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Светозависимое выделение водорода микроводорослями привлекает внимание исследователей тео-
ретической возможностью использования этого процесса для конверсии энергии Солнца в альтерна-
тивные формы энергии. Считается, что цикл Кальвина–Бенсона–Бассама является конкурентным 
процессом выделения водорода микроводорослями, и его ограничение субстратом может привести 
к увеличению выхода водорода, причём при таком стрессе не происходит разрушения фотосинте-
тического аппарата. Нами изучено состояние фотоавтотрофных культур Chlamydomonas reinhardtii 
при их лимитировании углекислотой. Показано, что при продувании воздухом без углекислоты куль-
туры переходили в стационарную фазу со снижением активности фотосистемы  2 за счёт перевос-
становления пула пластохинонов с последующей деградацией всего фотосинтетического аппарата. 
При продувании аргоном без углекислоты культуры переходили в микроаэробные условия с выде-
лением водорода около 5 мл в сутки на 1 литр культуры. Вероятно, остаточный кислород в культу-
ральной жидкости ингибировал гидрогеназную активность культур. При этом также происходило 
снижение активности фотосистемы 2 за счёт перевосстановления пула пластохинонов с дальнейшей 
деградацией фотосинтетического аппарата. Высоких стартовых скоростей выделения водорода уда-
валось достичь при удалении углекислоты из культуральной жидкости, выключении света и адапта-
ции культур к анаэробным условиям с последующим их освещением светом низкой интенсивности. 
Таким образом, при недостатке углекислоты в атмосфере аргона фотоавтотрофные культуры способ-
ны к выделению водорода, причём низкая скорость процесса обусловлена главным образом инги-
бированием гидрогеназной активности кислородом, а не конкуренцией цикла Кальвина–Бенсона–
Бассама и гидрогеназы за электроны.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фотовыделение водорода микроводорослями, фотоавтотрофные культуры 
Chlamydomonas reinhardtii, недостаток углекислоты.

DOI: 10.31857/S0320972522100050, EDN: BBTXRV

Принятые сокращения: РЦ – реакционный центр фотосинтеза; ФСII – фотосистема 2; Хл – хлорофилл; eH – окис-
лительно-восстановительный потенциал среды относительно Ag/AgCl; HSM – стандартная питательная среда для фо-
тоавтотрофных культур; pO2 – парциальное давление кислорода, выраженное в % от насыщения культуральной среды 
воздухом; PQ – пластохинон; TAP – трис-ацетат-фосфатная среда.
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ВВЕДЕНИЕ

Восемьдесят лет назад Гаффрон и Рубин 
обнаружили, что одноклеточная микроводо-
росль Scenedesmus после анаэробной инку-
бации в темноте при последующем освеще-
нии была способна к выделению водорода [1]. 
Позднее было показано, что эта способность 
распространена среди Chlorophyta, Xanthophyta 
и Bacillariophyta  [2]. Скорость выделения во-
дорода может достигать скоростей фотосинте-
тического выделения кислорода, а квантовый 

выход – достигать теоретического максимума 
(0,25)  [3]. Это обстоятельство и является глав-
ной причиной постоянного интереса к фотовы-
делению водорода микроводорослями. Однако 
процесс выделения водорода с высокой скоро-
стью очень краткосрочен: выделяющийся при 
освещении кислород инактивирует гидрогена-
зу и репрессирует её синтез [4].

Токсическое действие кислорода на выде-
ление водорода микроводорослями известно 
давно, и разработаны различные методы реше-
ния этой проблемы. Для краткосрочных экспе-
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риментов использовали дитионит для удаления 
кислорода  [5,  6]. Для длительных эксперимен-
тов использовали активное продувание суспен-
зии микроводорослей инертными газами  [7]. 
В некоторых случаях исследователи полностью 
ингибировали активность ФСII с помощью 
дихлорфенилдиметилмочевины (DCMU)  [8]. 
Однако эти методы не приводили к длительному 
стабильному выделению водорода и не являют-
ся пригодными для практического применения.

