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Аннотация. Использование микроводорослей для производства биоводорода является одним из перспектив-
ных направлений современной биотехнологии и прикладной альгологии. В клетках зеленых микроводорослей про-
цесс синтеза биоводорода осуществляется в электрон-транспортной цепи хлоропластов с помощью фермента [FeFe]-
гидрогеназы и служит физиологической адаптацией к анаэробным условиям. Детальное понимание механизма син теза 
биоводорода позволяет эффективнее использовать микроводоросли в качестве источника экологически чистого 
топлива. В представленном аналитическом обзоре рассматриваются механизмы биопродукции Н2 и его потен-
циальные роли в физиологии, а также подходы к стимуляции производства Н2 для биотехнологических целей.

Ключевые слова: водоросли; биоводород; гидрогеназа; депривация элементов; фотобиореактор. 
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Abstract. The use of microalgae for the production of biohydrogen is one of the promising areas of modern biotech-
nology and applied algology. In green microalgae cells, the process of biohydrogen synthesis is carried out in the electron 
transport chain of chloroplasts by the enzyme [FeFe]-hydrogenase and serves as a physiological adaptation to anaerobic 
conditions. A detailed understanding of the mechanism of biohydrogen synthesis makes it possible to more efficiently 
use microalgae as a source of environmentally clean fuel. This analytical review examines the mechanisms of H2 biopro-
duction and its potential roles in physiology, as well as approaches to stimulating H2 production for biotechnological 
purposes.

Keywords: algae; biohydrogen; hydrogenase; nutrient deprivation; photobioreactor. 

Введение
На сегодняшний день большой интерес представляет культивирование автотрофных микроорганиз-

мов, таких как зеленые микроводоросли, в целях производства биомассы [1– 4]. Используя в качестве 
источника энергии солнечный свет, они способны наращивать большие объемы органической материи 
и синтезировать целевые соединения, что делает их привлекательным объектом для биотехнологии. Осо-
бенно перспективным представляется использование микроводорослей как источника топливных ресурсов, 
таких как водородное топливо (молекулярный водород (Н2) и производимый биологическими системами 
биоводород) [5]. 

Способность микроводорослей синтезировать Н2 известна с начала 1940-х гг. [6]. Однако только 
с недавнего времени данный феномен рассматривается в качестве источника получения биоводорода 
в промышленных масштабах [7; 8]. Ввиду этого в последние десятилетия усилились исследования мета-
болизма микроводорослей, связанного с продукцией Н2, а также интенсифицировались разработки в области 
промышленного получения биоводорода с помощью культур эукариотических микроводорослей [9 –12]. 

Целью настоящей работы являлся критический обзор и анализ современных исследований синтеза Н2 
зелеными микроводорослями и его физиологической роли в клетке, а также исследований, направлен-
ных на разработку эффективных подходов к стимуляции генерации биоводорода физико-химическими 
методами.

Биосинтез Н2 зелеными микроводорослями:  
механизм и роль в физиологии клетки

Биосинтез Н2 встречается у ряда бактерий и микроводорослей, принадлежащих к различным так-
сономическим группам [13–15]. Он осуществляется с помощью разных биохимических механизмов 
и является следствием различных физиологических адаптаций [9; 16]. Согласно работе [16] в природе 
существует несколько путей биосинтеза Н2 на свету: 1) кислородный фотосинтез в сочетании с про-
изводством Н2, которое катализируется [FeFe]-гидрогеназой (характерно для зеленых микроводорос-
лей) [6]; 2) кислородный фотосинтез в сочетании с производством Н2, катализируемым нитрогеназой 
(свойственно цианобактериям) [13]; 3) неоксигенный фотосинтез в сочетании с производством Н2, ко-
торое также катализируется нитрогеназой (известно для пурпурных бактерий) [15].



