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В практических задачах охраны окружающей 
среды широкое применение нашли полимерные и 
композиционные материалы на основе полиами-
нов, обладающие высоким сродством к клеткам 
как прокариотических, так и эукариотических ор-
ганизмов [1, 2]. К указанным полимерам относят-
ся производные полигексаметиленбигуанида, по-
лиэтиленимина, поливинилпиридина, полидиал-
киламиноэтил-метилакрилата [3]. 

Материалы, полученные на основе сшито-
го полиэтиленимина, в настоящее время широко 
применяются в различных областях в качестве: ка-

тализаторов [4], ионообменных смол [5], антими-
кробных агентов [6, 7], подложек для прививания 
ферментов [8] и тканевой инженерии [9], матери-
алов для селективного извлечения белков [10] и 
изготовления мембран [11]. Сорбенты с иммоби-
лизованным полиэтиленимином находят приме-
нение в биоремедиации, в частности, для извле-
чения тяжелых металлов [12, 13] и поглощения 
диоксида углерода [14]. Полимеры на основе сши-
тых ПЭИ, в том числе сорбенты, у которых в ка-
честве кросс-линкера использовался ДЭГ, облада-
ют высокой эффективностью при иммобилизации  
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В работе оценена токсичность и исследовано воздействие сорбентов на основе полиэтиленимина 
(ПЭИ) и их экстрактов на биолюминесценцию фотобактерий Photobacterium phosphoreum, 
используемых в качестве тест-объектов на токсичность в технологии биотестирования различных 
материалов. Исследуемые материалы синтезировали путём сшивания ПЭИ с диглицидиловым эфиром 
диэтиленгликоля (ДЭГ) массовая доля которого варьировалась от 0,9 до 120,0%, с последующим 
замораживанием. Выявлено, что степень ингибирования люминесценции в клетках P. phosphoreum 
зависит от соотношения ПЭИ/ДЭГ в сорбенте. При стандартной методике биотестирования 
сорбенты с содержанием ДЭГ от 60–120% не оказывали эффекта тушения биолюминесценции 
фотобактерий, а при более низком содержании сшивок ДЭГ (0,9–30%) проявляли выраженное 
ингибиторное действие. Установлено, что эффект ингибирования биолюминесценции фотобактерий 
сорбентами с низким процентом ДЭГ (<30%) значительно менее выражен в фосфатном буфере, 
чем в растворах солей. Водные и спиртовые экстракты сорбентов с содержанием ДЭГ более 15% 
не оказывали существенного влияния на люминесценцию клеток P. phosphoreum в течение 1 ч 
инкубации. Методом сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) показана иммобилизация 
клеток P. phosphoreum на поверхности и внутренних частях исследуемых сорбентов.
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микроводорослей, что позволяет использовать их 
для длительного культивирования в фотобиореак-
торах и сборе биомассы [15]. Кроме того, предпо-
лагается использование сорбентов на основе ПЭИ 
для сбора в открытых и закрытых водоемах био-
массы цианобактерий при их массовом развитии 
и последующей утилизации [16]. Практическое 
применение сорбентов in situ предполагает оцен-
ку их токсичности, стабильности при длитель-
ных процедурах использования в водных средах, 
и возможного влияния продуктов деградации ма-
териала на биоту.

В качестве одного из широко применяемых 
методов анализа токсичности различных матери-
алов используется биотест на основе светящих-
ся бактерий [17, 18]. Показана высокая эффектив-
ность применения фотобактерий для определения 
токсичности отдельных химических соедине-
ний, промышленных изделий, контактирующих 
с пищевыми продуктами, полимерных, композит-
ных и наноматериалов, применяемых в промыш-
ленных задачах [19–23]. На практике для анали-
за токсичности различных химических веществ в 
качестве тест-объектов применяются P.  phospho-
reum – Microtox-реагенты и аппаратурное обеспе-
чение фирмы Bekchman (США); другие природ-
ные и рекомбинантные штаммы с клонированны-
ми генами люминесцентной системы. Биотесты с 
использованием фотобактерий по своей чувстви-
тельности, точности, быстродействию и просто-
те обычно превосходят существующие аналоги, 
позволяя в режиме реального времени проводить 
токсикологический анализ значительного количе-
ства проб [17, 18, 19, 24].