В начале двадцать первого века Melis et al. 
[9] разработали новый подход к получению 
анаэробных культур микроводорослей при ос-
вещении: серное голодание. При недостатке 
серы культуры сначала выделяли кислород и 
синтезировали крахмал, а затем снижали ак-
тивность ФСII и переходили в анаэробные 
условия. В этих условиях на свету происходил 
синтез гидрогеназ, и начиналось светозависи-
мое выделение водорода, длящееся несколько 
суток. Было также показано, что при недостатке 
серы выделение водорода возможно и в фотоав-
тотрофных условиях, без использования ацета-
та [10]. В дальнейшем исследователи использо-
вали подходы с недостатком других элементов 
минерального питания, таких как азот  [11,  12] 
и фосфор [13]. Однако для стабильного и про-
должительного выделения водорода культуры 
микроводорослей значительно снижали актив-
ность ФСII  [14], что неизбежно ограничивало 
скорость его выделения.

Одновременно с решением проблемы ток-
сичности кислорода для ключевого фермента 
в выделении водорода, гидрогеназы, изучались 
и альтернативные пути транспорта электро-
нов, способные конкурировать с выделением 
водорода. Среди них поток электронов на вос-
становление НАДФ с последующей фиксаци-
ей углекислоты в цикле Кальвина–Бенсона–
Бассама является наиболее активным. Nagy 
et al. [15] предложили подход инактивации цик-
ла Кальвина–Бенсона–Бассама, основанный 
на его лимитировании субстратом. Для этого 
авторы использовали фотоавтотрофные куль-
туры Chlamydomonas reinhardtii, из которых по-
сле выращивания удаляли углекислоту и ин-
кубировали в темноте в анаэробных условиях. 
При включении света эти культуры выделяли 
водород с высокой скоростью. Авторы считают, 
что такой способ ограничения потока электро-
нов, используемых для фиксации углекислоты, 
не приводит к разрушению ФСII, при этом вы-
деление водорода идёт за счёт функциониро-
вания ФСII с получением электронов от воды. 
Однако авторам не удалось решить проблему 
ингибирующего действия кислорода на гидро-
геназную активность, и они вводили в сосуды 

поглотитель кислорода, основанный на желез-
ном порошке.

Целью данной работы было изучение воз-
можности выделения водорода фотоавтотроф-
ными культурами C.  reinhardtii при лимити-
ровании культур углекислотой с подробным 
анализом состояния ФСII.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Условия и способы культивирования. Исход-
ные культуры C. reinhardtii Dang, штамм СС-124, 
поддерживали на чашках с агаром со стан-
дартной трис-ацетатфосфатной (TAP) средой 
(рН 6,9) при 28 °С и освещении (36 мкмоль фо-
тонов м–2 с–1). Единичные колонии переносили 
в 10 мл среды ТАР и инкубировали 2 дня в тех 
же условиях.

Затем культуры выращивали фотоавто-
трофно на среде High-Salt (HSM) [16] в колбах 
Эрленмейера на 500 мл, которые барботирова-
ли смесью воздуха с 2% CO2 через мембранные 
фильтры с размером пор 0,2  мкм (Acro  37 TF, 
«Gelman Sciences, Inc.»,США) до поздней экс-
поненциальной фазы. Для опытов культуры 
выращивали в условиях контроля в фотобио-
реакторе и затем использовали в качестве ино-
кулята в том же реакторе, что снижало стресс, 
вызванный пересевом культуры.

C.  reinhardtii выращивали в фотобиореак-
торе объёмом 1,5 литра, состоящем из стеклян-
ных коаксиальных цилиндров с внутренней 
мешалкой  [17]. Световой путь (толщина куль-
турального слоя) составлял 22  мм. Температу-
ру (28  °С) и рН (7,4) контролировали автома-
тически системой на основе микропроцессора 
и ПК, как описано ранее [18]. В процессе куль-
тивирования культуры продували газовой сме-
сью (98% воздуха + 2% СО2 или 98% аргона + 
+ 2% СО2, 100 мл/мин) через мембранные филь-
тры Acro 37 TF с размером пор 0,2 мкм («Gelman 
Sciences, Inc.»). Для освещения культур в фото-
биореакторе на оси стеклянных цилиндров рас-
полагали люминесцентные лампы холодного 
белого цвета (Навигатор НКЛ-4У 30 Вт 4000 К). 
Интенсивность света на поверхности культур 
составляла 169  мкмоль фотонов м–2 с–1 фото-
синтетически активной радиации (ФАР) (изме-
рено с помощью LiCOR LI-250, оснащённого 
датчиком квантов света). Фотобиореактор фи-
зически и программно был соединён с флуори-
метром JUNIOR-PAM («Walz», Германия), как 
описано ранее, причём в рециркуляционной 
петле движение осуществлялось импульсны-
ми пневматическими насосами [18]. Импульсы 
существенно замедляли обрастание кюветы. 
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Все эксперименты проводились с дважды кон-
центрированной средой HSM (2*HSM).

