  
и полиакриловая кислота (ПАК). Компоненты 
полимерной суспензии: 2% раствор КМЦ, 1% 

альгинат натрия, культуральная жидкость 
исследуемого вида микроводоросли, 0,1% рас-
твор ПАК смешивали в соотношении 1:1:1:0,5, 
соответственно. Приготовленную смесь в виде 
капель дозировали в подкисленный хлоридом 
железа(III) раствор, содержащий 2% ацетат 
кальция и 0,1% катионный полиакриламид 
(кПАА). Далее полимерные шарики с клетка-
ми вынимали и промывали дистиллированной 
водой.  Стабильность полимерных шариков 
и сохранение жизнеспособности иммобили-
зованных клеток оценивали в течение не-
скольких суток при естественном освещении 
и температуре 25±2 о С в чашках Петри, напол-
ненных раствором 0,1 М калий-фосфатного 
буфера (рН 6,2). Оценку жизнеспособности 
микроводорослей проводили с помощью рас-
познавания живых и мёртвых клеток [29] 
под флуоресцентным микроскопом Mikmed 2 
(версия 11) в проходящем и отражённом свете 
с камерой RisingCam E3 Sony IMX226 12 MP;  
программное обеспечение – RisingView.  
В работе использовали объективы с увеличе-
нием 40× и 100×. Подсчитывали долю мёртвых 
клеток относительно общего их числа [30].

Для эксперимента по обработке модель-
ной сточной воды свежеприготовленные ги-
дрогелевые шарики с иммобилизованными 
клетками перед началом эксперимента были 
выдержаны в 0,01 М натрий-цитратном буфере  
(рН 6,0) в течение 3 суток. Затем дважды 
промыты дистиллированной водой. Был при-
готовлен исходный раствор модельной сточной 
воды объёмом 200 см3, содержащий 30 мг 
NH

4
Cl, 40 мг KH

2
PO

4
, 10 мг MgSO

4 
· 7H

2
O 

и 10 мг ZnCl
2
. Готовый раствор разливали 

по 30 см3 в шесть пластиковых флаконов 
(50 см3). В две ёмкости вносили по 2 см3 
исходной культуральной жидкости иссле-
дуемого вида микроводоросли, в одну из 
них добавляли 10 мг NaHCO

3
. В другие две 

ёмкости вносили полимерные комплексы 
(примерно по 150 гидрогелевых шариков) 
с иммобилизованными клетками иссле-
дуемого вида микроводоросли, в одну из них 
добавляли 10 мг NaHCO

3
. Две оставшиеся 

ёмкости служили контролем, причём в одну 
помещали примерно 150 гидрогелевых ша-
риков без микроводорослей. В течение вось-
ми суток оценивали динамику поглощения 
аммоний и фосфат-ионов из солевой среды 
как свободными, так и иммобилизованными 
клетками микроводорослей. Объём раствора во 
всех ёмкостях поддерживался на одинаковом 
уровне при температуре 25±2 оС, газообмен 
в колбах обеспечивала микропористая мем-
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брана (0,2 мкм). Концентрацию ионов аммо-
ния определяли согласно методике, описанной 
в работе [31], фосфат-ионов – согласно [32]. 
Все варианты опытов были выполнены в трёх 
повторностях. Для статистической обработки 
полученных результатов использовалась про-
грамма Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение

Для повышения устойчивости гидроге-
левых комплексов нами было предложено 
увеличение числа химических связей в поли-
мерном окружении за счёт сшивки альгината 
и КМЦ ионами Ca2+ и Fe3+, а также внесения 
дополнительного внешнего стабилизатора 
кПАА. Включение в комплекс ПАК также 
целесообразно в связи с повышением вязкости 
её растворов за счёт увеличения степени ней-
трализации карбоксильных групп щелочными 
или переходными металлами, а также прояв-
ления полиэлектролитных свойств [33, 34]. 
Частичная замена альгината натрия на более 
дешёвую КМЦ была проведена из экономиче-
ских соображений. С учётом формирования 

слоистой структуры полимерных комплексов 
[35], предполагаемое строение полимерного 
комплекса можно представить в виде следую-
щей схемы (рис. 1).