Биотест на фотобактериях Vibrio harvey ра-
нее успешно реализован в анализе токсичности 
полимерных сорбентов в виде сферических гра-
нул из сополимера стирола и дивинилбензола с 
привитым на поверхность разветвленным поли-
этиленимином, и волокон, сшитых эпихлорги-
дрином (30%) в условиях термополимеризации 
полиаминов [26]. Выявлено различное влияние 
материалов на эмиссию фотобактерий (активи-
рующее и ингибирующее) [26]. Полученные ре-
зультаты свидетельствовали о принципиальной 
возможности заселения сорбентов грамотрица-
тельными бактериями и необходимости пред-
варительной отмывки полимеров от токсичных 
компонентов перед их применением в открытых 
водоемах [26].

Технологии биотестирования на фотобакте-
риях разнообразны, однако все они базируются 
на анализе изменений в эмиссионной активности 
клетки при воздействии того или иного токсично-
го агента. Стандартная процедура биодетекции 

включает в себя подготовку биолюминесцентного 
реагента, инкубацию образца с фотобактериями 
в течение необходимого времени, и определение 
уровня тушения свечения по остаточной активно-
сти по отношению к контролю [19, 25].

Во многих случаях технологии биотестирова-
ния включают в себя вспомогательные операции, 
целью которых является экстракция и концентри-
рование экстрагируемых веществ. Как правило, 
эти задачи возникают при анализе токсичности 
твердых или газообразных субстанций. Посколь-
ку токсичные вещества могут быть как гидрофоб-
ными, так и гидрофильными, в качестве экстраги-
рующих агентов используют как водные, так и ор-
ганические растворители. 

В настоящей работе проведено изучение дей-
ствия сорбентов на основе полиэтилениминов, 
сшитых ДЭГ в условиях криополимеризации и их 
спиртовых экстрактов на интенсивность и кине-
тику люминесценции фотобактерий. Особое вни-
мание уделено стабильности фотобактерий в со-
рбентах в ходе инкубации в солевых растворах, 
и влиянию концентрации сшивающего агента на 
структурные параметры материалов. При анали-
зе токсичности сорбентов нельзя было исключить 
возможность адгезии бактерий на материал сор-
бента, что с одной стороны могло изменить адсо-
рбционные свойства материалов в случае прак-
тического использования, с другой стороны ад-
сорбированные фотобактерии могли быть более 
чувствительны к ингибиторному действию мате-
риалов носителя. Поэтому наряду с исследова-
нием токсичности изучена возможность заселе-
ние сорбентов клетками фотобактерий.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Синтез и характеристика ПЭИ
40 мл 50% водного раствора высокоразвет-

вленного (ПЭИ) (Mw 50-100 kDa,) (MP Biomedi-
cals, Santa Ana, США) растворяли в 33 мл этило-
вого спирта, к полученному раствору прибавляли 
ДЭГ (для К-ДЭГ120 – 3,2 мл ДЭГ, для К-ДЭГ60 
1,6 мл, К-ДЭГ30 – 0,81мл и т.д) («Контакт», Дзер-
жинск, Россия) помещали в 50-мл пластиковую 
колбу с винтовой крышкой. Смесь перемешива-
ли с помощью шейкера в течение 2 мин и хра-
нили в течение ночи в морозильной камере при 
–18 °C. После размораживания полимер фильтро-
вали на воронке Бюхнера и промывали несколь-
ко раз этанолом, затем помещали в круглодон-
ную колбу объемом 100 мл с 40 мл этанола. Смесь 
кипятили в течение 2–3 ч для устранения избыт-
ка ДЭГ. После охлаждения до комнатной темпера-
туры полимер фильтровали на воронке Бюхнера, 
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промывали этанолом и дистиллированной водой 
до рН 8–9, затем лиофилизировали. Основные ха-
рактеристики сорбентов представлены в Табл. 1.

Характеристика поверхности сорбентов
Удельную поверхность определяли с по-

мощью адсорбции азота в приближении BET 
(Brunauer-Emmett-Teller) на приборе Beckman 
Coulter SA 3100 (Coulter Corporation, США). Для 
анализа отбирали навески сорбентов весом при-
мерно 0,1 г, которые предварительно сушили при 
120 °С в вакууме в течение 1 ч. Данные представ-
лены в Табл. 1. 