Удаление углекислоты. В аэробных и ана-
эробных условиях недостаток углерода созда-
вался удалением углекислого газа из газовой 
смеси. При этом при продувке культур возду-
хом он дополнительно очищался от углекисло-
ты пропусканием через ловушку углекислоты, 
расположенную перед фильтром и содержащую 
5 М раствор NaOH с установленным распыли-
телем воздуха. Следует отметить, что при удале-
нии углекислоты из культуральной среды рН в 
фотобиореакторе возрастал. Чтобы не вносить 
дополнительного стрессового фактора, рН сре-
ды поддерживался на уровне 7,4 путём автома-
тической добавки 0,2 М серной кислоты.

Измерения аскорбата. Для измерения 
аскорбата использовали протокол, описан-
ный ранее  [20]. Для измерений применяли 
систему ВЭЖХ Agilent  1100, оснащённую ко-
лонкой Supelco INC Waters spherisorb ODS2, 
4,6 × 250 мм («Waters», США) с детектировани-
ем при 244 нм.

Другие методы. Содержание Хл (a+b) опре-
деляли спектрофотометрически в 95%-ном 
спиртовом экстракте [21]. Содержание крахма-
ла, накопленного в клетках, определяли по ко-
личеству глюкозы, образующейся в результате 
ферментативного гидролиза  [22]. Процентное 
содержание H2 в газовой фазе фотобиореактора 
анализировали методом газовой хроматогра-
фии, как описано ранее  [18]. Скорость выде-
ления H2 рассчитывали с учётом расхода газа 
(100 мл/мин) и процентного содержания H2 на 
выходе, концентрации Хл и объёма культуры в 
реакторе. Накопление H2 рассчитывали, пред-
полагая, что между измерениями скорость вы-
деления водорода неизменна.

Статистический анализ. Каждое измерение 
проводили в трёхкратной повторности. Для 
статистической обработки данных использова-
ли Excel  2016. Данные представлены как сред-
ние значения с 95%-ным доверительным ин-
тервалом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Культивирование C.  reinhardtii на воздухе с 
добавлением углекислоты. В качестве контро-
ля использовали фотоавтотрофные культуры 
C.  reinhardtii в фотобиореакторе с использова-
нием той же среды (2*HSM), но продуваемые 
смесью воздух  +  2%  СО2. При культивирова-
нии C. reinhardtii в этих условиях концентрация 
Хл (а+b) возрастала в течение первых 73 ч с по-
следующим снижением (рис. 1). При этом мак-

симальная концентрация хлорофилла состави-
ла 50,4 мг/л. Можно констатировать, что после 
73 ч культура переходила в стационарную фазу 
в связи с исчерпанием какого-то минерального 
компонента [18]. В начале культивирования рО2 
возрастало в течение первых 40 ч. После 60–70 ч 
культивирования рО2 постепенно снижалось, 
что свидетельствует о замедлении скорости фо-
тосинтетического выделения кислорода куль-
турой, которое происходило раньше перехода 
в стационарную фазу. Содержание крахмала в 
клетках и eH (рис. 1) не изменялись в течение 
всего периода культивирования. Содержание 
аскорбата в клетках изменялось незначитель-
но и было минимальным в конце экспоненци-
альной фазы. При этом реальный квантовый 
выход ФСII Y(II) у культур в начале составлял 
0,73–0,77, постепенно снижаясь, причём это 
снижение ускорялось при наступлении стацио-
нарной фазы и достигало 0,4 после 48 ч стаци-
онарной фазы. Эти изменения типичны для 
фотоавтотрофных культур и в общем соответ-
ствуют описанным ранее [18, 23].

В целом рост C.  reinhardtii в аэробных ус-
ловиях представляет собой типичную картину 
фотоавтотрофного культивирования микрово-
дорослей без стрессов, но с переходом от нели-
митированного роста к светолимитированию с 
последующим исчерпанием какого-то компо-
нента питания в стационарной фазе.