В отличие от гидрогелевых комплексов на 
основе одного альгината натрия, предложен-
ные нами комплексы обладают структурой 
с гораздо большей устойчивостью к щелоч-
ным металлам. Более того, за счёт сочетания 
нескольких полимеров наблюдалось лишь 
незначительное набухание и сохранение их 
целостности в течение длительного времени 
(рис. 2). 

При этом гидрогелевые комплексы фор-
мировались при физиологически приемле-
мых значениях рН (5,5–6,0), поэтому были 
пригодны для захвата живых клеток. После 
процедуры включения микроводорослей  
T. obliquus и C. vulgaris в гидрогелевые ком-
плексы они сохранили высокую жизнеспо-
собность, при этом наблюдали интенсивное 
деление и рост клеток водорослей в течение 
8 сут (рис. 3). В гидрогелевых комплексах 
доля мёртвых клеток составляла около 5% 
для обоих штаммов. Следовательно, исследо-

Рис. 1. Схема строения гидрогелевого комплекса
Fig. 1. Structure scheme of the hydrogel complex

Рис. 2. Полимерные шарики с включёнными клетками микроводорослей (на примере Chlorella
 vulgaris, слева – свежеприготовленные, справа – после 8 суток выдержки в калий-фосфатном буфере)

Fig. 2. Polymer beads with included microalgae cells (by the example of Chlorella vulgaris, on the left 
freshly prepared, on the right after 8 days of exposure in potassium phosphate buffer)
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Рис. 3. Колонии микроводорослей Tetradesmus obliquus (слева) и Chlorella vulgaris 
(посередине) в матрице гидрогелевых комплексов на 3 сутки, (микроскопия в проходящем свете); 

свечение хлорофилла живых клеток Chlorella vulgaris (люминесцентная микроскопия)
Fig. 3. Colonies of microalgae Tetradesmus obliquus (left) and Chlorella vulgaris (in the middle) 

in the matrix of hydrogel complexes on the 3rd day, (microscopy in transmitted light); luminescence 
of chlorophyll in living cells of Chlorella vulgaris (fluorescence microscopy)

Рис. 4. Динамика изменения концентрации N–NH
4

+ при различных режимах культивирования 
Tetradesmus obliquus (a) и Chlorella vulgaris (b): 1 – свободные клетки микроводорослей, 

2 – иммобилизованные клетки микроводорослей, 3 – свободные клетки микроводорослей + NaHCO
3
, 

4 – иммобилизованные клетки микроводорослей NaHCO
3
, 5 – контроль, 

6 – полимерные комплексы без клеток микроводорослей
Fig. 4. Dynamics of changes in the concentration of N–NH

4
+ under different modes of cultivation 

of Tetradesmus obliquus (a) and Chlorella vulgaris (b): 1 – free cells of microalgae, 2 – immobilized cells 
of microalgae, 3 – free cells of microalgae + NaHCO

3
, 4 – immobilized cells of microalgae + NaHCO

3
, 

5 – control, 6 – polymer complexes without cells microalgae
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ванные культуры можно считать здоровыми, 
так как жизнеспособность клеток была более 
95% [29].

В результате проведённого исследования 
было выявлено, что свободные и иммобили-
зованные клетки обеих культур микроводо-
рослей были способны поглощать N–NH

4
+. 

Снижение концентрации аммоний-ионов 
в модельной сточной воде на 8 сут для сво-
бодных клеток T. obliquus составило около 
30%, для иммобилизованных – 35% (рис. 4).  
В варианте со свободными клетками C. vul-
garis снижение концентрации аммония было 

в пределах 20%, иммобилизованными –  
35% (рис. 4). Внесение дополнительных 
гидрокарбонат-ионов существенно увеличило 
степень удаления N–NH

4
+ как свободными 

клетками, так и включёнными в гидрогелевые 
комплексы (p < 0,05). Для T. obliquus остаточ-
ная концентрация N–NH

4
+ составила 15%, 

для свободных клеток – 20%. Для C. vulgaris 
разница между значениями для свободных 
и иммобилизованных клеток была более вы-
ражена и составила 35 и 10%, соответственно. 
Необходимо отметить частичное поглощение 
N–NH

4
+ самой матрицей гидрогеля без клеток 

Рис. 5. Динамика изменения концентрации P–PO
4

3- при различных режимах культивирования 
Tetradesmus obliquus (a) и Chlorella vulgaris (b): 1 – свободные клетки микроводорослей, 