Анализ набухания сорбентов
Навески сорбентов (15–50 мг) помещали в 

стеклянную емкость объёмом 4 мл и прибавля-
ли 3,0 мл 0,01М фосфатного буферного раствора 
(pH 9,0). Инкубирование проводили при комнат-
ной температуре в течение 1 ч. Набухание рассчи-
тывали по формуле 1. Данные представлены на 
рисунке 1, как среднее из пяти измерений.

                                         ,                                (1)

где S – набухание, mw – масса набухшего сорбен-
та, md – масса исходного сорбента.

Биолюминесцентный анализ проб
Воздействие сорбентов на биолюминесцен-

цию фотобактерий P. phosphoreum ККМ МГУ 
331, выделенных из Myoxocephalus Scorpius – 
придонной рыбы Кандалакшского залива Белого 
моря [28] изучали в соответствии со стандартны-
ми методиками определения токсичности иссле-
дуемых образцов [19, 30]. 100 мкл суспензии фо-
тобактерий (3∙107 клеток/мл) в 2 мл 2% NaCl или 
в 2 мл 0,1М фосфатного буферного солевого рас-
твора (PBS) (рН 7,5) инкубировали с 50 мг лиофи-
лизированного ПЭИ.

Интенсивность биолюминесценции регистри-
ровали с помощью люминометра (1250 LKB-
Wallac, США) через 5, 15, 30 и 60 мин инкубации.  
В качестве контроля использовали пробу без со-
рбента. Ингибиторный эффект оценивали по ве-
личине остаточной биолюминесценции опытной 
пробы по отношению к контрольной 

                                             ,                            (2)

где Io – интенсивность биолюминесценции про-
бы, Iк – интенсивность люминесценции контроля.

Биолюминесцентный анализ  
экстрактов сорбентов

Сорбенты (200 мг) инкубировали в 1,5 мл воды 
или в 96% этаноле в течение 24 ч. Конечные кон-
центрации этанольного экстракта сорбентов в про-
бе при измерении люминесценции фотобактерий 
составляли: 6 ∙10-4, 3 ∙10-3, 6 ∙10-3, 3 ∙10-2, 6 ∙10-2, 3 ∙10-1,  
6 ∙10-1, 3,33%. В качестве контроля использовали 
пробу с этанолом в соответствующей концентра-
ции. Пробы анализировали после инкубации в те-
чение 15, 30, 60 мин. Все эксперименты проводи-
ли в трех повторах и определяли среднее значение.

Ингибиторный эффект оценивали по величи-
не остаточной биолюминесценции опытной про-
бы по отношению к контрольной.

Адгезия фотобактерий на сорбентах 
Для изучения возможности заселения сорбен-

тов фотобактериями инкубировали 50 мг каждого 
сорбента с суспензией фотобактерий (5 ∙109 кл/мл) 

Та бл и ц а  1

Характеристики сорбентов на основе ПЭИ
PEI-polymers characteristics

Название 
сорбента

Содержание сшиваю-
щего агента, (масс. %)

Удельная по-
верхность, м2/г

К-ДЭГ0,9 0,9 < 20
К-ДЭГ3,8 3,8 < 20
К-ДЭГ7,5 7,5 < 20
К-ДЭГ15 15,0 < 20
К-ДЭГ30 30,0 21,0
К-ДЭГ60 60,0 38,0
К-ДЭГ120 120,0 36,0

Рис. 1. Остаточная эмиссия P. phosphoreum 
после инкубации с сорбентами в течение в те-
чение 15, 30 и 60 мин в 2,2% NaCl.

Fig. 1. The residual emission of P. phosphoreum after 
incubation with sorbents during 15, 30 and 60 minutes 
in 2.2% NaCl.
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в 2 мл среды для глубинного культивирования 
в течение 22 ч при 22 °С без аэрации и переме-
шивания. Образцы сорбентов после инкубации 
четырежды промывали 10 мл 2,2% NaCl, затем 
вносили в 2 мл 2,2% NaCl и анализировали ин-
тенсивность люминесценции. Все эксперименты 
проводили в трех повторах.

Сканирующая электронная микроскопия
Для сканирующей электронной микроскопии 

(СЭМ) сорбенты на основе ПЭИ без клеток под-
вергали сублимационной сушке.