Экспериментальная биология и биотехнология. 2024;2:36–45
Experimental Biology and Biotechnology. 2024;2:36–45

38

Образование H2 имеет большое значение для клетки, так как оно играет роль альтернативного пути 
метаболизма в анаэробных условиях [10; 16; 17]. Производство водорода клетками зеленых микрово-
дорослей на свету неразрывно связано с реакциями фотосинтеза и выступает одним из анаэробных 
механизмов регуляции транспорта электронов и сопряженных с ним процессов [16]. Выделение H2 по-
зволяет поддерживать поток электронов, необходимый для генерации АТФ [16].

Продукция Н2 зелеными микроводорослями впервые была описана более 80 лет назад [6]. При этом 
продемонстрировано, что в анаэробных условиях зеленые микроводоросли способны выделять H2 как 
в темноте, так и на свету [6]. В дальнейшем показано, что для синтеза водорода в хлоропластах необ-
ходимо наличие специальных ферментов, которые будут осуществлять формирование Н2 [11; 18–20]. 
Такую функцию выполняют ферменты семейства гидрогеназ [11; 18; 19]. Данные ферменты играют 
важную роль в защите клетки от избытка электронов, образующихся в условиях анаэробного стресса на 
свету, тем самым предотвращая повреждение фотосинтетического аппарата [19]. Гидрогеназы являются 
ферментативными комплексами, состоящими из одной или нескольких субъединиц. Они катализируют 
обратимое восстановление протонов до молекулярного водорода следующим образом [19]:

2H + + 2e ↔ H2.
Особый интерес представляют возникновение и специализация гидрогеназ у зеленых микроводо-

рослей, а также установление их тесного взаимодействия с фотосинтетическим аппаратом [11]. В каче-
стве основной версии происхождения водорослевой гидрогеназы рассматривается горизонтальный пе-
ренос генов от представителей нефотосинтетических бактерий к предку современных водорослей [20]. 
В ходе эволюции у водорослей сформировался механизм локализации гидрогеназ в хлоропласте, где 
происходят их синтез и посттрансляционная модификация [18].

[FeFe]-гидрогеназы характеризуются наличием H-кластера в каталитическом центре [11]. Механизм 
образования молекулярного водорода с помощью [FeFe]-гидрогеназы реализуется следующим образом: 
посредством ферредоксина электроны доставляются к месту стыковки рядом с [4Fe4S]-кластером, от-
куда они переносятся в H-кластер, восстанавливая дистальный атом железа(II) [11]. Восстановленный 
атом Fe(II) стабилизируется благодаря присутствию лигандов CO и CN. Протонный путь от поверхности 
белка к каталитическому участку изучен не до конца. Вероятно, он включает остаток цистеина, распо-
ложенный рядом с H-кластером и действующий как конечный сайт связывания для одного из протонов. 
Второй протон, по-видимому, связывается с Fe(II). Конечная реакция включает процесс, в ходе которого 
образующийся гидрид-анион рекомбинирует со связанным протоном и выделяется в виде газа H2 [11; 16].

Активный центр фермента, куда переносятся электроны от ферредоксина, чувствителен к кислороду, 
что лимитирует естественное производство Н2 в кислородных условиях [16]. Активность гидрогеназы 
ингибируется за счет подавления экспрессии генов hyd, окислительного повреждения каталитического 
центра и нарушения процесса созревания фермента [11; 21]. На свету анаэробные условия наступают, когда 
скорость фотосинтетического выделения О2 становится ниже скорости митохондриального дыхания [22].

При нормальных аэробных условиях в хлоропластах зеленых микроводорослей осуществляется обыч-
ный процесс фотосинтеза, свойственный всем автотрофным организмам. Энергия света улавливается 
светособирающими белками реакционного центра фотосистемы-2 (ФС-2) и используется для расщеп-
ления воды на молекулы кислорода, протоны и электроны [17]. Эти фотосинтетические электроны по-
средством серии окислительно-восстановительных реакций продвигаются по электрон-транспортной 
цепи через комплекс цитохрома b6f и фотосистему-1 (ФС-1) к железосерному белку ферредоксину, ко-
торый затем переносит свои электроны на НАДФ+, восстанавливая его до НАДФН. В свою очередь, 
НАДФН является необходимым компонентом для функционирования цикла Кальвина, где происходят 
фиксация СО2 и биосинтез важнейших для клетки веществ [16]. В анаэробных условиях ферредоксин 
вместо этого отдает свои электроны [FeFe]-гидрогеназе [11]. Такой путь известен как прямой биофото-
лиз и свойствен исключительно зеленым микроводорослям (рис. 1). Водород образуется в результате 
расщепления воды ФС-2 в анаэробных условиях. В отсутствие кислорода световая энергия, собранная 
ФС-1 и ФС-2, линейно переносит электроны от воды к ферредоксину:

2H2O + свет = 2H2 + O2.
Производство H2 эукариотическими зелеными микроводорослями путем прямого биофотолиза требует 

от нескольких минут до нескольких часов анаэробной инкубации в темноте [23]. При переносе куль-
туры из темновых анаэробных условий на свет выход водорода возрастает на несколько порядков [17]. 
Однако активное выделение Н2 носит временный характер, полностью затухая в течение нескольких 
минут. Именно этот феномен стал первым доказательством фотообразования водорода у зеленых микро-
водорослей [6]. Скачкообразный выброс водорода в указанных условиях является следствием быстрой 
индукции фотосинтетического транспорта электронов и восстановления ферредоксина и НАДФ+ в хлоро-
пласте, пока ферменты цикла Кальвина находятся в инактивированном состоянии после инкубации 
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в тем ноте [24]. Причиной затухания процесса выступает, во-первых, дезактивация гидрогеназы в при-
сутствии кислорода [21], а во-вторых, активация ферментов темновой фазы. Биосинтез H2 конкурирует за 
электроны с другими восстановительными путями, прежде всего с ассимиляцией CO2. В исследованиях 
было продемонстрировано, что кратковременная выработка H2 у вида Chlamydomonas reinhardtii наиболее 
высока при низкой концентрации CO2 и наоборот [25]. Длительная выработка H2 в отсутствие фикса-
ции CO2 предполагает центральную роль [FeFe]-гидрогеназы в поддержании фотосинтеза водорослей 
и приспособлении клеток к бескислородным условиям, а также защищает фотосинтетический аппарат 
от повреждений [17]. В случае инактивации цикла Кальвина потребление АТФ и НАДФН снижается, 
что обусловливает увеличение циклического транспорта через ФС-1, тем самым способствуя сильному 
подкислению люмена тилакоида. В свою очередь, подкисление люмена запускает механизмы фотоза-
щитного тушения для рассеивания избыточной энергии, а также замедляет окисление пластохинона (PQ) 
комплексом цитохрома b6f, следствием чего являются восстановление пула PQ и уменьшение переноса 
электронов из ФС-2 [22]. Все это в конечном итоге приводит к фотоповреждению фотосистем [17; 22]. 
Гидрогеназа может выступать в качестве конечного акцептора электронов в случае дезактивации цикла 
Кальвина [11]. Мутантный рибулозобисфосфаткарбоксилазодефицитный штамм C. reinhardtii проде-
монстрировал способность производить значительные количества H2 в серосодержащей среде. В таком 
случае гидрогеназа, по-видимому, заменяет цикл Кальвина в качестве конечного акцептора электронов. 
В этом мутантном штамме, который почти не накапливает крахмал, электроны для выделения H2 по-
ступают преимущественно за счет расщепления воды в ФС-2 [10].

Установлено, что основным механизмом продукции Н2 является прямой биофотолиз, или ФС-2-за-
висимый путь, при котором источником электронов служит фотолиз воды [9; 16]. Однако ФС-2, по-видимому, 
не играет ключевую роль в выделении Н2, а ее участие в процессе факультативно. В то же время ФС-1 
участвует также в ФС-2-независимом пути образования водорода [10]. Этот путь называется непрямым 
биофотолизом, или анаэробной темновой ферментацией (см. рис. 1). В данном случае источником электро-
нов является органический субстрат, подвергнутый окислительному расщеплению. В качестве переносчика 
электрона выступает молекула НАД(Ф)Н, которая посредством НАД(Ф)Н-пластохиноноксидоредуктазы 
передает электрон на пул PQ, откуда он продвигается далее по электрон-транспортной цепи через цито-
хром b6f, пластоцианин, ФС-1 и ферредоксин, в конечном итоге попадая на гидрогеназу [26]. 