Культивирование C. reinhardtii в присутствии 
воздуха с удалением углекислоты. С начала выра-
щивания в данном режиме C. reinhardtii снабжа-
ли воздухом с углекислотой, как указано в ме-
тодах. На 81 ч культивирования из подаваемой 
газовой смеси удаляли углекислоту (рис.  2). 
Уже через 15  мин после удаления углекислоты 
парциальное содержание растворённого кис-
лорода в среде начинало снижаться. Одновре-
менно с этим начинало снижаться Y(II) за счёт 
некоторого возрастания FT и значительного 
снижения Fm′. Через 7 ч после отключения СО2 
содержание кислорода стабилизировалось. 
Этот момент можно определить как переход 
культур в стационарную фазу, вызванную не-
достатком углерода (вследствие удаления угле-
кислоты). Снижение Fm′ и возрастание FT сви-
детельствует о перевосстановленности пула PQ 
уже через 7 ч после удаления углекислоты, т.е. с 
наступлением стационарной фазы. После уда-
ления углекислоты содержание Хл  (a+b) сни-
жалось всё время культивирования.

Таким образом, даже в аэробных условиях 
удаление углекислоты из подаваемой газовой 
фазы приводило к быстрому снижению Y(II) 
за счёт перевосстановления пула PQ. При этом 
это снижение было более выражено, чем при 
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Рис. 1. Изменение (а) содержания Хл (а + b) (1), аскорбата (2), крахмала в клетках (3), еН (4), рО2 (5) в культуральной 
жидкости, и (б) FT (6), Fm′ (7) и Y(II) (8) при росте C. reinhardtii в фотоавтотрофных условиях на среде 2*HSM. В этом 
и последующем экспериментах освещённость 168 мкмоль фотонов м–2 с–1, t = 28 °C, рН = 7,4. Газовая фаза 98% воз-
дух + 2% углекислоты

переходе контрольных культур в стационарную 
фазу (рис.  1). Учитывая значительное падение 
содержания Хл (a+b), следует отметить и общую 
деградацию фотосинтетического аппарата.

Культивирование C. reinhardtii в присутствии 
аргона. С начала выращивания в данном режи-
ме C. reinhardtii снабжали аргоном с углекисло-
той, как указано в методах. На 42,5 ч углекис-
лоту удалили из газовой фазы (рис.  3). После 
этого момента содержание Хл (a+b) в фотобио-

реакторе снижалось, как и в условиях подачи 
воздуха (рис. 2). Через 3 ч парциальное давле-
ние кислорода, растворённого в культуральной 
жидкости, начинало снижаться одновременно 
с началом снижения еН (рис.  3,  а). Одновре-
менно снижалось Fm′ (рис.  3,  б), что свиде-
тельствует о перевосстановленности пула PQ. 
Параллельно снижалось и Y(II). Через 7  ч по-
сле удаления углекислоты из газовой фазы рО2 
стабилизировалось, а в выходящей из фотобио-
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Рис. 2. Изменение (а) содержания рО2 (1), еН (2) в культуральной жидкости и Хл (а+b) (3) в клетках, и (б) FT (4), Fm′ (5) 
и Y(II) (6) при росте C. reinhardtii в фотоавтотрофных условиях в присутствии воздуха с углекислотой. На 81 ч из подава-
емой газовой смеси удалили углекислоту (отмечено вертикальной линией)
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Рис. 3. Изменение (а) содержания рО2 (1), еН (2) в культуральной жидкости и Хл (а+b) (3) в клетках, и (б) FT (4), Fm′ (5), 
Y(II), и (в) скорости образования водорода (7) при росте C. reinhardtii в фотоавтотрофных условиях в присутствии аргона 
с углекислотой. Удаление углекислоты на 42,5 ч

4
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реактора газовой фазе обнаруживали водород 
(рис. 3, в). Важно отметить, что после исчерпа-
ния углекислоты рО2 не падало до нуля, а было 
около 2,5%, поднимаясь в отдельные моменты 
до 5,5%, хотя культуры продували аргоном со 
скоростью 100  мл/мин (см.  «Материалы и ме-
тоды»). Количество выделившегося водорода 
составило 4,9 мл/литр культуры за 24 ч.