Образцы сорбентов с адсорбированными на 
них клетками фиксировали 12% раствором глу-
тарового альдегида в 0,1М какодилатном буфере 
рН 7,2 в течение 1 ч, затем обезвоживали в спир-
тах возрастающей концентрации и помещали на 
ночь в 100% ацетон. Образцы высушивали при 
критической точке на установке «DryerHCP-2» 
(Hitachi, Япония), напыляли золотом с паллади-
ем на ионно-напылительной установке «IB-3 Ion-
Coater» (Eiko, Япония) и исследовали с помощью 
сканирующего микроскопа JSM-6380LA (JEOL, 
Япония) при ускоряющем напряжении 15Кв и ин-
струментальном увеличении 60–20000.

Статистика
Все эксперименты проводили в трёх повторах. 

Ошибка экспериментов не превышала 10%. Ста-
тистическую обработку полученных данных про-
водили в программе MS Excell 2013.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биолюминесцентный анализ токсичности 
сорбентов на основе ПЭИ

Анализ изменения интенсивности биолюми-
несценции исследуемого штамма P. phosphoreum 
при инкубации с сорбентами на основе ПЭИ в те-
чение одного ч показал, что сорбенты с наимень-
шим содержанием сшивающего агента К-ДЭГ0,9, 
К-ДЭГ3,8, и К-ДЭГ7,5 постепенно снижают био-
люминесценцию в течение ч до 30–34% (рис. 1). 
Сорбенты с высокой концентрацией сшивающего 
агента – К-ДЭГ60 и К-ДЭГ120 не оказывают от-
рицательного влияния на биолюминесценцию, в 
то время как сорбенты К-ДЭГ15 и К-ДЭГ30 в те-
чение 1 ч инкубации. вызывают незначительное 
ингибирование (на 11–20%).

При более длительной инкубации в 2,2% рас-
творе NaCl ингибиторное действие сорбентов су-
щественно возрастает (рис. 2). Инкубация P. phos-
phoreum с сорбентами К-ДЭГ0,9, К-ДЭГ3,8, 
К-ДЭГ7,5 в течение 22 ч привела к полному ин-
гибированию биолюминесценции по сравнению с 
контролем. В то же время в пробах с сорбентами 

К-ДЭГ60, К-ДЭГ120 наблюдали незначительное 
ингибирование биолюминесценции (рис. 2) При-
мечательно, что степень ингибирования биолю-
минесценции в клетках P. phosphoreum зависела 
от соотношения ПЭИ/ДЭГ в структуре сорбента. 
Сорбенты с более низким содержанием сшиваю-
щего агента (ДЭГ) оказывали сильное ингибиру-
ющее действие на биолюминесценцию в течение 
22 ч инкубирования (рис. 2).

Согласно опубликованным данным [6], сор-
бенты на основе ПЭИ являются поликатионны-
ми благодаря наличию аминогрупп, которые ак-
тивно взаимодействуют с отрицательно заряжен-
ными поверхностными структурами бактерий. 
Таким образом, чем ниже процент сшивки в со-
рбентах, тем выше количество сайтов связывания 
для бактериальных клеток. Сообщалось, что ами-
ногруппы цепей ПЭИ взаимодействуют с отрица-
тельно заряженными фосфатными группами фос-
фолипидов [6] и способны проникать в структуры 
клеточной стенки бактерий, не попадая в анион-
ные слои пептидогликана и липосахаридов. Это 
приводит к разрушению клеточных стенок [29]. 
Мы предположили, что слабо сшитые сорбенты 
К-ДЭГ0,9, К-ДЭГ3,8, К-ДЭГ7,5 характеризуют-
ся наличием подвижных цепей ПЭИ, которые мо-
гут проникать в структуры клеточной стенки фо-
тобактерий, вызывать ингибирование их метабо-
лической активности и последующее разрушение 

Рис. 2. Остаточная эмиссия P. phosphoreum по-
сле инкубации с сорбентами К-ДЭГ3,8, К-ДЭГ30, 
К-ДЭГ60 в течение 22 ч в 2,2% NaCl и 0,1M фосфат-
ном буфере рН 7,5.

Fig. 2. The residual emission of P. phosphoreum after 
incubation with sorbents P-G3.8, P-G30, P-G60 during 
22  hours in 2.2% NaCl and 0.1M phosphate buffer 
рН 7.5.

