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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность проблемы. Актуальность темы исследования обусловлена 

глобальным требованием современности – поиском возобновляемых и экологически 

чистых источников энергии. В этом контексте молекулярный водород рассматривается 

как один из наиболее перспективных кандидатов для замены ископаемого топлива. 

Особое внимание уделяется биоводородной энергетике, в частности, процессу 

фотовыделения водорода микроводорослями, благодаря их эффективному 

фотосинтетическому аппарату. Среди множества видов микроводорослей, 

Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) занимает лидирующие позиции в 

исследованиях благодаря хорошо изученной физиологии и генетике, а также 

доказанной способности к светозависимому выделению водорода (Kosourov, 

Tsygankov et al. 2002). Несмотря на значительный потенциал, широкое промышленное 

применение данного процесса сдерживается рядом фундаментальных и 

технологических проблем, связанных с эффективностью и стабильностью 

биовыделения водорода. 

Одним из подходов к интенсификации выделения водорода микроводорослями 

является управление их физиологическим состоянием посредством ограничения 

питательных элементов (дефицит серы, азота, фосфора и др.). В большинстве работ, 

посвященных изучению выделения биоводорода в условиях дефицита питательных 

веществ, отмечается, что выделению водорода предшествует снижение активности 

фотосистемы 2 (ФС2). Механизмы такого снижения многообразны и включают: 

накопление «закрытых» центров QB 
1 (Wykoff, Davies et al. 1998, Melis, Zhang et al. 

2000), перевосстановление пула PQ (Antal, Krendeleva et al. 2003), появление стабильно 

восстановленных форм QA (Volgusheva, Zagidullin et al. 2007), переходные состояния 

(State transitions) (Wykoff, Davies et al. 1998), активацию ксантафиллового цикла 

(Wykoff, Davies et al. 1998, Antal, Krendeleva et al. 2007), деградацию D1, ключевых 

белковых субъединиц ФС2(Zhang, Happe et al. 2002, Nagy, Podmaniczki et al. 2018), 

RbcL и CP43 (Nagy, Podmaniczki et al. 2018), разобщение водоокисляющего комплекса 

(ВОК) и реакционного центра (РЦ) ФС2 (Antal, Volgusheva et al. 2006), а также 

фотоингибирование (окислительный стресс) (Nagy, Podmaniczki et al. 2018). Разные 

авторы выделяют один или несколько из перечисленных механизмов, однако 

комплексное понимание того, как эти механизмы взаимодействуют в процессе 

регуляции активности ФС2 при выделении водорода, остаётся недостаточно 

разработанным (Grechanik and Tsygankov 2022). 

Однако, условия дефицита углерода представляют собой исключение из данной 

закономерности. Исследования Nagy с соавторами (Nagy, Podmaniczki et al. 2018) 

показали, что при ограничении субстратом (углекислотой) и инактивации цикла 

Кальвина–Бенсона–Бассама, фотоавтотрофная культура C. reinhardtii демонстрирует 

выделение водорода с высокой скоростью. Авторы выдвинули гипотезу, что данный 

процесс может протекать без существенного падения активности ФС2, где донором 

электронов выступает вода. 

Эти данные свидетельствуют о том, что характер регуляции ФС2 и реализуемые 

механизмы зависят от типа недостатка элемента питания, световых условий и 

                                                           
1 Под перевосстановлением пула пластохинонов мы понимаем восстановление всей фотосинтетической 

электрон-транспортной цепи. Однако мы акцентируем внимание на перевосстановлении пула пластохинонов, 

поскольку он является ключевым звеном, регулирующим большое количество процессов, включая 

фотосинтетический поток электронов и активирующим альтернативные пути транспорта электронов, 

включая выделение водорода. 
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физиологического состояния культуры, однако конкретные закономерности этого 

взаимодействия до настоящего времени остаются недостаточно изученными. 

Особую значимость данная проблема приобретает при анализе процессов 

именно в фотоавтотрофных условиях культивирования, поскольку только они 

обеспечивают прямое преобразование энергии света в химическую энергию водорода 

за счёт фотосинтетического электронного транспорта. В отличие от гетеротрофных или 

миксотрофных режимов, где водород образуется за счёт переработки органических 

субстратов, фотоавтотрофные системы позволяют исследовать фундаментальные 

механизмы светозависимой регуляции фотосинтеза и электронного транспорта, 

лежащие в основе биофотолиза воды и образования водорода как вторичного 

метаболита. 

Таким образом, остаётся неясным, каков относительный вклад различные 

механизмы понижающей регуляции ФС2 вносят в светозависимое выделение водорода 

при различных видах недостатка элементов питания и от каких условий — световых и 

физиолого-биохимических — зависит запуск светозависимого выделения водорода у 

фотоавтотрофных микроводорослей. Уточнение этих вопросов является 

принципиально важным как для понимания адаптационных стратегий 

фотосинтетических организмов в стрессовых условиях, так и для разработки научно 

обоснованных подходов к управлению процессами биологического получения 

молекулярного водорода. 

Цель и задачи исследования. Целью работы являлось выявление условий, 

приводящих к аноксии и выделению водорода фотоавтотрофными культурами C. 

reinhardtii в условиях недостатка серы, азота или углерода.  Для достижения указанной 

цели были поставлены следующие задачи: 

1) Провести комплексное физиолого-биохимическое изучение фотоавтотрофных 

культур C. reinhardtii при недостатке серы, азота и углерода как факторов 

минерального питания, с целью выявления адаптивных реакций фотосинтетического 

аппарата и способности клеток к образованию водорода как вторичного метаболита. 

2) Исследовать динамику фотосинтетических параметров и функционального 

состояния ФС2 у C. reinhardtii при различных вариантах минерального стресса с 

использованием системы сопряжения фотобиореактора с PАМ-флуориметром, 

обеспечивающей непрерывный мониторинг флуоресценции хлорофилла. 

3) Оценить влияние недостатка элементов минерального питания и световых 

условий на активность ФС2 и формирование стресс-индуцированных 

физиологических состояний, сопровождающихся переходом культур к аноксии и 

выделение водорода. 

4) Провести сравнительный анализ механизмов регуляции активности ФС2, 

вовлечённых в адаптацию C. reinhardtii к стрессу минерального питания, включая 

соотношение антенны и реакционных центров фотосинтеза (по соотношению Хл a/Хл 

b), перевосстановление пула ПХ, разобщение ФС2, функционирование 

виолаксантинового цикла и формирование анаэробного состояния. 

Научная новизна работы. Впервые экспериментально показано, что при 

недостатке азота фотоавтотрофные культуры микроводорослей C. reinhardtii способны 

к выделению водорода при использовании специально подобранного светового 

режима. 