Рис. 1. Механизм синтеза Н2 в электрон-транспортной цепи на мембране тилакоида 
(Цит b6f – цитохром b6f; PC – пластоцианин; Fd – ферредоксин; Фн – фосфат).  

Красная стрелка указывает путь переноса восстановительных эквивалентов при прямом биофотолизе,  
зеленая стрелка – при прямом и непрямом биофотолизе

Fig. 1. Mechanism of synthesis of H2 in the electron transport chain in the thylakoid membrane 
(Цит b6f – cytochrome b6f; PC – plastocyanin; Fd – ferredoxin; Фн – phosphate).  

The red arrow indicates the pathway of transfer of reducing equivalents during direct biophotolysis,  
green arrow – during direct and indirect biophotolysis
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В темноте при ферментативном окислении эндогенного крахмала образуются такие продукты, как 
формиат, ацетат и этанол в соотношении 2,07 : 1,07 : 0,91 [27]. Помимо эндогенного крахмала, в каче-
стве источника электронов могут выступать экзогенные углеродсодержащие соединения, в частности 
ацетат [28]. Ацетат имеет большое значение как субстрат для дыхания [29], а также возможный допол-
нительный источник электронов для образования Н2 при дефиците серы [8]. Метаболизм ацетата играет 
важную роль в процессе синтеза Н2 в клетке. Утилизация ацетата зависит от освещения и требует затрат 
АТФ. Существует два основных пути, которые могли бы объяснить образование CO2 и H2 из ацетата: 
1) цикл лимонной кислоты; 2) цикл глиоксилата, связанный с превращением сукцината в углевод [28].

Согласно литературным данным выделение H2 за счет эндогенного субстрата полностью блокиро-
валось ингибитором дыхания фторуксусной кислотой, но эффекта со стороны 3-(3,4-дихлорфенил)-1,1-
диметилмочевины (далее – 3,4-ДДМ) [30], являющейся ингибитором ФС-2, не наблюдалось [28]. Полу-
ченные результаты указывают на то, что в этих условиях реакция полностью зависит от окислительного 
метаболизма углерода в отличие от фотохимического пути выделения Н2, когда 3,4-ДДМ оказывает 
ингибирующее действие на продукцию водорода [10; 12]. В случае использования экзогенного ацетата 
добавление 3,4-ДДМ снижает его поглощение. Анаэробное превращение ацетата в CО2 и H2 по чистому 
эффекту эквивалентно окислению в циклах лимонной кислоты и глиоксилата, отличие состоит в том, 
что образуется H2, а не H2О. Электроны переносятся на пул PQ благодаря восстановленным пиридино-
вым нуклеотидам [26]. У водорослей ферменты циклов лимонной кислоты и глиоксилата расположены 
в митохондриях и цитоплазме соответственно. На основе непроницаемости оболочки хлоропласта для 
пиридиновых нуклеотидов было высказано предположение о том, что между митохондриями, цитоплаз-
мой и хлоропластом функционирует переносчик дикарбоновой кислоты, обеспечивающий утилизацию 
восстановительной энергии, вырабатываемой дегидрогеназами, с конечным образованием H2 [28].

Способы стимуляции продукции Н2 
клетками зеленых микроводорослей

Наиболее изученным способом поддержания устойчивого образования Н2 является дефицит основ-
ных элементов минерального питания – серы (S), азота (N) и фосфора (P). 