О
ст

ат
оч

на
я 

эм
ис

си
я 

 
P.

 p
ho

sp
ho

re
um

, %

Содержание сшивающего агента, %

100

80

60

40

20

0
60,030,03,8

2,2% NaCl 0,1М фосфатный буфер



77Биотехнология  2020  Т. 36  № 3

БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЙ АНАЛИЗ ТОКСИЧНОСТИ СОРБЕНТОВ

клеток. Напротив, сорбенты К-ДЭГ120, К-ДЭГ60 
характеризуются высокой степенью сшивания 
между цепями ПЭИ, что ограничивает движение 
полимерных цепей, предотвращая разрушение 
бактериальных стенок.

Оценку токсичности сорбентов проводили 
при инкубации клеток P. phosphoreum в фосфат-
ном буфере с рН 7,5 (рис. 2). В этих условиях ин-
гибирующее действие сорбентов с более низким 
процентом сшивки ДЭГ (<30%) значительно ме-
нее выражено, чем в растворах солей. Объяснение 
этих эффектов связано с уменьшением катионно-
го заряда ПЭИ за счет быстрого взаимодействия 
аминогрупп на поверхности с фосфатными груп-
пами буфера. При этом количество доступных 
сайтов связывания для прикрепления бактерий 
значительно уменьшается, что приводит к сниже-
нию ингибирующего действия сорбентов на био-
люминесцентную активность фотобактерий.

Биолюминесцентный анализ токсичности 
экстрактов сорбентов на основе ПЭИ

Для определения наличия токсичных ве-
ществ, выделяемых сорбентами в среду, исследо-
вано влияние их водных и спиртовых экстрактов 
на люминесценцию фотобактерий. Выявлено, что 
водные экстракты всех исследуемых сорбентов 
не оказывали ингибирования биолюминесценции 
после 1 ч инкубации.

Спиртовые экстракты сорбентов К-ДЭГ0,9, 
К-ДЭГ3,8, К-ДЭГ7,5 ингибировали люминесцен-
цию P. phosphoreum на 20% (рис. 3) через 1 ч ин-
кубации. Наибольшая концентрация этанола в 
пробах составила 3,3%, а контрольные опыты 
с использованием растворителя при тех же кон-
центрациях не выявили уменьшения биолюми-
несцентной активности. Таким образом, испы-
танные сорбенты не содержали в своих водных и 

Рис. 3. СЭМ-фотографии поверхности К-ДЭГ0,9 (a), К-ДЭГ3,8 (b), К-ДЭГ60 (c) и К-ДЭГ7,5 (d). Сферические и боч-
кообразные выросты обозначены постоянными и пунктирными стрелками соответственно (b). Стрелка (c) указывает 
на трещины на полимерной поверхности.

Fig. 3. SEM micrographs of the surface P–G0.9 (a, b), P–G60 (c) and P–G7.5  (d). The spherical and barrel-shaped outgrowths 
are indicated by constant and dashed arrows correspondently (b). The arrow (c) indicates cracks on the polymeric surface.
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этанольных экстрактах критических концентра-
ций токсичных веществ. Совокупность результа-
тов, полученных по прямому действию сорбентов 
и их экстрактов не позволяют разграничить инги-
биторное действие сорбентов и выделяемых ими 
в водную среду веществ.

Характеристики поверхности и структуры 
сорбентов на основе ПЭИ

Структура сорбентов существенно зависит 
от концентрации сшивающего агента. Сшивание 
ПЭИ с 15–120% ДЭГ приводило к образованию 
твердых полимерных гранул различных разме-
ров, которые отличались поверхностной структу-
рой и уровнем пористости. Если количество ДЭГ 
было ниже 7,5%, то полимеры представляли собой 
аморфную пористую массу. Методом СЭМ выяв-
лено, что на поверхности сорбента К-ДЭГ0,9 при-
сутствуют многочисленные сферические, полус-
ферические, папиллярные и бочкообразные выро-
сты (рис. 3а). Размер сферических элементов на 
поверхности составляет от 1 мкм до 2,5 мкм, а боч-
кообразных – от 1 мкм до 3,5 мкм. Поверхность 
сорбента К-ДЭГ3,8 также характеризуется наличи-
ем сферических и полусферических выростов, но 
бочкообразных структур не обнаружено (рис. 3b). 
Поверхность сорбента К-ДЭГ7,5 (рис.  3d) выра-
жена складчатой формой с выступающими ка-
вернами (10–20 мкм в диаметре), образованными 
небольшими сферами диаметром до 0,5 мкм.