Проведено комплексное физиолого-биохимическое исследование, позволившее 

выявить новые аспекты адаптации фотоавтотрофных культур C. reinhardtii к 

недостатку элементов минерального питания. 
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Установлено, что снижение активности ФС2 является необходимым условием 

для выделения водорода как при недостатке серы, так и при недостатке азота. Показано 

также, что при недостатке углерода микроводоросли способны к выделению водорода 

только при условии снижения активности ФС2. 

Показано, что выделение водорода наблюдается исключительно в тех культурах, 

в которых происходит выраженное перевосстановление пула пластохинонов. Данный 

эффект выявлен как при недостатке серы, так и при недостатке азота. В случаях, когда 

быстрое перевосстановление пула пластохинонов, сопряжённое с переходом культур в 

анаэробное состояние, не происходило, выделение водорода не наблюдалось, несмотря 

на снижение фотосинтетической активности. 

Установлено, что другие исследованные механизмы регуляции активности ФС2, 

включая функционирование виолаксантинового цикла, изменение соотношения 

антенны и реакционных центров ФС2 (по соотношению Хл a/Хл b), а также накопление 

аскорбата, носят вторичный характер и не оказывают определяющего влияния на 

выделение водорода. 

Научно-практическое значение работы. Работа направлена на изучение 

“узких мест” в использовании фотосинтеза для получения энергоносителей, включая 

накопление энергетически ценной биомассы и фотобиологическое выделение 

водорода фотоавтотрофными микроводорослями. Полученные результаты вносят 

вклад в понимание физиолого-биохимических ограничений и регуляторных 

механизмов, определяющих эффективность преобразования энергии света в 

химическую энергию вторичных метаболитов. 

Разработана система аппаратного и программного сопряжения ФБР с РАМ-

флуориметром, что обеспечивает непрерывный мониторинг физиологического 

состояния микроводорослей в режиме реального времени. Использованная 

методология может быть использована при разработке отечественных ФБР, 

применяемых в разных научных и производственных процессах. 

Результаты, характеризующие функционирование фотосинтетического аппарата 

C. reinhardtii, являются фундаментальной основой для разработки методов 

диагностики состояния культуры в биореакторе, а также для разработки 

биотехнологических приемов увеличения выхода Н2 микроводорослями.  

Полученные данные можно использовать при построении моделей, 

прогнозирующих фотоиндуцированное образование водорода микроводорослями.  

Разработанные подходы и методы культивирования микроводорослей могут 

быть эффективно применены в случае появления более продуктивных штаммов с 

резким повышением скорости и эффективности выделения водорода. 

Основные положения, выносимые на защиту.  

1) Фотоавтотрофные культуры C. reinhardtii способны к образованию водорода как 

вторичного метаболита не только при недостатке серы или углерода, но и при 

недостатке азота, что расширяет представления о физиолого-биохимических 

механизмах адаптации микроводорослей к условиям минерального стресса. 

2) Функциональное состояние ФС2 у фотоавтотрофных культур C. reinhardtii 

существенно изменяется при недостатке элементов минерального питания, при этом 

реализация процесса выделения водорода, в ряде случаев требует применения 

специально подобранных световых режимов. 

3) Все изученные типы минерального стресса, приводящие к выделению водорода, 

включая углеродный, сопровождаются снижением активности ФС2, что отражает 
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универсальный характер регуляторных изменений фотосинтетического аппарата в 

стрессовых условиях. 

4) Понижающая регуляция активности ФС2, реализуемая через перевосстановление 

пула ПХ, является ключевым механизмом, определяющим возможность выделения 

водорода у C. reinhardtii при недостатке серы или азота; вклад других регуляторных 

механизмов носит вспомогательный характер. 

Степень достоверности и апробация результатов. Все эксперименты были 

выполнены в трех-пяти биологических повторностях (2-3 аналитических в каждой 

биологической повторности). Достоверность также подтверждается использованием 

современных методов анализа (ВЭЖХ, РАМ флуориметрия, анализ индукционной 

кривой флуоресценции фотосинтеза), а также ставших стандартными традиционных 

методов (определение содержания крахмала, хлорофиллов а и b, управляемого 

культивирования микроводорослей и др.). На рисунках, содержащих по одной кривой, 

приведены средние результаты опытов с 95% доверительным интервалом. На 

рисунках, содержащих по 2-3 кривые, доверительный интервал не указан, он не 

превышал 20% от среднего значения. 

Результаты работы были представлены на: VIII Съезде Российского 

фотобиологического общества (пос. Шепси, 2017), 5-ой Пущинской школе-

конференции «Биохимия, физиология и биосферная роль микроорганизмов» (г. 

Пущино, 2018), 28-ой конференции «Математика. Компьютер. Образование» 

(Москва, 2021), IX Съезде Российского Фотобиологического Общества, конференция 

«Актуальные проблемы фотобиологии» (пос. Шепси, 2022), XXII Пущинских чтениях 

по фотосинтезу, Всероссийской конференциии с международным участием «От 

первичных процессов фотосинтеза до альтернативной энергетики» (Пущино, 2022), VII 

Конгрессе биофизиков России (Краснодар, 2023), X Съезде российского 

фотобиологического общества и конференции «Современные проблемы 

фотобиологии» (пос. Шепси, 2023), Международной научно-практической 

конференция «Изучение водных и наземных экосистем: история и современность» 

(Севастополь, 2024), I Региональном собрании РФО и Всероссийской конференции с 

международным участием «Современные проблемы фотобиологии и биофотоники» 

(Нижний Новгород, 2024),  XXIII Пущинских чтениях по фотосинтезу и 

Всероссийской конференции с международным участием «Фотосинтез: современное 

понимание ключевого процесса биосферы» (Пущино, 2025). 

Связь с научными программами. Работа выполнялась в лаборатории биотехнологии 

и физиологии фототрофных организмов ИФПБ РАН – обособленном подразделении 

ФИЦ ПНЦБИ РАН в рамках госзадания АААА-А17-117030110141; 122041200039-0 и 

125051305944-7, а также при поддержке гранта РНФ №19-14-00255 (19-14-00255П). 

Личный вклад автора в исследование. Автор работы принимал непосредственное 

участие в планировании и проведении экспериментов, а также в обсуждении 

результатов и подготовке рукописей к публикации. Экспериментальные данные 

получены лично автором или при его активном участии. 

Публикации. 
По материалам диссертации опубликовано 17 научных работ, из них 5 статей в 

ведущих рецензируемых журналах, 1 обзор в сборнике, а также глава в книге. 

Опубликовано 10 докладов на Российских и международных конференциях. 