Сера поступает в клетку главным образом в виде сульфат-анионов (SO4
2– ) [31]. При нормальных усло-

виях роста скорость фотосинтеза в 4 –7 раз больше скорости дыхания, в то время как при S-депривации 
скорость дыхания превышает скорость фотосинтетического выделения O2, благодаря чему создаются 
анаэробные условия, подходящие для производства водорода [32]. Сера – незаменимый компонент амино-
кислот цистеина и метионина, при отсутствии которых биосинтез белка замедляется, и клетка не может 
синтезировать белок D1 ФС-2, в результате чего процесс восстановления ФС-2 от часто возникающих 
фотоокислительных повреждений блокируется [32]. Впервые на примере C. reinhardtii было обнару-
жено, что культивирование в условиях дефицита серы в течение 120 ч приводит к прогрессирующему 
снижению фотосинтетической способности в результате инактивации ФС-2 и повышения выделения 
О2 до 95 %. Снижение активности переноса электронов обусловлено преобразованием центров ФС-2 
из QB-восстанавливающей в QB-невосстанавливающую форму [32]. Абсолютная скорость фотосинтеза 
падает ниже скорости дыхания примерно через 24 –30 ч культивирования при S-депривации [12; 33]. 
Как показали наши предварительные результаты, за этим переходом следует снижение окислительно-
восстановительного потенциала среды от + 400 мВ до примерно –300 мВ, что указывает на наступление 
анаэробиоза (рис. 2).

Образование H2, наблюдаемое у клеток зеленых микроводорослей в условиях низкокислородного 
фотосинтеза и невысокой активности окислительного фосфорилирования, позволяет клетке выжить 
при стрессе, вызванном S-депривацией [9; 10]. Выделение Н2 – единственный доступный водорослям 
механизм, обеспечивающий выработку достаточного количества АТФ, необходимого для выживания ор-
ганизма в анаэробных условиях при дефиците серы [32]. Процесс предполагает последовательный переход 
через пять физиологических фаз: выделение O2, потребление O2, анаэробную стадию, фотопроизводство 
H2 и терминацию [33].

При S-депривации в первые часы культивирования для образования Н2 необходима активная ФС-2 
[9; 10]. То, что ФС-2 является основным источником электронов, демонстрирует добавление в культуру 
3,4-ДДМ, которая связывается с QB-карманом ФС-2 и блокирует перенос электронов из ФС-2 в пул PQ [32]. 
При этом фотообразование водорода практически полностью прекращается [12; 14]. Однако в том слу-
чае, когда ингибитор ФС-2 вносился спустя некоторое время культивирования при дефиците серы, 
наблюдалось менее значительное снижение продукции Н2 [10]. В первые часы S-депривации в клетке 
происходит интенсивное накопление крахмала [16], который при переходе к фазе выделения водорода 
начинает деградировать, предоставляя электроны, поступающие в пул PQ, а далее на гидрогеназу [27]. 
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Таким образом, вероятно, функционируют два пути образования Н2 в условиях S-депривации – ФС-2-
зависимый и ФС-2-независимый пути [9; 12; 34]. Показано, что на долю фотоокисления воды в ФС-2 при-
ходится до 80 % электронов, поступающих через электрон-транспортную цепь на гидрогеназу, остав-
шиеся 20 % электронов поступают в результате частичного окисления запасных продуктов, которые 
используются для восстановления пула PQ и впоследствии переносятся на ФС-1 при освещении [35]. 
Образование продуктов ферментативного метаболизма, таких как формиат, ацетат и этанол, возрастает 
после добавления в культуру 3,4-ДДМ [30], что свидетельствует о переходе процесса производства Н2 
на ФС-2-независимый путь [36].

Основным условием при использовании S-депривации для стимуляции синтеза Н2 является поддер-
жание стабильной продукции Н2 на протяжении длительного времени. Однако в условиях S-депривации 
стабильная выработка биоводорода сохраняется только в течение нескольких дней, после чего фото-
синтетические процессы безвозвратно угнетаются [34]. В связи с этим для поддержания длительной 
продукции Н2 необходимо периодически переводить культуру на полноценную среду для возобновления 
фотосинтетической функции [9].