Если предположить, что в наших экспери-
ментах, как и в статье Nagy et al. [15], выделение 
водорода происходило за счёт прямого биофо-
толиза воды (т.е. с участием двух фотосистем и 
без вклада восстановительных эквивалентов, 
образующихся при разложении крахмала, в об-
щий поток электронов), то скорость выделения 
кислорода должна быть вдвое меньше, чем ско-
рость выделения водорода, т.е. 0,05–0,12  мл/ч 
(рис. 3, в). Если также предположить, что кон-
центрация кислорода в культуральной жидкости 
находилась в равновесии с концентрацией в га-
зовой фазе, то, учитывая скорость потока аргона 
(100 мл/мин), парциальное давление кислорода 
в культуральной жидкости не должно превы-
шать (0,12  мл/ч)/(100  мл/мин)  =  (0,12  мл/ч)/
(6000 мл/ч) = 0,002%, что на три порядка ниже 
наблюдаемого нами в экспериментах. Очевид-
но, что в условиях образования кислорода в 
жидкости и при потоке газа 100 мл/мин в фо-
тобиореакторе с объёмом культуры 1 литр даже 
при интенсивном перемешивании нельзя ожи-
дать равновесной концентрации кислорода в 
жидкой и газовой фазах, т.е. приведённая рас-
чётная оценка концентрации кислорода в жид-
кости является заниженной. Тем не менее нель-
зя исключить, что фотоавтотрофные культуры 
микроводорослей в микроаэробных условиях 
способны, как и фотоавтотрофные культуры в 
анаэробных условиях, к деградации крахмала с 
образованием ацетата  [24] и, соответственно, 
углекислоты, которая реассимилируется при 
фотосинтезе с образованием кислорода. Одна-
ко для подтверждения такого предположения 
требуются дополнительные эксперименты.

Известно, что концентрация полумакси-
мального ингибирования (IC50) гидрогеназ-
ной активности кислородом составляет 0,3–
0,4% [4]. Это значение примерно в 6–8 раз ниже 
содержания кислорода в культуральной жидко-
сти в наших экспериментах. Таким образом, 
скорость выделения водорода определялась в 
нашем случае ингибированием гидрогеназной 
активности остаточным кислородом в среде.

В наших экспериментах количество выде-
лившегося водорода было значительно ниже, 
чем описано в статье Nagy et al. [15], изучавших 
выделение водорода фотоавтотрофными куль-
турами C.  reinhardtii при удалении углекисло-

ты. Основным отличием наших экспериментов 
было отсутствие темнового инкубационного 
периода в анаэробных условиях. В целях выяв-
ления важности инкубации культур в темноте 
в анаэробных условиях, а также учитывая, что 
фотоавтотрофные культуры микроводорослей 
при серном голодании выделяли водород с наи-
большей скоростью при пониженной интен-
сивности света в анаэробной и последующей 
фазах  [10], в следующем эксперименте после 
удаления из культуральной жидкости углекис-
лоты выключали свет на 2 ч и далее освещали 
культуры светом пониженной интенсивности 
(40 мкмоль фотонов м–2 с–1).

Культивирование C. reinhardtii в присутствии 
аргона с анаэробной адаптацией. В начале куль-
тивирования (когда активность ФСII макси-
мальна, и в среде есть СО2) интенсивность све-
та была 168 мкмоль фотонов м–2 с–1. Через 47,5 ч 
культивирования из подаваемой газовой смеси 
убирали СО2 (рис.  4; наиболее быстрые изме-
нения параметров культуры, происходящие 
в диапазоне времени от 47 до 60  ч, подробнее 
показаны на рис.  5). После начала снижения 
концентрации кислорода (51,8  ч после нача-
ла культивирования) культуры переводили на 
2,5  ч в темновые условия. По истечении тем-
новой адаптации включали свет с пониженной 
интенсивностью (40  мкмоль фотонов м–2 с–1). 
В этих условиях содержание суммарного хлоро-
филла возрастало в течение первых 47 ч, дости-
гая 64 мг Хл (a+b)/литр, а в дальнейшем снижа-
лось до 20 мг Хл (a+b)/литр к 167 ч (рис. 4, а). 
Концентрация кислорода вначале росла и к 25 ч 
стабилизировалась. В момент отключения СО2 
(47,5  ч) происходили изменения всех пара-
метров культуры (рис.  5). Уже через час по-
сле исключения углекислоты из газовой фазы 
концентрация кислорода начинала снижаться. 
Одновременно с этим редокс-потенциал сре-
ды снижался и к моменту выключения света 
достигал +15  мВ. При снижении рО2 до ~50% 
начиналось снижение Y(II) до 0,35 за счёт одно-
временного падения Fm′ и роста FT. При паде-
нии pO2 до нуля происходило дополнительное 
падение Y(II) в основном за счёт роста FT. Через 
~30 мин после выключения света Y(II) начинал 
возрастать до 0,45. Через час после включения 
света Y(II) продолжал возрастать и достигал 
0,65 через 4  ч. Это свидетельствует о том, что 
снижение Y(II) после удаления углекислоты 
обусловлено перевосстановленностью пула 
PQ и не затрагивает структуру ФСII, посколь-
ку является обратимым. Содержание аскорба-
та с момента удаления углекислоты до момента 
выключения света не изменялось, а при ин-
кубации в темноте снижалось с последующим 
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Рис. 4. Рост C.  reinhardtii в фотобиореакторе в газовой фазе Ar + 2% CO2. а – Содержание Хл (а + b) (1), аскорбата 
(2) и крахмала (3); б – Содержание Н2 в газовой фазе (4), парциальное давление кислорода в жидкости (5) и eH (6); 
в – Y(II) (7), FT (8), Fm′ (9) в фотобиореакторе. Удаление углекислоты в 47,5 ч (отмечено сплошной линией), выключе-
ние света (168 мкмоль фотонов м–2 с–1) в 51,8 ч, включение света (40 мкмоль фотонов м–2 с–1) в 54,3 ч с момента начала 
инкубации