Структура диссертации.  Диссертационная работа состоит из введения, обзора 

литературы, описания объектов и методов исследования, а также разделов, где 

изложены результаты и их обсуждение. Работа включает в себя главу с выводами и 
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список использованной литературы. Объем работы составляет 127 страниц, в ней 

содержится 21 рисунков и 10 таблиц. Список литературы включает 138 источника. 

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Глава 1. Обзор литературы 

В обзоре литературы приводятся современные данные о зеленой микроводоросли 

Chlamydomonas reinhardtii, с описанием известных особенностей выделения ею и 

другими микроводорослями водорода. Он охватывает различные аспекты этого 

процесса, такие как светозависимое и темновое выделение водорода, роль гидрогеназ, 

а также влияние стрессовых условий (дефицит серы, фосфора, азота, углерода) на этот 

процесс. Особое внимание уделяется взаимосвязи механизмов регуляции ФС2, 

включая нефотохимическое тушение и фотоингибирование, с выделением водорода в 

условиях недостатка питательных веществ. В заключение рассматривается 

практическая значимость фотообразования водорода микроводорослями. 

Глава 2. Материалы и методы исследований 

Объекты исследований. Для исследования использовался штамм зеленой 

микроводоросли Chlamydomonas reinhardtii СС-124. Культуры сначала выращивались 

на агаризованной среде TAP, затем в жидкой среде TAP, а после переносились в среду 

High-Salt (HSM) для фотоавтотрофного культивирования. Условия включали 

барботирование смесью воздуха с CO₂ и освещение. Для минимизации стресса при 

посеве в фотобиореактор (ФБР) использовался инокулят из ФБР. 

Оптимизация состава среды HSM для культивирования микроводорослей. 

При предварительном культивировании C. reinhardtii в ФБР мы обнаружили, что 

стандартная среда HSM лимитирует рост водорослей после достижения концентрации 

хлорофилла a+b 28-30 мг/л. Использование удвоенной концентрации среды (2*HSM) 

позволило достичь более высоких концентраций хлорофилла (до 50 мг/л), поэтому 

именно эта среда применялась в дальнейших экспериментах. 

Подбор условий для создания недостатка отдельных элементов питания. 

Для создания условий недостатка питательных элементов использовался метод 

разбавления (Laurinavichene, Tolstygina et al. 2002). Дефицит серы достигался путем 

разбавления культур средой без серы, обеспечивая плавный переход к голоданию. Для 

создания азотного голодания, после определения оптимальной начальной 

концентрации NH₄Cl (0,125 г/л), применялся метод разбавления, позволяющий 

культурам постепенно перейти от полного обеспечения азотом к его исчерпанию. 

Дефицит углекислоты создавался путем барботирования воздухом или аргоном, 

предварительно очищенным от CO₂, с поддержанием pH среды на уровне 7,4. 

OJIP-тест. Тест OJIP адаптированной к темноте культуры является надежным и 

очень информативным методом, отражающим все этапы переноса электрона от РЦ к 

ФС1 (Goltsev, Kalaji et al. 2016, Kalaji, Jajoo et al. 2016). Первоначально измерения 

выполняли с использованием флуориметра HandyPEA (Hansatech), требовавшего 

концентрирования образцов для повышения чувствительности. Впоследствии, для 

упрощения процедуры, применяли флуориметр AquaPen 110-C (Photon Systems 

Instruments, Чехия), не нуждающийся в концентрировании. В условиях анаэробной 

культуры пробы отбирали в потоке аргона. Исследования включали оценку таких 

параметров, как эффективный квантовый выход ФС2 (Y(II)) и максимальный 

фотохимический квантовый выход ФС2 (Fv/Fm), относительная величина переменной 

флуоресценции в фазе J (Vj), начальный наклон кривой флуоресценции (dV/dt0), а 

также индексы ABS/RC, PIabs, Sm и N. 
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Измерение концентрации аскорбата. Для измерения концентрации аскорбата 

использовали протокол подготовки образцов и подвижных фаз для элюирования 

аскорбата, как описано ранее (Kovács, Vidal-Meireles et al. 2016). Содержание аскорбата 

измеряли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на 

системе Agilent 1100. Использовали колонку Waters Spherisorb ODS2 (5 мкм) с 

подвижной фазой из фосфатного буфера (50 мМ KH₂PO₄, pH 2,5) и ацетонитрила. 

Анализ проводился в течение 18 минут при комнатной температуре, детектирование 

осуществлялось в диапазоне 190-500 нм. Пик аскорбата, идентифицируемый по 

времени удерживания (~5,1 мин) и спектру поглощения (~244 нм), количественно 

определялся с помощью построения калибровочной кривой на основе стандартов 

аскорбата. 

Анализ каротиноидов. Содержание каротиноидов определяли методом ВЭЖХ 

на колонке Agilent Zorbax SB-C18 (5 мкм) с использованием градиентного 

элюирования смесями этилацетата, ацетонитрила и воды. Идентификацию 

каротиноидов проводили по времени удерживания и спектрам поглощения. В 

результатах представлены данные о процентном соотношении виолаксантина и 

зеаксантина относительно общего содержания каротиноидов. 

Другие методы. Содержание хлорофилла и соотношение хлорофиллов a/b 

определяли спектрофотометрически после экстракции в 95% этаноле (Harris 1989). 

Содержание крахмала измеряли как эквивалент глюкозы после ферментативного 

гидролиза с использованием набора Glucose GOD FS kit (Gfeller and Gibbs 1984). 

Парциальное давление кислорода (pO2) измеряли и выражали в процентах 

насыщения среды воздухом при 28 °C. 

Окислительно-восстановительный потенциал (Eh) измеряли с использованием 

платинового электрода относительно Ag/AgCl (mettler toledo, США). 

Содержание H₂ в газе анализировалось методом газовой хроматографии на 

хроматографе ЦВЕТ800 (Tsygankov, Kosourov et al. 2006). 

 Расчет скорости фотовыделения H₂ производился по формуле V H₂ = (H₂% * 

Vгаза(мл/мин) * 60) / (100% * Vкультуры (л)), с учетом расхода газа и процентного 

содержания H₂. Суммарный объем H₂ рассчитывался как сумма порций, выделенных в 

последовательные временные интервалы. 

Интенсивность освещения измеряли с использованием квантового сенсора, 

подключённого к фотометру LI-250 (Li-COR, США), регистрирующего 

фотосинтетически активную радиацию в единицах мкмоль фотонов·м⁻²·с⁻¹. 

Погрешность измерений составляла около 4%, что обеспечивало надёжную настройку 

и воспроизводимость световых условий в ходе экспериментов. 