Структура сорбентов К-ДЭГ30, К-ДЭГ120 и 
К-ДЭГ60 пористая, диаметры канавок и пор раз-
личного размера (шириной 15–80 мкм) (рис. 3c). 
Поверхность этих сорбентов образовалась в про-
цессе криополимеризации, которая происходила 
вокруг кристаллов льда. 

Следует отметить, что сорбенты К-ДЭГ0,9, 
К-ДЭГ3,8, К-ДЭГ7,5, К-ДЭГ15 и К-ДЭГ30 харак-
теризуются примерно одинаковой удельной по-
верхностью, которая была почти в два раза ниже, 
чем у К-ДЭГ60 и К-ДЭГ120. Более высокая пло-
щадь поверхности сорбентов с 60–120% содержа-
нием ДЭГ может быть объяснена наличием мно-
гочисленных канавок и пор. 

Набухание является важным свойством по-
лимеров, предназначенных для применения в во-
дных средах. Выявлено, что все исследуемые сор
бенты набухают в воде, что, вероятно, повыша-
ет доступность внутренних объемов полимеров 
для иммобилизации бактерий и адсорбции раз-
личных веществ. Проведенные исследования по-
казали, что при инкубации в солевом раство-
ре (2,2%  NaCl) степень набухания большинства 
полимеров повышалась со снижением процен-
та сшивающего агента (рис. 4). Однако сорбенты 
К-ДЭГ3,8 и К-ДЭГ0,9 при инкубации необратимо 

меняют состояние на гелеообразное, что делает 
невозможным измерение степени их набухания.

Наблюдаемое увеличение степени набухания 
может быть объяснено более высокой подвижно-
стью слабо сшитых цепей ПЭИ, увеличением сво-
бодного объема внутри сорбента для поступления 
воды. Степень набухания у сильно сшитых сор-
бентов (К-ДЭГ60 и К-ДЭГ120), характеризую-
щихся ограниченным доступом молекул воды в 
свободный объем полимерных цепей, неизменна.

Было обнаружено, что в течение 22 ч инкуба-
ции некоторых сорбентов в 2,2% NaCl происходит 
сдвиг рН среды в щелочную сторону. Наиболь-
шие изменения (от 6,5 до 8–8,5) были обнаруже-
ны у проб с сорбентами с низким процентом ДЭГ 
(<15%) (рис. 5). Инкубация сорбентов К-ДЭГ30, 
К-ДЭГ60 и К-ДЭГ120 не вызывала изменений 
рН среды. Оптимальные значения для люми-
несценции фотобактерий находятся в диапазоне 
рН 6,5–7,5, поэтому сдвиг рН в щелочную сторону 
является важным эффектом подавления свечения. 
Мы предположили, что ингибирование люминес-
ценции фотобактерий, инкубированных с сорбен-
тами К-ДЭГ0,9, К-ДЭГ3,8, К-ДЭГ7,5, К-ДЭГ15, 
частично объясняется изменением рН среды в ще-
лочную сторону и не связано с токсичностью со-
рбентов. Как упоминалось выше (рис. 2) ингиби-
рующее действие сорбентов в фосфатном буфе-
ре рН  7,5 было менее выражено, чем в солевом 
растворе. В течение 22  ч инкубации К-ДЭГ3,8 
в фосфатном буфере ингибирование люминес-
ценции P.  phosphoreum составляло только 33% 
по сравнению с контролем, в то время как инкуба-
ция в растворе NaCl сопровождалась полным ин-
гибированием эмиссионной активности.

Рис. 4. Набухание сорбентов с различной концен-
трацией сшивающего агента. 

Fig. 4. Swelling of sorbents with different concentration 
of a cross-linking agent.
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Биолюминесцентный анализ адгезии 
фотобактерий на сорбентах

Изучение адгезии P. phosphoreum на носителе 
проводили в ходе инкубации с фотобактериями в 
течение 22 ч в среде для глубинного культивиро-
вания. Перед проведением биолюминесцентного 
анализа сорбенты тщательно промывали, чтобы 
удалить незакрепленные клетки. Высокий уровнь 
интенсивности биолюминесценции по сравнению 
с контролем наблюдали для сорбентов К-ДЭГ60, 
К-ДЭГ120 (рис. 2). При этом, для сорбентов с бо-
лее низким процентом сшивки (<30%) эмиссион-
ной активности не детектировали. Как и предпо-
лагалось, биосовместимость исследуемых сор-
бентов зависела от их химического состава, так 
как снижение процента ДЭГ в составе материа-
ла может привести к усилению взаимодействия 
с клетками и разрушению клеточных стенок бак-
терий. Предположение о возможном ингибитор-
ном эффекте на свечение за счет адсорбции бак-
терий за время анализа токсичности (1 ч) не под-
твердилось. Тушение свечения за счет адсорбции 
бактерий наблюдалось только при более длитель-
ном инкубационном периоде – 22 ч. Жизнеспо-
собность фотобактерий, иммобилизованных на 
сорбентах с высоким соотношением ПЭИ/ДЭГ, 
также может снижаться за счет сдвига рН среды 
в щелочную сторону, неоптимальную для прояв-
ления люминесценции клетками P. phosphoreum.

