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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы.  

Последние годы во всем мире принята стратегия снижения выбросов 

парниковых газов (в частности, углекислоты) в атмосферу (декарбонизация 

атмосферы). При этом очевидна необходимость снижения потребления ископаемых 

источников энергии. Во многих странах мира уже приняты дорожные карты по 

переходу на альтернативные возобновляемые источники энергии, в частности, на 

водород. В отличие от электроэнергии, вырабатываемой солнечными панелями и 

ветряными станциями, H2 легче хранить и транспортировать (Sakurai et al., 2010; 

Sakurai et al., 2013; Цыганков, Хуснутдинова, 2015; Hallenbeck, Liu, 2016; Sakurai, 

Tsygankov, 2019). Водород может быть получен разными путями, причем в 

переходный к водородной энергетике период основное внимание будет уделено 

преобразованию ископаемых топлив в водород с захоронением углекислоты. Однако 

будущее за получением водорода за счет возобновляемых источников энергии. 

Получение водорода биологическим путем считается перспективной альтернативой 

энергии, получаемой из ископаемого топлива.  

Фотобиологическое выделение водорода цианобактериями и 

микроводорослями считается идеальным процессом получения возобновляемой 

энергии, потому что вода в качестве электронного донора и свет как источник 

энергии легко доступны и находятся в изобилии (Prince, Kheshgi, 2005; Tamagnini et 

al., 2007; Bothe et al., 2010). В качестве продуцента водорода наиболее изучены 

гетероцистные цианобактерии видов Anabaena и Nostoc. При оценке 

перспективности получения водорода с помощью цианобактерий важны не только 

абиотические факторы, но и скорость процесса, его продолжительность, и 

эффективность преобразования энергии света. Выделение водорода природными 

штаммами цианобактерий уже близко к максимуму и оптимальные условия 

процесса в целом выявлены (Bothe et al., 2010). Поэтому для улучшения 

характеристик процесса выделения водорода созданы и охарактеризованы 

разнообразные мутанты. Известно, что нитрогеназа цианобактерий чувствительна к 
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кислороду, поэтому для фотовыделения водорода необходимы анаэробные условия 

(Tamagnini et al., 2007; Bothe et al., 2010). Для создания анаэробных условий при 

выделении водорода обычно используется проток аргона в качестве газовой фазы, 

что существенно удорожает процесс. Оптимальным было бы проведение процесса 

под азотом или воздухом. Однако молекулярный азот также подавляет выделение 

водорода (Цыганков, 2007). Масукава с соавт. (Masukawa et al., 2014) были 

сконструированы мутанты штамма Anabaena sp. PCC 7120 без Hup-гидрогеназы с 

аминокислотными заменами dc-Q193S и dc-R284H, расположенными в 

непосредственной близости от FeMo-кофактора нитрогеназы. Эти модификации в 

нитрогеназе привели к тому, что выделение водорода не снижалось в присутствии 

высоких концентраций азота в газовой фазе (Masukawa et al., 2014). 

Такие мутанты могут оказаться важны при биотехнологическом получении 

водорода. Поэтому необходимо выяснение их ранее не изученных свойств в 

сравнении с родительским штаммом.  

Лабораторное выращивание цианобактерий для получения водорода 

производится с использованием различных типов фотобиореакторов (ФБР), однако 

ни одна из систем на самом деле не является коммерчески жизнеспособной (Lindblad 

et al., 2002; Tsygankov et al., 2002; Touloupakis et al., 2016). Для дешевого 

фотобиологического получения H2 одной из серьезных проблем является 

потребность в недорогих ФБР. Амоc (Amos, 2004) провел экономическую оценку 

продукции H2 зеленой микроводорослью Chlamydomonas и указал, что стоимость 

ФБР не должна превышать 10 долларов США м-2 для экономически 

жизнеспособного производства H2. В качестве недорогих ФБР Сакураи и соавт. 

(Sakurai et al., 2007; Sakurai et al., 2010; Sakurai et al., 2015) предложили использовать 

специальные прозрачные полиэтиленовые пакеты с низкой проницаемостью для Н2. 

Применимость таких ФБР была проверена в лабораторных условиях с 

использованием мутанта ∆Hup цианобактерии Nostoc sp. PCC 7422 (Kitashima et al., 

2012). Однако указанные эксперименты проводились в небольшом масштабе (объем 

культуры 50 мл) при искусственном освещении в лабораторных условиях. Следует 
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отметить, что исследований на открытом воздухе очень мало, и не было предпринято 

попыток повысить рентабельность этого процесса за счет применения дешевых ФБР. 