Статистический анализ. Все измерения проводились в трех биологических 

повторностях. Статистическая обработка данных выполнена с использованием Excel 

2016. Графики построены в SigmaPlot 12.5 и представляют типичные кривые, 

полученные в повторных экспериментах. Данные представлены как средние значения 

с 95% доверительным интервалом. 

Глава 3. Результаты и их обсуждение 

1. Культивирование микроводорослей в ФБР, сопряженном с РАМ- 

флуориметром. Для изучения влияния условий культивирования на 

фотосинтетическую активность C. reinhardtii использовался фотобиореактор (ФБР) 

объемом 1,5 л с контролируемыми параметрами (Tsygankov et al., 1994).  ФБР был 

интегрирован с флуориметром PAM Junior для непрерывного мониторинга 

физиологического состояния культуры с установкой измерительной кюветы в 
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выносной рециркуляционной петле. Интервал измерений был установлен в 15 минут 

для обеспечения детального анализа без зарастания кюветы (Grechanik, Romanova et al. 

2020). 

В отличие от ранних методик (Антал и др., 2001), где перемешивание суспензии 

приводило к искажению кинетики флуоресценции, наша система останавливает поток 

в петле ФБР во время измерения. Это позволяет получать более точные данные, избегая 

искажений, свойственных другим коммерческим ФБР с РАМ-флуориметрами, которые 

анализируют движущуюся суспензию. 

2. Фотоавтотрофный рост C. reinhardtii без лимитирования элементами питания в 

аэробных и анаэробных условиях. Перед проведением экспериментов по влиянию 

недостатка того или иного элемента питания необходимо знать, как изменяются 

параметры культуры в обычных условиях в процессе культивирования.   

Для этого проводили исследование ростовых характеристик и особенностей ФС2 в 

стандартных аэробных условиях на 2*HSM в нашем ФБР. Анализировались такие 

параметры, как содержание пигментов (хлорофилл a+b (Хл(a+b)), виолаксантин, 

зеаксантин), энергетических субстратов (крахмал, аскорбат), pO2, H2, Eh, ключевые 

показатели фотосинтеза (Y(II), FT, Fm' и параметры JIP-теста). При анаэробном 

культивировании особое внимание было уделено газовой фазе: поскольку система 

была открыта, для предотвращения неконтролируемого попадания атмосферного 

воздуха использовалась продувка Ar+ 2% CO2 с невысокой скоростью (100 мл/мин).  

В условиях аэробного роста культура демонстрировала типичное увеличение 

содержания хлорофилла и высокую эффективность ФС2, тогда как при продувке 

аргоном быстро проявлялись стрессовые признаки: падение pO₂, снижение Fv/Fm, рост 

Vj и падение PIabs (Grechanik, Romanova et al. 2020, Grechanik, Naidov et al. 2021, 

Grechanik, Bol’shakov et al. 2022).  

Таким образом, культивирование в аргоновой атмосфере, приводящее к постепенному 

снижению концентрации кислорода, является стрессовым состоянием, существенно 

отличающимся от естественного светового лимитирования в аэробных условиях. 

3. Фотоавтотрофный рост C. reinhardtii при недостке серы или азота в атмосфере 

Ar + 2% CO2.  

Культивирование при недостатке серы или азота при постоянной 

интенсивности света. Несмотря на схожие начальные фазы роста и 

фотосинтетической активности, характер адаптации культур к каждому из дефицитов 

имел принципиальные различия. 

В обоих случаях содержание Хл (a + b) (Рис.1) нарастало в начале эксперимента, 

но при недостатке серы оно достигало максимума к 45 ч и затем снижалось, в то время 

как при недостатке азота стабилизировалось после 100 ч. Поведение кислорода также 

различалось: при серном голодании pO₂ снижалось после 35 ч и достигало нуля к 60 ч, 

что соответствовало переходу культуры к анаэробному состоянию и началу выделения 

водорода. В газовой фазе H₂ накапливался до 85 ч и сохранялся более 100 ч. В условиях 

же азотного ограничения pO₂ снижалось постепенно, но полного анаэробиоза 

достигнуто не было, и выделение водорода не наблюдалось (Grechanik, Romanova et al. 

2020, Grechanik, Naidov et al. 2021). 
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Рисунок 1. Динамика содержания хлорофилла (а), Y(II) (б) и выделения водорода (в) у 

фотоавтотрофных культур C. reinhardtii при недостатке азота (–N) или серы (–S) 

(Grechanik, Romanova et al. 2020, Grechanik, Naidov et al. 2021). 

Динамика параметров флуоресценции хлорофилла (Рис.2) отражала различие в 

механизмах адаптации фотосинтетического аппарата к недостатку серы или азота. При 

дефиците серы наблюдалось постепенное снижение Y(II) и Fv/Fm, рост ABS/RC, Vj и 

dV/dt₀, что указывает на затруднение электронного транспорта и перевосстановление 

пула пластохинонов (ПХ). 

 

Рисунок 2. Изменение 

параметров JIP теста: Fv/Fm 

(а), dV/dt₀ (б), Vj (в), ABS/RC 

(г) у фотоавтотрофных 

культур C. reinhardtii при 

недостатке азота (–N) или 

серы (–S) (Grechanik, 

Romanova et al. 2020, 

Grechanik, Naidov et al. 

2021). 

 

При дефиците азота 

также снижались Y(II) и 

Fv/Fm, но без роста Vj, 

ABS/RC и dV/dt₀, что говорит об отсутствии перевосстановления пула ПХ и 

сохранении баланса между донорной и акцепторной сторонами ФС2.  

Таким образом, недостаток серы вызывает более глубокие изменения в 

фотосинтетическом аппарате: снижение активности ФС2 связано с 

перевосстановлением пула ПХ, переходом культуры к анаэробиозу и выделению 

водорода. Недостаток азота приводит лишь к умеренному снижению 

фотосинтетической эффективности без перехода в анаэробиоз и без выделения 

водорода, что отражает более мягкий характер метаболической адаптации. 

Культивирование при недостатке азота при различной интенсивности света. 
Ранее показано, что при недостатке азота фотоавтотрофные культуры C. 

reinhardtii в атмосфере Ar + CO₂ не достигали полного анаэробиоза и не выделяли 

водород. Для сравнения, культуры той же микроводоросли при недостатке серы, когда 

на ранней стадии потребления кислорода интенсивность света снижали с 110 до 20 

мкмоль фотонов м⁻² с⁻¹, демонстрировали значительное увеличение выделения 

водорода (Tsygankov, Kosourov et al., 2006). Этот подход был применён и для культур 

при недостатке азота. 
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Для реализации двухстадийного светового протокола культуру C. reinhardtii 

инокулировали на среду 2×HSM с 0,125 г/л NH₄Cl и после 42 ч интенсивность света 

снижали с 169 до 30 мкмоль фотонов м⁻² с⁻¹ (Рис.3). Это приводило к быстрому 

падению pO₂ до нуля за 60 минут и снижению Eh с +300 до –60 мВ, что 

свидетельствовало о быстром переходе культур к анаэробному метаболизму. Уже через 

пару часов после изменения интенсивности света в газовой фазе появлялся водород 

(43,5 ч после начала эксперимента) (Grechanik, Naidov et al. 2021). 