Полимерные материалы на основе сшитого вы-
сокоразветвленного ПЭИ предполагается использо-

вать для предотвращения массового развития окси-
генных фототрофных микроорганизмов в открытых 
водоемах, очистки сточных вод [31] и иммобилиза-
ции микроводорослей при промышленном культи-
вировании [15]. В данной работе изучено взаимо-
действие сорбентов с грамотрицательными мор-
скими светящимися бактериями P. phosphoreum. 
Широко известно использование этих бактерий в 
качестве биосенсоров для анализа токсичности раз-
личных материалов и субстанций. В данной рабо-
та дана первичная оценка взаимодействия сорбен-
тов, на основе сшитых ПЭИ и морских бактерий. 
Полученные данные позволяют сравнить токсич-
ность полимерных материалов, синтезированных 
путём сшивания ПЭИ с различным процентным со-
держанием ДЭГ при замораживании. Судя по ре-
зультатам, сорбенты и их экстракты не оказыва-
ли существенного влияния на люминесценцию 
P. phosphoreum в течение 1 ч инкубации. После 22 ч 
инкубации сорбенты с более низким содержани-
ем ДЭГ (1,8–30,0%) оказывали сильное ингибиру-
ющее действие на биолюминесценцию. Напротив, 
полимеры К-ДЭГ120, К-ДЭГ60 с высоким содер-
жанием кросс-линкера не влияли на люминесцент-
ную активность бактерий. Исследование сорбентов 
методом СЭМ после инкубации с фотобактериями 
в течение 22 ч подтвердило результаты биолюми-
несцентных тестов (рис. 6). Показано, что клетки 
P. phosphoreum активно заселили и делились, фор-
мируя микроколонии на поверхности сорбентов с 
60–120% ДЭГ. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что сорбенты с высокой степенью 

Рис. 5. Изменение рН среды через 1, 60 мин и 22 ч инкубации P. phosphoreum с сорбентами на основе ПЭИ в 
2,2% NaCl.

Fig. 5. pH changes after 1, 60 min and 22 hours of P. phosphoreum and PEI-sorbents incubation in 2.2 % NaCl.
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сшивки К-ДЭГ120, К-ДЭГ60 биосовместимы с фо-
тобактериями P. phosphoreum и не оказывают ток-
сического эффекта на биолюминесценцию.
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Abstract–The toxicity of polyethylenimine-based sorbents and their extracts was evaluated and their effect 
on the bioluminescence of Photobacterium phosphoreum photobacteria was studied. These test bacteria 
are commonly used as objects to determine the toxicity of various materials. The analyzed materials were 
synthesized by cross-linking PEI with diethylene glycol diglycidyl ether (DGDE) at mass contents of the 
latter of 1.9–120.0% with subsequent freezing. It was found that the degree of luminescence inhibition in 
the P. phosphoreum cells depended on the PEI/DGDE ratio in the sorbent. The sorbents with high DGDE 
content (60–120%) did not affect the cell luminescence activity, while those with a lower percentage of the 
cross-linker (0.9–30%) exerted a pronounced inhibitory effect on luminescence of photobacteria according 
to the data obtained via the standard biotesting method. It was also established that the inhibitory effect of 
sorbents with a lower DGDE percentage (<30%) in a phosphate buffer was significantly lower than in salt 
solutions. Water and ethanol extracts of sorbents with the DGDE mass percentage of more than 15% did 
not significantly inhibit the luminescence of P. phosphoreum during 1 h of incubation. Immobilization of P. 
phosphoreum cells on the surface and internal parts of the studied sorbents was observed by the method of 
scanning electron microscopy.

Key words: bioluminescence, biotest, toxicity analysis, photobacteria, polymer sorbents, polyethylenimine
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