4*
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Рис. 5. Подробное представление изменений в культуре при удалении углекислоты (отмечено сплошной вертикальной 
линией), включая темновую адаптацию (отмечено пунктирной линией) и последующее включение света (штриховая 
линия). Кривые: 1 – Хл (а+b), 2 – аскорбат, 3 – крахмал, 4 – содержание Н2 в газовой фазе, 5 – pO2, 6 – eH, 7 – Y(II), 
8 – FT, 9 – Fm ′
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небольшим ростом после включения света. Это 
подтверждает отсутствие его конкуренции с во-
дой за донирование электронов в ФСII, в отли-
чие от микроводорослей при серном голодании 
в фотоавтотрофных условиях  [25]. Содержание 
крахмала в клетках практически не изменялось.

Через 10 мин после включения света в вы-
ходящем из фотобиореактора газе обнаружи-
валось 0,018% H2 (рис. 4, 5). Это соответствует 
1,1 мл H2 в час на 1 литр культуры. Далее ско-
рость выделения водорода существенно снижа-
лась и даже падала до 0 на 95–98 ч, с возобнов-
лением выделения на 118 ч. Всего за 138 ч (с 54,5 
до 193,5 ч) выделилось 56 мл H2/литр культуры. 
Это несколько ниже, чем у фотоавтотрофных 
культур в условиях недостатка серы [18].

Следует отметить, что изменения данных 
JIP-теста культур с анаэробной адаптацией 
после удаления углекислоты были аналогичны 
изменениям контрольных культур в стацио-
нарной фазе роста, вызванной исчерпанием 
неизвестного компонента среды, то есть не 
являются специфическим ответом культур на 
углеродное голодание (данные не приведены).

Таким образом, культуры C. reinhardtii при 
глубоком лимитировании недостатком углеро-
да способны к выделению водорода, но с низ-
кой скоростью. Следует отметить, что культуры 
микроводорослей, выделяющие водород при 
недостатке элементов питания, одновременно 
реализуют три типа питания: фотосинтез, дыха-
ние и брожение [8]. При этом доли энергетиче-
ских вкладов этих типов питания взаимозави-
симы, но фотосинтез, по-видимому, является 
ключевым. Его активность определяет количе-
ство выделяющегося кислорода, который мо-
жет использоваться в дыхании. Равновесная 
концентрация растворённого кислорода (от-
ражающая равенство скоростей фотосинтеза 
и дыхания с учётом выноса кислорода потоком 
газа), в свою очередь, определяет остаточную 
активность брожения. Более того, в условиях, 
когда фиксация углекислоты подавлена (в на-
шем случае недостатком углекислоты), скорость 
фотосинтеза в значительной степени определя-
ется скоростью выделения водорода (основной 
процесс, сбрасывающий избыток восстанов-
ленного ферредоксина). Выделение водоро-
да, в свою очередь, определяется равновесной 
концентрацией кислорода, поскольку он яв-
ляется ингибитором активности гидрогеназы. 
Все эти процессы проходят со скоростями су-
щественно ниже оптимальных. Для сравнения 
отметим, что скорость выделения кислорода 
фотоавтотрофными культурами C.  reinhardtii, 
описанная для аналогичных условий, составляла 
220–250  мкмоль ч–1 мг–1 Хл  [24], что соот-