Рисунок 3.  Культивирование C. 

reinhardtii при недостатке азота в 

газовой фазе аргон + 2% CO2 с 

применением двухстадийного 

светового протокола. 

Интенсивность света 169 мкмоль 

фотонов м−2 с−1 до 41,75 ч, далее 30 

мкмоль фотонов м−2 с−1 

(вертикальный линия – момент 

изменения интенсивности света). а 

Хл (a + b) (1); аскорбат (2); б pO2 

(3); содержание H2 в газовой фазе 

(4) в Fm′ (5); FT (6); Y(II) (7) 

(Grechanik, Naidov et al. 2021). 

 

Параметры JIP-теста при 

недостатке азота и двухстадийном 

протоколе в целом оставались 

близкими к значениям, 

наблюдаемым при недостатке 

азота при постоянной 

интенсивности света. 

Исключением стала точка 

изменения интенсивности (42–43,5 

ч), когда происходили наиболее выраженные изменения в фотосинтетических 

параметрах и перевосстановление пула ПХ. В этот момент снижались Y(II) и Fv/Fm, 

что отражает временную перестройку электронного транспорта. После установления 

анаэробиоза фотосинтетические параметры постепенно восстанавливались, 

демонстрируя адаптацию клеток к новым условиям. 

При дальнейшем культивировании при низкой интенсивности света выделение 

водорода сохранялось до конца эксперимента, достигая максимума к 47,5 ч (86 мл H₂ 

на 1 л культуры за все время эксперимента). Таким образом, снижение интенсивности 

света стало ключевым фактором, обеспечившим восстановительные условия и 

активацию гидрогеназного пути у фотоавтотрофных культур C. reinhardtii при 

недостатке азота, аналогично реакциям, наблюдаемым при серном голодании. 

4. Фотоавтотрофный рост C. reinhardtii при недостатке углерода в атмосфере Ar + 

2% CO2. 

Культивирование при недостатке углерода при постоянной интенсивности 

света. Исследование проводилось для уточнения условий, при которых 

фотоавтотрофные культуры C. reinhardtii способны выделять водород в условиях 

недостатка углерода. Другими авторами изучались процессы, конкурирующие с 
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выделением водорода, в частности, альтернативные пути транспорта электронов, 

направленные на восстановление НАДФ и фиксацию CO₂ в цикле Кальвина–Бенсона–

Бассама. Поскольку этот цикл является основным потребителем потока электронов, и 

его активность может снижать поток электронов, доступных для гидрогеназы, 

венгерские исследователи (Nagy, Podmaniczki et al., 2018) предложили ограничивать 

его субстратом — углекислотой, добиваясь выделения водорода при инактивации 

цикла. Авторы выдвинули гипотезу, что данный процесс может протекать без 

существенного падения активности ФС2, где донором электронов выступает вода 

(Grechanik, Bol’shakov et al. 2022).  

В наших экспериментах культуры C. reinhardtii выращивали в атмосфере аргона 

с 2% CO₂, после чего на 42,5 ч углекислоту удаляли из газовой фазы (Рис. 4). После 

этого содержание Хл (a + b) начинало снижаться. Через 3 часа после прекращения 

подачи CO₂ начиналось падение pO₂ и еН, указывающее на развитие 

восстановительных условий. Одновременно снижались Fm′ и Y(II), что 

свидетельствует о перевосстановлении пула ПХ и частичном блокировании 

электронного транспорта в 

ФС2. 

Рисунок 4. Культивирование 

C. reinhardtii при недостатке 

углерода в газовой фазе аргон+ 

2% CO2. Интенсивность света 

169 мкмоль фотонов м−2 с−1. На 

42,5 ч из подаваемой газовой 

смеси удалили углекислоту 

(отмечено вертикальной 

линией). а рО2 (1); Eh (2); Хл (a 

+ b) (3); содержание H2 в 

газовой фазе (4)  б FT (5); Fm′ 

(6); Y(II) (7) (Grechanik, 

Bol’shakov et al. 2022). 

 

Через 7 часов после 

удаления углекислоты рО₂ 

стабилизировалось, и в газовой 

фазе появился водород. При 

этом концентрация кислорода 

в жидкости не снижалась до 

нуля, оставаясь на уровне 2,5–5,5%, несмотря на продувку аргоном (100 мл/мин). 

Количество выделившегося водорода составило 4,9 мл/л за 24 часа. Таким образом, C. 

reinhardtii способна выделять водород даже в микроаэробных условиях. Известно, что 

IC₅₀ для гидрогеназы составляет 0,3–0,4% O₂ (Ghirardi, Togasaki et al., 1997), что 

примерно в 6–8 раз ниже наблюдавшегося уровня кислорода в наших экспериментах. 

Исходя из этого, скорость процесса, в нашем случае ограничивалась остаточным 

кислородом, ингибирующим гидрогеназу.  

Количество выделенного водорода оказалось ниже, чем в опытах Nagy и соавт. 

(2018), где использовалась предварительная темновая анаэробная инкубация и 

поглотитель кислорода. В наших условиях, без удаления O₂, активность ФС2 

снижалась вследствие перевосстановления пула ПХ. Эти данные указывают, что 
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лимитирование углекислотой может вызывать водородпродукцию за счёт прямого 

фотолиза воды, однако эффективность процесса ограничивается остаточным 

кислородом (Grechanik, Bol’shakov et al. 2022). 

Культивирование при недостатке углерода различной интенсивности света. 
Для уточнения роли освещённости в выделении водорода у C. reinhardtii при 

недостатке углерода был применён двухстадийный световой протокол. В начале 

культивирования, когда активность ФС2 максимальна, и в среде присутствует CO₂, 

интенсивность света составляла 169 мкмоль фотонов м⁻² с⁻¹. Через 47,5 ч углекислоту 

удаляли из газовой фазы, а при начале снижения рО₂ (51,8 ч) культуры на 2,5 ч 

помещали в темноту, после чего освещали слабым светом (30 мкмоль фотонов м⁻² с⁻¹) 

(Grechanik, Bol’shakov et al. 2022). 