Недостаток азота – серьезное стрессовое состояние для всех организмов, поскольку азот является 
основным компонентом белков и нуклеиновых кислот. В клетках растений этот элемент действует как 
строительный блок для хлорофиллов, и его дефицит приводит к снижению синтеза хлорофиллов и умень-
шению количества единиц фотосинтетического аппарата [37]. Недостаток азота также является причиной 
деградации рибулозобисфосфаткарбоксилазы (далее – рубиско) и снижения фотохимической эффектив-
ности ФС-2 [38]. Более низкие количества ферредоксина при N-депривации [38] могут быть препятствием 
для переноса электронов к гидрогеназе, приводя к уменьшению выхода H2 в таких условиях. Культуры, 
лишенные азота, демонстрирут устойчивую, но при этом низкую активность гидрогеназы и производят 
незначительные количества H2 [37]. По этим причинам для подавления работы кислородвыделяющего 
комплекса и стимуляции продукции Н2 клетками зеленых микроводорослей используется не полная 
N-депривация, а частичное лимитирование обеспеченности данным элементом [37; 38].

Предположительный механизм стимуляции продукции Н2 при ограничении азота и совместной де-
привации серы и азота реализуется из-за блокирования переноса электронов и повреждения кислород-
выделяющего комплекса [38]. Бóльшая эффективность выделения Н2 при совместной депривации серы 
и азота показывает значительный вклад серы в процесс ингибирования кислородвыделяющего комплек-
са и продукции Н2 [38]. Внесение в культуру 3,4-ДДМ демонстрирует роль серы в функционировании 
ФС-2-независимого пути [38].

Влияние лимитирования азота, а также одновременной депривации серы и азота на синтез Н2 не-
давно было изучено на примере зеленой микроводоросли Chlorella protothecoides [37]. В случае одно-
временной депривации серы и азота продукция H2 значительно повышалась по сравнению с контролем 

Рис. 2. Изменение плотности суспензии (а)  
и окислительно-восстановительного потенциала (б ) суспензионной культуры  

Parachlorella kessleri RА-002 при S-депривации в аэробных и анаэробных условиях
Fig. 2. Changes of suspension density (a) and redox potential (b)  

of Parachlorella kessleri RА-002 under S-deprivation under aerobic and anaerobic conditions
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и отдельными депривациями серы или азота. Для N-лимитирования были выбраны три концентрации 
аммония (1,75; 0,70 и 0,35 ммоль ⋅ л–1). Начальная концентрация аммония для достижения максималь-
ного выхода H2 составила 0,35 ммоль ⋅ л–1 NH4Cl в культуре [37]. Максимальный выход и средняя ско-
рость образования H2 при этом были равны 233,7 мл ⋅ л–1 и 2,19 мл ⋅ л–1 ⋅ ч–1 соответственно [37].

В ходе исследования влияния ограничения азота на производство Н2 у C. reinhardtii была отмечена 
меньшая эффективность N-лимитирования, чем S-депривации [38]. N-лимитированная культура де-
монстрировала задержку в начале установления анаэробиоза и фазы образования Н2 по сравнению 
с S-дефицитной культурой (72 и 32 ч соответственно). Задержка также наблюдалась в достижении макси-
мальной ферментативной активности гидрогеназы (192 и 120 ч). Обе дефицитные культуры постепенно 
поглощали О2 до наступления гипоксии. Однако клетки с N-лимитированием демонстрировали задержку 
в потреблении О2 и обнаруживали временное накопление кислорода [38]. Эта задержка сопровожда-
лась более медленным снижением скорости эволюции фотосинтетического О2 и более высокой долей 
неповрежденных активных центров ФС-2 [38]. Было высказано предположение о том, что в условиях 
N-лимитирования пул PQ в клетках может быть менее восстановлен, чем при S-депривации, обеспечи-
вая бóльшую скорость передачи электронов от QA к QB и повторное окисление QВ [39]. Причина более 
окисленного пула PQ в N-лимитированных клетках по сравнению с пулом PQ в S-дефицитных клетках 
может заключаться в повышенной активности фотодыхания при N-депривации. Другой причиной раз-
личий в фотохимической активности ФС-2 может быть разница в содержании пигментов, наблюдаемая 
в клетках C. reinhardtii при S- или N-депривации. Клетки с N-лимитированием показали более низкое 
содержание хлорофилла и более высокое соотношение каротиноидов и хлорофилла, а также хлорофил-
ла а и хлорофилла b. Различия в составе пигментов и антенн, вероятно, влияли на передачу световой 
энергии в фотосистемы, что приводило к меньшему возбуждению и большей открытости реакционного 
центра ФС-2 [38].