2 – иммобилизованные клетки микроводорослей, 3 – свободные клетки микроводорослей + NaHCO
3
, 

4 – иммобилизованные клетки микроводорослей NaHCO
3
, 5 – контроль, 

6 – полимерные комплексы без клеток микроводорослей
Fig. 5. Dynamics of changes in the concentration of P–PO

4
3- under different modes of cultivation 

of Tetradesmus obliquus (a) and Chlorella vulgaris (b): 1 – free cells of microalgae, 2 – immobilized cells 
of microalgae, 3 – free cells of microalgae + NaHCO

3
, 4 – immobilized cells of microalgae + NaHCO

3
, 

5 – control, 6 – polymer complexes without cells microalgae
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микроводорослей. Однако, как отмечено ранее 
другими исследователями [36], сугубо хими-
ческое связывание азота достаточно сильно 
зависит от внешних факторов, в том числе 
посторонних веществ, поэтому биологическое 
поглощение рассматривалось нами как более 
приоритетное.

Таким образом, добавка гидрокарбоната  
в виде натриевой соли не повлияла на целост-
ность гидрогелевых комплексов, но при этом 
значительно усилила эффекты удаления сво-
бодного азота. Наиболее вероятный механизм 
усиления эффекта удаления N–NH

4
+ связан 

с преобразованием гидрокарбонатов в свобод-
ный CO

2
 с последующей интенсификацией 

процессов фотосинтеза [37]. Как следствие, 
ускоренный фотосинтез параллельно обеспе-
чивает энергию для усиленной ассимиляции 
N–NH

4
+ и биосинтеза аминокислот [38].

Анализ динамики поглощения P–PO
4

3- 
свободными клетками микроводорослей выявил 
снижение концентрации ионов в пределах 
15–20%, причём наличие дополнительных 
карбонат-ионов особой роли не играло (рис. 5).  
Наибольшее снижение концентрации фосфа-
тов произошло на 8 сут (до 25%) для C. vulgaris 
в присутствии карбонат-ионов. Напротив, 
удаление (> 95%) P–PO

4
3- из раствора было 

отмечено для всех вариантов с иммобилизо-
ванными микроводорослями (p < 0,01). Од-
нако сходные значения по степени удаления 
P–PO

4
3- для контрольных вариантов подводят 

к выводу о химической природе связывания 
фосфора. Таким образом, гидрогелевый ком-
плекс служил адсорбентом для фосфора [39], 
обеспечивая его локальную концентрацию  
в сфере размножающихся клеток микро-
водорослей. В дальнейшем фосфаты могут 
быть переведены во внутриклеточные поли-
фосфаты [40].

Заключение

Новый гидрогелевый комплекс для об-
работки сточных вод с целью удаления азота 
и фосфора за счёт эффективного сочетания 
альгината натрия, КМЦ, ПАК и кПАА ока-
зался устойчив к щелочным металлам, со-
хранял стабильность в течение длительного 
времени и был не токсичен для водорослей. 
Клетки двух штаммов микроводорослей были 
успешно включены в полимерную матрицу, 
где сохраняли способность к размножению и 
росту. Иммобилизованные клетки микрово-
дорослей оказались наиболее эффективны в 
процессе поглощения N–NH

4
+, которое было 

усилено за счёт добавки дополнительных 
карбонат-ионов. P–PO

4
3- связывался с ком-

понентами полимерной матрицы более, чем 
на 90% за счёт химических взаимодействий. 
Длительная сохранность структуры гидроге-
левых комплексов позволяет в дальнейшем 
извлекать накопленную биомассу микрово-
дорослей из жидкой фазы для последующей 
переработки. Компоненты таких комплексов 
дешевы, состоят из биоразлагаемых, не-
токсичных полимеров, а факт ассимиляции 
азота и аккумуляции фосфора позволяет рас-
сматривать гидрогелевые комплексы с иммо-
билизованными клетками микроводорослей 
в качестве органоминеральных удобрений.  
С другой стороны, биомасса микроводорослей 
из выработавших свой ресурс гидрогелевых 
комплексов может быть рассмотрена как по-
тенциальный источник недорогого сырья для 
получения биотоплива.

Работа выполнена при поддержке Го-
сударственного задания 122040600019-1  
и 122040600026-9.
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