 

Рисунок 5. Культивирование C. 

reinhardtii при недостатке 

углерода в газовой фазе аргон+ 

2% CO2. Интенсивность света 

169 мкмоль фотонов м−2 с−1. На 

47,5 ч из подаваемой газовой 

смеси удалили углекислоту 

(отмечено вертикальной 

линией). а рО2 (1); Eh (2); Хл (a 

+ b) (3); содержание H2 в газовой 

фазе (4)  б FT (5); Fm′ (6); Y(II) 

(7) (Grechanik, Bol’shakov et al. 

2022). 

 

До удаления CO₂ 

содержание Хл (a + b) 

увеличивалось до 64 мг/л, а 

затем снижалось до 20 мг/л к 169 

ч (Рис.5). После исключения 

углекислоты происходило 

падение рО₂ и Eh, что указывало 

на развитие восстановительных 

условий. При снижении рО₂ до 

~50% наблюдалось уменьшение 

Y(II) до 0,35 вследствие падения 

Fm′ и роста FT. Когда рО₂ 

достигал нуля, Y(II) снижался 

ещё больше, однако при 

выключении света и 

последующем его включении 

Y(II) быстро восстанавливался до 0,65. Это свидетельствует, что падение квантового 

выхода связано не с повреждением ФС2, а с перевосстановлением пула ПХ что 

является обратимым процессом. 

Содержание аскорбата оставалось стабильным до темновой стадии, снижалось в 

темноте и вновь немного возрастало после включения света, что подтверждает его 



14 
 

неучастие в донировании электронов ФС2. Уровень крахмала существенно не 

изменялся. 

Через 10 минут после включения света в газовой фазе фиксировалось 0,018% H₂, 

что соответствует скорости выделения около 1,1 мл H₂/(ч·л культуры). Затем скорость 

снижалась до нуля к 95–98 ч, с последующим возобновлением выделения на 118 ч. За 

138 ч (с 54,5 до 193,5 ч) выделилось 56 мл H₂/л культуры — немного меньше, чем у 

культур в условиях недостатка серы (Grechanik, Bol’shakov et al. 2022). 

Параметры JIP-теста до 47,5 ч соответствовали контрольной культуре. После 

удаления CO₂ происходили изменения фотосинтетических характеристик: Y(II) и 

Fv/Fm снижались, Vj и ABS/RC сначала уменьшались, а затем постепенно возрастали, 

отражая адаптацию клеток и частичное восстановление активности ФС2. Индекс 

производительности PIabs снижался на протяжении эксперимента, с небольшим 

повышением между 78 и 120 ч. 

Таким образом, при недостатке углерода и пониженной интенсивности света C. 

reinhardtii способна выделять водород, хотя и с меньшей скоростью, чем при серном 

голодании. Снижение Y(II) обусловлено обратимым перевосстановлением пула ПХ, а 

не деградацией ФС2, что подтверждает сохранение структурной целостности 

фотосинтетического аппарата и его адаптивность к недостатку углерода. 

5. Использование особых световых режимов во время фотоавтотрофного роста C. 

reinhardtii в атмосфере Ar + 2% CO2 при недостатке азота или серы. 

Мы предполагаем, что реализация того или иного механизма подавления ФС2 

зависит не только от типа стресса, но и от условий выращивания. Для этого 

фотоавтотрофную культуру микроводоросли C.reinhardtii выращивали в условиях 

недостатка азота или серы при различных световых режимах и анализировали 

реализацию следующих механизмов подавления активности ФС2: 

перевосстановленность пула ПХ (сопряжённую с перевосстановленностью всей 

фотосинтетической электронтранспортной цепи), разобщение ФС2 (по кинетике 

накопления аскорбата и JIP-тесту), виолаксантиновый цикл, анаэробный стресс, 

сопряжённый с созданием восстановительного редокс-потенциала культуральной 

суспензии (Grechanik, Bol’shakov et al. 2025). 

В этой серии опытов сопоставлены пять режимов: –S на постоянном свету (169 

мкмоль фотонов м−2 с−1, далее те же единицы), его снижении (169→30) и 

трехстадийном увеличении (40→169→300); –N при снижении и повышении 

освещенности (169→30 и 169→300). 

Во всех пяти вариантах динамика Хл (a+b) (Рис. 6) имела сходную тенденцию: 

его количество возрастало в период активного роста, а после наступления 

лимитирования по элементу питания начинало снижаться. При этом наиболее 

выраженное падение содержания Хл (a+b) наблюдалось при увеличении 

интенсивности света (-N 169→300 и -S 40→167→300), что отражает усиление 

фотодеструкции пигментов под действием избыточного освещения (Grechanik, 

Bol’shakov et al. 2025). 
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Рисунок 6. Динамика 

содержания Хл (a+b) у 

фотоавтотрофных ку-

льтур C. reinhardtii при 

недостатке азота (–N) 

(а) или серы (–S) (б) в 

различных световых 

режимах (Grechanik, 

Bol’shakov et al. 2025). 

 

 

Крахмал (Рис. 7) накапливался преимущественно в условиях повышенной 

интенсивности света (-N 169→300 и -S 40→167→300), что согласуется с усилением 

фотосинтетического потока. Во всех вариантах опытов накопление крахмала 

происходило до начала выделения водорода, после чего его содержание снижалось, что 

указывает на использование запасённых углеводов в процессе анаэробного 

метаболизма. 

 
Рисунок 7. Динамика содержания крахмала у фотоавтотрофных культур C. reinhardtii 

при недостатке азота (–N) (а) или серы (–S) (б) в различных световых режимах 

(Grechanik, Bol’shakov et al. 2025). 

 

Анаэробиоз развивался в четырёх из пяти режимов. В условиях -S на 

постоянном свету процесс занимал ∼65 ч: pO₂ постепенно снижалась до нуля, а Eh 

синхронно падал и сохранял восстановительные значения. Снижение интенсивности 

света при -S вызывало немедленный анаэробиоз с резким падением pO₂ до нуля и Eh. 

При трёхстадийном увеличении освещённости в условиях -S наблюдался 

кратковременный пик pO₂ с последующим резким падением до нуля и снижением Eh. 

Для -N переход к анаэробиозу происходил исключительно при снижении 

интенсивности света: pO₂ падало до нуля за ∼60 мин, Eh смещался от +300 мВ до -60 

мВ. Режим -N с повышением интенсивности света не вызывал анаэробиоз (pO₂ - 10% 

насыщения). 