Анализ разных биологических способов получения водорода показывает, что 

каждый из них имеет как достоинства, так и недостатки. Путем интеграции разных 

процессов в одну систему можно преодолеть некоторые недостатки. При этом 

побочные продукты одной стадии могут служить субстратами для второй стадии, в 

результате повышается эффективность суммарного процесса. Одним из примеров 

интегрированных систем является трехстадийная система, в которой на первом 

этапе происходит накопление биомассы микроводорослей, богатой крахмалом, за 

которым следует темновое брожение биомассы водорослей и, наконец, 

фотоферментация продуктов темнового брожения (Ike et al., 1998; Ike et al., 2001; 

Kim et al., 2006). Таким образом, единственным источником энергии для такой 

системы является энергия света. Отдельные элементы таких систем были тщательно 

исследованы (Текучева, Цыганков, 2012), но нет оценки общей эффективности 

системы, то есть отношения полученной энергии H2 к энергии падающего света. 

Цель и задачи исследования. 

Целью данной работы было сравнить разные подходы к биологическому 

преобразованию энергии света в энергию Н2 с точки зрения доступности и 

эффективности. Для достижения указанной цели были поставлены следующие 

задачи: 

1) Провести сравнительный анализ фотосинтетической активности и выделения 

водорода у родительского штамма цианобактерии Anabaena sp. PCC 7120 

∆Hup и его мутантов dc-Q193S и dc-R284H, с точечными мутациями вблизи 

активного центра нитрогеназы. 

2) Изучить возможность выделения водорода цианобактерией Anabaena sp. PCC 

7120 ∆Hup и влияющие факторы в природных условиях в Подмосковье с 

использованием простейших фотобиореакторов. 

3) Воспроизвести трехстадийную интегрированную систему получения 

водорода на основе биомассы микроводорослей с использованием хемо- и 
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фототрофных бактерий и оценить эффективность преобразования энергии на 

каждом этапе. 

Научная новизна работы. 

Показано, что выделение водорода у мутантов Anabaena sp. PCC 7120, ∆Hup 

dc-Q193S и dc-R284H с модификациями вблизи активного центра нитрогеназы, в 

отличие от родительского штамма, не ингибировалось молекулярным азотом, хотя 

так же ингибировалось ацетиленом, т.е. аминокислотные замены у мутантов вызвали 

существенные изменения в реакции, требующей 8 электронов. Вместе с тем 

обнаружено, что мутанты имели более низкую фотосинтетическую и нитрогеназную 

активности, пониженный температурный оптимум, а также пониженную прочность 

филаментов. Это препятствует их использованию в масштабированных 

внелабораторных экспериментах. 

Впервые показано, что выделение H2 мутантом Anabaena sp. PCC 7120 ∆Hup 

возможно в природных условиях летом в Подмосковье с использованием 

простейших ФБР — пластиковых пакетов с газобарьерным слоем. В пилотных 

экспериментах продолжительность и максимальная скорость были невысокими (5 

суток, 20,6 мл/л в день), что может быть обусловлено неоптимальными погодными 

условиями, а также конструктивными недостатками простейших фотобиореакторов 

и особенностями используемого штамма. 

Воспроизведена трехстадийная схема получения водорода, включающая 

синтез биомассы зеленых водорослей, ее темновое сбраживание и 

фотоферментацию продуктов брожения. Впервые была определена постадийная и 

суммарная эффективность преобразования энергии света в H2 в такой 

интегрированной системе. В целом КПД системы без учета затрат на 

промежуточные стадии и фотоферментацию, оказался равным 0,55%, т.е. схема пока 

неэффективна для биоконверсии световой энергии. 

Научно-практическое значение работы. 

На основе ряда характеристик оценена перспективность применения 

родительского штамма Anabaena sp. PCC 7120 ∆Hup и двух мутантов с 
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аминокислотными заменами dc-Q193S и dc-R284H для выделения водорода в 

лабораторных условиях и на открытом воздухе. Впервые предложены критерии для 

отбора мутантов с точечными заменами аминокислот вблизи активного центра 

нитрогеназы. 