В работе Л. С. Габриелян и соавторов исследовалась способность штамма P. kessleri RA-002, выделенного 
в Армении, к продукции биоводорода на средах ТАР и Тамия при N-лимитировании и без него. Удаление 
азота привело к снижению скорости роста и уменьшению содержания фотосинтетических пигментов, 
одновременно повысив выход Н2. Максимальный выход Н2 при дефиците азота составил 5,25 ммоль ⋅ л–1 
(среда ТАР) и 3,65 ммоль ⋅ л–1 (среда Тамия), что в 4 –5 раз больше, чем в случае нормальной обеспечен-
ности данным элементом [40]. В другой работе того же коллектива авторов изучались уровень фотосин-
тетических пигментов, фотосинтетическая активность и генерация биоводорода у C. vulgaris IBCE C-19 
и P. kessleri MDC6524 в ответ на дефицит серы и азота [41]. Полученные результаты показали, что не-
достаток этих элементов вызывал замедление роста в обоих культурах, что сопровождалось снижением 
уровня фотосинтетических пигментов, активности ФС-2 и синтеза полифенолов. Скорость генерации Н2 
микроводорослями C. vulgaris и P. kessleri в контроле составила 0,40 и 0,34 мл ⋅ ч–1 соответственно. Наи-
больший выход Н2 был показан при совместном дефиците серы и азота (60 мл ⋅ л–1 для C. vulgaris (ско-
рость генерации H2 ~1,25 мл ⋅ ч–1) и 68 мл ⋅ л–1 для P. kessleri (скорость генерации H2 ~1,42 мл ⋅ ч–1), что 
в 3– 4 раза превышает выход H2 в контроле). Также была отмечена тенденция к большей стимуляции 
синтеза Н2 при N-лимитировании, чем при S-депривации [41].

Дефицит фосфора оказывает сходное с дефицитом серы влияние на активность ФС-2 и функциониро-
вание альтернативных путей электронного транспорта с конечным образованием Н2 [32; 42; 43]. Влияние 
P-депривации на работу фотосинтетического аппарата было исследовано на примере C. reinhardtii [32; 43]. 
Однако эффект Р-депривации был выражен слабее по сравнению с эффектом S-депривации. Потребова-
лось более длительное время для установления анаэробного режима и начала стадии выделения Н2 (100 ч 
при P-депривации и 18 – 40 ч при S-депривации) [43]. Этот факт можно объяснить гораздо большими 
внутриклеточными запасами фосфора, чем серы [32]. Поскольку прямое исключение фосфора из среды 
не приводит к немедленному эффекту фосфорного голодания, был применен метод разведения [43]. При 
этом культуры, промытые от фосфора и разбавленные до уровня хлорофилла менее 2 мг ⋅ л–1 в среде, не 
содержащей фосфатов, входили в анаэробиоз в фотобиореакторе после периода роста и производили 
H2 в количествах, близких к таковым у культур с дефицитом серы. Максимальный полученный объем Н2 
составил 68 мл ⋅ л–1 [43].

Одним из способов снижения эксплуатационных затрат при производстве Н2 является осуществле-
ние процесса его синтеза в морской воде [42]. При данном подходе недостаток фосфора может стать 
эффективным методом повышения скорости фотопроизводства H2, так как недостаток серы невозмо-
жен из-за высокой концентрации сульфатов в морской воде [42].