Суммарное выделение H₂ (Рис. 8) варьировало в зависимости от режима 

освещения. Наибольший объем H₂ (∼170 мл·л⁻¹) зарегистрирован в условиях -S при 

постоянном освещении. При дефиците N со снижением интенсивности света (-N 

169→30) выход H₂ составил ∼122 мл·л⁻¹, тогда как при -S в режимах с изменяющейся 
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световой интенсивностью (40→167→300 и 169→30) значения достигли ∼101,6 мл·л⁻¹ 

и ∼84 мл·л⁻¹ соответственно. 

 

 
Рисунок 8. Динамика выделения водорода (H₂) у фотоавтотрофных культур C. 

reinhardtii при недостатке азота (–N) (а) или серы (–S) (б) в различных световых 

режимах (Grechanik, Bol’shakov et al. 2025). 

Во всех опытах наблюдалось снижение фотосинтетических параметров (Рис. 9), 

но с разной динамикой. При -N 169→30 и -S 169→30 регистрировалось резкое падение 

Y(II) и Fv/Fm сразу после снижения света, совпадающее с перевосстановлением пула 

ПХ. В опыте -S 169 (постоянное освещение) снижение этих параметров было плавным, 

также сопровождаясь умеренным перевосстановлением пула ПХ. При -N 169→300 

наблюдалось постепенное уменьшение Y(II) и Fv/Fm без признаков 

перевосстановления пула ПХ. В режиме -S 40→167→300 отмечалось временное 

падение Y(II) при переходе к высокой интенсивности света и последующее частичное 

восстановление, связанное с частичным перевосстановлением пула ПХ. 

 

 

 

Рисунок 9. Динамика 

фотосинтетической 

активности (Y(II) и 

Fv/Fm) у C. 

reinhardtii при 

недостатке азота (–N) 

(а, в) или серы (–S) 

(б, г) в различных 

световых режимах 

(Grechanik, 

Bol’shakov et al. 

2025). 

 

 

 

В пяти 

режимах связь dV/dt₀ и аскорбата (Рис. 10) отражалась в двух сценариях. При высокой 
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световой нагрузке (-N 169→300; -S 40→167→300; -S 169, поздние стадии) 

наблюдались рост аскорбата и устойчивое повышение dV/dt₀, что указывает на 

разобщение ВОК и РЦ –ФС2. При понижении интенсивности света (-N 169→30; -S 

169→30) фиксировались низкий (или стабильный низкий) аскорбат при скачке dV/dt₀, 

но доминировало перевосстановление пула ПХ, а признаки устойчивого разобщения 

водоокисляющего комплекса и РЦ ФС2 были слабыми.  

 

 
Рисунок 10. Динамика концентрации аскорбата и dV/dt₀  у C. reinhardtii при недостатке 

азота (–N) (а, в) или серы (–S) (б, г) в различных световых режимах (Grechanik, 

Bol’shakov et al. 2025). 

Накопление зеаксантина наблюдалось исключительно в условиях серного голодания 

при высокой световой нагрузке (режимы -S 169 и -S 40→167→300), где происходила 

активация ксантофиллового цикла (Vio↔Zea). В остальных исследуемых режимах 

образование зеаксантина не выявлено. 

Во всех экспериментах ABS/RC и Vj (Рис. 11) возрастали в ответ на стресс, отражая 

увеличение доли «закрытых» реакционных центров и накопление восстановленного 

QA. Наиболее выраженный рост этих параметров наблюдался при снижении 

интенсивности света (-N 169→30, -S 169→30) и в условиях высокой световой нагрузки 

(S 40→167→300), где фиксировалось перевосстановление пула ПХ. 

PIabs, напротив, во всех случаях снижался, достигая минимальных значений в фазе 

выделения водорода, что указывает на падение общего фотохимического потенциала 
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ФС2 и перенаправление электронного потока на альтернативные пути — в частности, 

на восстановление гидрогеназы. 

 
 

 

 
Рисунок 11. Изменение параметров JIP теста: ABS/RC, Vj, PIabs у C. reinhardtii при 

недостатке азота (–N) (а, в, д) или серы (–S) (б, г, е) в различных световых режимах 

(Grechanik, Bol’shakov et al. 2025). 
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Таким образом, хотя предполагалось, что характер подавления ФС2 определяется 

типом стресса и условиями культивирования, результаты показали, что ключевым 

механизмом, обеспечивающим выделение водорода при недостатке серы или азота у 

C. reinhardtii, является понижающая регуляция активности ФС2, реализуемая через 

перевосстановление пула ПХ при определённых световых условиях на фоне 

подавления фотосинтеза (табл. 1). Остальные исследованные механизмы — 

разобщение ВОК и РЦ ФС2, виолаксантиновый цикл и анаэробный стресс — имеют 

вспомогательное значение и лишь дополняют действие основного регуляторного пути. 

 

Таблица 1. Связь выделения водорода и механизмы понижающей регуляции ФС2 у C. 

reinhardtii при фотоавтотрофном росте в атмосфере Ar + 2% CO₂ и дефиците азота и 

серы в различных световых условиях. 

 

Интенсивность 

света,  –N, 

169→30 

мкмоль 

фотонов м⁻² с⁻¹ 

Анаэробиоз 

после 

снижения 

света 

H₂, 

мл·л⁻¹ 

Ключевые сдвиги 

флуоресценции  

Механизмы понижающей 

регуляции ФС2 

–N 

169→30  
через ≈60 

мин 
~122 

FT↑ (резко); Y(II)↓, 

Fv/Fm↓; ABS/RC↑, 

Vj↑, dV/dt₀↑; PIabs↓; 

частичная 

репарация; Fm′↓ 

Перевосстановление ПХ 

(ведущий механизм) и 

рост доли «закрытых» РЦ 

169→300 
Нет (pO₂ > 

10%) 
0 

Fv/Fm↓ без FT-пика; 

поздний dV/dt₀↑, 

слабые Vj-эффекты 

Разобщение ВОК– РЦ 

ФС2 / фотоингибирование, 

без перевосстановления 

ПХ → H₂ нет 

–S 

169 (пост) через ~ 65 ч ~170 

FT↑ (умеренно); 

Y(II)↓, Fv/Fm↓; 

ABS/RC↑, Vj↑, 

dV/dt₀↑; PIabs↓ 

Перевосстановление ПХ + 

элементы разобщения 

ВОК–РЦ ФС2; активен 

Vio↔Zea 

 169→30 сразу ~84 

FT↑ (резко); Y(II)↓, 

Fv/Fm↓; ABS/RC↑, 

Vj↑, dV/dt₀↑ (≈×2); 

PIabs→минимум 

Перевосстановление ПХ 

доминирует 

40→169→300 через 46–70 ч ~101,6 

На шаге к 300: FT↑, 

Y(II)/Fv/Fm↓; 

ABS/RC↑, Vj↑, 

dV/dt₀↑; PIabs↓ 

Перевосстановление ПХ; 

активен Vio↔Zea; 

устойчивые признаки 

разобщения ВОК–РЦ ФС2 

выражены слабее, чем при 

169 (пост.) 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Целью настоящей работы являлось выявление специфических условий, 

приводящих к аноксии и последующему фотобиологическому выделению водорода 

фотоавтотрофными культурами C. reinhardtii в условиях недостатка серы, азота или 

углерода. В первую очередь, для реализации поставленных задач был 

усовершенствован лабораторный ФБР путем интеграции РАМ-флуориметра, что 

обеспечило возможность квазинепрерывного мониторинга параметров флуоресценции 

хлорофилла и, соответственно, динамики состояния ФС2 в режиме реального времени 

на протяжении всего эксперимента. Полученные технические решения существенно 

повысили информативность анализируемых процессов и заложили основу для 

комплексного исследования метаболической активности микроводорослей при 

различных видах стрессового воздействия. 