ветствует 150–170  мл ч–1 литр–1 культуры при 
концентрации Хл (a+b) 30  мг в 1  литре куль-
туры. Гидрогеназная активность C.  reinhardtii 
после анаэробной адаптации может достигать 
300  мкмоль H2 ч–1 мг–1 Хл  [26], что соответ-
ствует 200  мл ч–1 литр–1 культуры при той же 
концентрации хлорофилла. Это на 2 порядка 
выше, чем полученные нами скорости выделе-
ния водорода. Низкое содержание крахмала в 
активно растущих фотоавтотрофных культурах 
микроводорослей косвенно свидетельствует, 
что скорость дыхания у таких культур не мо-
жет быть высокой. Учитывая, что концентра-
ция кислорода в наших экспериментах не была 
нулевой, такое низкое значение выделения во-
дорода является результатом именно ингибирую-
щего действия кислорода. Однако для оконча-
тельного вывода требуются дополнительные 
исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Удаление углекислоты из подаваемой газо-
вой фазы при продувке культур аргоном при-
водило к выделению водорода, но скорость 
процесса была невысокой. Это обусловлено 
парциальным давлением кислорода в культу-
ральной жидкости, значительно превышаю-
щим IC50 для гидрогеназы. Даже если цикл 
Кальвина и конкурирует за электроны с гидро-
геназой, решающее значение имеет ингибирую-
щее действие кислорода.

Для существенного увеличения количества 
выделившегося водорода необходимо было 
проводить предварительную инкубацию куль-
тур в темноте в анаэробных условиях и освещать 
адаптированные культуры светом понижен-
ной интенсивности. Однако через сутки после 
включения света даже в этих условиях выделе-
ние водорода снижалось до уровня, близкого к 
таковому для неадаптированных к анаэробиозу 
культур. Таким образом, для культур, лими-
тированных углекислотой (субстратом цикла 
Кальвина–Бассама–Бенсона), как и для куль-
тур с недостатком других элементов питания, 
скорость выделения водорода не определяется 
конкуренцией гидрогеназы с другими потре-
бителями потока электронов. Решающим фак-
тором является концентрация растворённого 
кислорода.
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HYDROGEN PRODUCTION BY CO2 DEPRIVED 
PHOTOAUTOTROPHIC CULTURES Chlamydomonas reinhardtii

V. I. Grechanik1, M. A. Bol’shakov1, and A. A. Tsygankov1*

Institute of Basic Biological Problems, Russian Academy of Sciences, 
“Pushchino Scientific Center for Biological Research, Russian Academy of Sciences”, 

142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: ttt-00@mail.ru

Light-dependent microalgal hydrogen production attracts attention of researchers by potential possibility of 
practical application. It is accepted that Calvin–Benson–Bassham cycle competes with hydrogen production 
process for electrons and substrate (CO2) limitation of the cycle can increase hydrogen production rate. 
Furthermore, photosystem  II is not destroyed by CO2 deficiency. We studied photoautotrophic cultures 
Chlamydomonas reimhardtii under CO2 deficiency. Under the air atmosphere upon CO2 exclusion from the gas 
phase cultures came to stationary phase of growth with down-regulation of photosystem II due to overreduction 
of plastoquinone pool with following degradation of whole photosynthetic machinery. Under Ar atmosphere 
CO2 exclusion caused transfer to stationary phase and the establishment of microaerobic conditions with small 
(5 ml H2 day–1 liter–1 culture) hydrogen production. Similar to Air atmosphere prolonged incubation of cultures 
under these conditions resulted in down-regulation of photosystem II due to overreduction of plastoquinone 
pool with following degradation of whole photosynthetic machinery. After exclusion of CO2, transfer cultures 
into dark anaerobic conditions (2.5  h) with following illumination by low light cultures produced H2 with 
high initial rate. Total microalgal hydrogen production under these conditions was 56 ml H2 liter–1 culture. 
Thus, CO2-deprived photoautotrophic cultures produce hydrogen. Hydrogen production was limited by toxic 
action of oxygen for hydrogenase but not by Calvin–Benson–Bassham cycle competition with hydrogen 
production process.

Keywords: microalgal hydrogen production, photoautotrophic cultures, Chlamydomonas reinhardtii, CO2 deprivation