Хотя депривация элементов минерального питания является наиболее простым и эффективным спо-
собом стимуляции клеток зеленых микроводорослей к выделению Н2, данный подход имеет недостат-
ки, препятствующие его промышленному применению [44]. Процедура требует нескольких промывок, 
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производство H2 начинается с задержкой примерно на 2 сут [36], зависит от ацетата [30] и в конечном 
итоге приводит к инактивации ФС-2 и деградации фотосинтетического аппарата [12; 34]. Продувка 
культуры инертным газом для удаления О2, центрифугирование с последующей сменой среды обуслов-
ливают вымывание и потерю плотности культуры. Для того чтобы избежать негативного эффекта от 
данных манипуляций и сделать процесс более быстрым и удобным, можно использовать метод иммо-
билизованных клеток. Для такой иммобилизации применяются классические гели, такие как альгинат 
и агар [45].

Имеются литературные данные о возможности использования химически индуцированной селекции 
для получения штаммов-продуцентов Н2, характеризующихся низкой чувствительностью гидрогеназы 
к О2 [21]. Данная селекция основана на токсическом воздействии метронидазола (окислителя ферре-
доксина) на работу фотосинтетического аппарата. Поскольку токсичность метронидазола зависит от 
накопления восстановленного ферредоксина, организм с активной гидрогеназой приобретает меньшую 
чувствительность к метронидазолу. Выжившие в присутствии метронидазола клетки демонстрировали 
высокую гидрогеназную активность при значительной концентрации О2 (до 8 % парциального давле-
ния) [21].

Методы стимуляции продукции биоводорода клетками зеленых микроводорослей, предложенные 
в последние 20 –30 лет, представлены в таблице.

Методы стимуляции продукции Н2 клетками зеленых микроводорослей
Methods of stimulation of H2 production by green microalgae cells

Метод Механизм действия Источник

S-депривация При недостатке серы нарушается синтез белков, необходимых для ре-
парации ФС-2, вследствие чего снижается выход О2 и устанавливаются 
анаэробные условия, которые требуются для активации гидрогеназы и вы-
деления Н2

[9; 12; 34] 

N-лимитирование Дефицит азота приводит к подавлению синтеза хлорофиллов и умень-
шению количества единиц фотосинтетического аппарата, а также к де-
градации рубиско и снижению фотохимической эффективности ФС- 2

[37– 41] 

P-депривация Недостаток фосфора оказывает схожее с дефицитом серы влияние на ак-
тивность ФС-2 и функционирование альтернативных путей электронно-
го транспорта с конечным образованием Н2

[32; 42; 43] 

Селекция клеток  
с гидрогеназой,  
нечувствительной к О2

Данный тип селекции основывается на токсическом действии метронида-
зола, являющегося сильным окислителем ферредоксина, на работу фото-
синтетического аппарата. Так как токсичность метронидазола зависит 
от накопления восстановленного ферредоксина, организм с активной 
гидрогеназой приобретает меньшую чувствительность к метронидазолу, 
поскольку становится более доступным альтернативный путь для пере-
носа электронов с ферредоксина

[21]

Заключение
Проанализированы механизмы образования Н2 в клетках зеленых микроводорослей и способы его 

стимуляции, а также приведена характеристика различных методов культивирования микроводорослей 
для эффективной продукции Н2 в целях использования его в качестве экологически чистого топлива. 
Анализ литературы показал, что на сегодняшний день наиболее эффективным и час то используемым 
методом стимуляции продукции биоводорода клетками зеленых микроводорослей является деприва-
ция макроэлементов минерального питания, таких как сера, азот и фосфор. В основе данного метода 
лежат инактивация работы ФС-2, приводящая к снижению выделения кислорода в ходе фотолиза воды, 
и установление анаэробиоза, являющегося ключевым условием образования Н2. Однако метод депривации 
требует сложных манипуляций по смене среды, что препятствует его эффективному и масштабному при-
менению. В настоящее время для преодоления ряда препятствий в развитии промышленного получения 
биоводорода зелеными микроводорослями ведется поиск других способов повышения эффективности этого 
процесса. Интерес для дальнейших исследований представляют метод селекции штаммов с гидрогеназой, 
нечувствительной к кислороду, совместное культивирование зеленых микроводорос лей с бактериями, 
а также применение методов генной инженерии.
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