Проведённые исследования показали, что при недостатке серы 

фотоавтотрофные культуры C. reinhardtii способны к длительному выделению 

водорода в условиях постоянного светового режима. Показано, что ограничение 

поступления серы приводит к подавлению фотосинтетической активности ФС2, 

перевосстановлению пула пластохинонов, а также запускает метаболические 

перестройки, в том числе накопление запасных соединений и снижение содержания 

хлорофилла. Эти изменения отражают адаптационный характер реакции клеток на 

нарушение минерального питания. 

Установлено, что при недостатке азота фотоавтотрофные культуры C. reinhardtii 

также способны к выделению водорода как вторичного метаболита. Однако в данном 

случае реализация данного процесса требует специально подобранного светового 

режима, включающего снижение интенсивности освещения. Такой режим 

обеспечивает снижение активности ФС2 до уровня, при котором формируются условия 

для аноксии и последующего включения механизмов выделения водорода. Эти 

процессы сопровождаются выраженными изменениями параметров флуоресценции 

хлорофилла, указывающими на перевосстановление пула пластохинонов и 

постепенной адаптации клеток к новым условиям среды. Существенной особенностью 

азотного стресса является быстрое истощение запасов органики и формирование 

характерного биохимического профиля фотосинтетического аппарата, что отличает 

этот механизм от реагирования на дефицит серы. 

Особое внимание в работе уделялось исследованию процессов метаболической 

перестройки микроводорослей при углеродном голодании. Полученные данные 

однозначно свидетельствуют о том, что эффективное фотобиологическое выделение 

водорода в этих условиях возможно только при направленном снижении активности 

ФС2 за счет снижения интенсивности света. Как показали анализы динамики 

флуоресцентных параметров, при отсутствии достаточного ограничения ФС2 

длительного выделения водорода не наблюдается, даже если другие стрессоры 

присутствуют. Следовательно, главным регуляторным фактором в данном случае 

становится уровень фотосинтетической активности. Эти результаты подтверждают 

гипотезу о ключевой роли световой регуляции процессов энергообеспечения и 

электронного транспорта в индукции выделения водорода у фотоавтотрофных 

микроводорослей. 

Проведенное сравнение особенностей индукции фотобиологического выделения 

водорода при недостатке серы или азота при разных режимах освещенности показало, 

что единого универсального протокола светового воздействия не существует. В 

условиях недостатка серы достаточно поддерживать постоянную интенсивность света. 



21 
 

В условиях недостатка азота и углерода требуется целенаправленное снижение 

интенсивности света для реализации необходимых изменений в состоянии ФС2 и 

создания условий для запуска выделения водорода. Критически важным общим 

механизмом, определяющим возможность осуществления этого процесса, является 

перевосстановление пула пластохинонов на фоне подавления фотосинтетической 

активности, тогда как роль других механизмов оказывается второстепенной. 

Новизна полученных результатов заключается в экспериментальном 

подтверждении возможности фотобиологического выделения водорода у 

фотоавтотрофных культур C. reinhardtii не только при серном, но и при азотном и 

углеродном голодании, а также в установлении регуляторной роли светового режима 

и активности ФС2. Усовершенствованная методология анализа культуры в реальном 

времени позволила детально охарактеризовать ключевые физиолого-биохимические 

изменения в условиях стресса и выявить динамику основных показателей клеточного 

состояния, служащих молекулярными маркерами начала выделения водорода. 

Практическая значимость работы определяется возможностью дальнейшей 

оптимизации условий культивирования микроводорослей для увеличения 

фотобиологического выделения водорода, а также внедрения разработанных подходов 

к мониторингу физиологического состояния культур в масштабах лабораторной и 

промышленной биотехнологии. Полученные данные могут быть использованы для 

создания инновационных решений в области устойчивой энергетики и замещения 

ископаемых ресурсов. 

В целом, поставленные в диссертационной работе задачи были успешно решены. 

Определены и экспериментально обоснованы основные механизмы и условия, 

необходимые для фотобиологического выделения водорода у C. reinhardtii в условиях 

серного, азотного и углеродного голодания. Установлена решающая роль контроля 

светового режима и состояния ФС2 в запуске этого процесса, что существенно 

расширяет горизонты исследований и применения микроводорослей для получения 

возобновляемой энергии на базе биотехнологий будущего. 

ВЫВОДЫ 

1) Впервые показано, что фотоавтотрофные культуры C. reinhardtii в условиях 

минерального стресса способны к образованию водорода как вторичного метаболита 

не только при недостатке серы или углерода, но и при недостатке азота. 

2) Установлено, что функциональное состояние ФС2 у C. reinhardtii существенно 

зависит от условий минерального питания и светового режима, что было выявлено с 

использованием системы сопряжения фотобиореактора с ПАМ-флуориметром, 

обеспечивающей непрерывный контроль параметров флуоресценции хлорофилла. 

3) Показано, что все исследованные варианты минерального стресса, приводящие к 

выделению водорода, включая углеродный, приводят к существенному снижению 

активности ФС2 как элементу общей стресс-адаптивной реакции фотосинтетического 

аппарата. 

4) Впервые проведён комплексный анализ механизмов регуляции ФС2 при недостатке 

элементов минерального питания, включая изменение соотношения антенны и 

реакционных центров фотосинтеза, перевосстановление пула ПХ, разобщение ФС2, 

функционирование виолаксантинового цикла и формирование анаэробного состояния. 

5) Установлено, что ключевым механизмом, определяющим возможность выделения 

водорода у C. reinhardtii при недостатке серы или азота является перевосстановление 
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пула ПХ, возникающее при определённых световых условиях на фоне подавления 

фотосинтетической активности; другие исследованные механизмы выполняют 

вторичную регуляторную функцию. 
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