Впервые продемонстрировано использование простейших ФБР – 

пластиковых пакетов – для выделения водорода цианобактериями на открытом 

воздухе в средней полосе России. Применение таких фотобиореакторов может 

значительно снизить себестоимость процесса. Тщательная регистрация 

изменяющихся условий внешней среды и соотнесение с ними скоростей выделения 

Н2 позволяет обнаружить лимитирующие/ингибирующие факторы в этом процессе. 

Показана возможность получения водорода в трехстадийной системе с 

фотоавтотрофным синтезом биомассы микроводорослей на первой стадии. 

Применение закономерностей материально-энергетического баланса позволило 

оценить эффективность превращения световой энергии в энергию водорода в 

сопряженной системе, как на отдельных стадиях, так и в целом. Расчеты 

свидетельствуют, что такая схема является недостаточно эффективной и требует 

дополнительных улучшений. 

Основные положения, выносимые на защиту. 

1) Показано, что выделение водорода мутантами Anabaena sp. PCC 7120 ∆Hup 

(dc-Q193S и dc-R284H) с модификациями вблизи активного центра, в отличие 

от родительского штамма (Ki=300 мМ N2), было нечувствительно к N2, но 

сами штаммы имели пониженную фотосинтетическую и нитрогеназную 

активности. Показано, что у мутанта нитрогеназная активность снижалась при 

температуре выше 35С, что было обусловлено пониженной прочностью 

филаментов. Предложены дополнительные требования к мутантам на основе 

сайт-направленного мутагенеза. 

2) Показана принципиальная возможность выделения водорода мутантом 

Anabaena sp. PCC 7120 ∆Hup на открытом воздухе в простейших ФБР и 



11 
 

проведен анализ природных факторов, оказывающих наибольшее влияние на 

процесс. 

3) Определена постадийная и суммарная (0,55%) эффективность преобразования 

энергии света в водород в трехстадийной интегрированной системе с 

фотоавтотрофным синтезом биомассы микроводорослей на первой стадии, 

темновым сбраживанием предобработанной биомассы и заключительной 

фотоферментацией. 

Апробация работы. 

Результаты работы были представлены на международном форуме 

«Возобновляемая энергетика: пути повышения энергетической и экономической 

эффективности» REENFOR-2013 (Москва, Россия, 2013), Всероссийской 

конференции XXI Пущинские чтения по фотосинтезу «Фотосинтез и 

фотобиотехнология. Фундаментальные и прикладные аспекты» (Пущино, Россия, 

2015), V Съезде биофизиков (Россия, Ростов-на-Дону, 2015), международной 

конференции «International Conference Photosynthesis Research for Sustainability in 

honor of Nathan Nelson and T. Nejat Veziroglu» (Пущино, Россия, 2016), 5-ой 

Пущинской школе-конференции "Биохимия, физиология и биосферная роль 

микроорганизмов" (Пущино, Россия, 2018), IX Съезде Российского 

Фотобиологического Общества, конференция "Современные проблемы 

фотобиологии" (Шепси, Россия, 2021). 

Публикации. 

По материалам диссертации в рецензируемых изданиях, рекомендованных 

ВАК РФ, опубликованы 3 статьи, 1 обзор в сборнике. Опубликовано 7 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 список использованной 
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литературы. Объем работы составляет 155 страниц, в ней содержится 18 рисунков и 

13 таблиц. Список литературы включает 374 источника.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

В процессе выделения водорода микроорганизмы превращают молекулы 

воды или органических субстратов в водород за счет каталитической активности 

двух ключевых ферментов: гидрогеназы и нитрогеназы (Silva et al., 2018). Водород 

можно получать с помощью различных процессов, включая фотолиз, 

фотоферментацию, темновое брожение и газовую ферментацию CO (Рис. 1). Для 

этих путей характерно участие разных групп микроорганизмов и использование 

разных субстратов. 

 

 

Рисунок 1. Биологические пути получения водорода (по Bundhoo et al., 2013). 

 

1.1.  Биологические пути получения водорода. 

Прямой биофотолиз – это биологический процесс, используемый 

фотоавтотрофными организмами для выделения H2 из воды под воздействием света 

(Levin et al., 2004; Ni et al., 2006).  

    H2O              ½ O2 + 2H+ + 2e- (1) 
свет 
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2H+ + 2e-             H2 (2) 

Две группы организмов – цианобактерии и зеленые водоросли способны 

выделять H2 посредством прямого биофотолиза, как показано на Рис. 2 (Tamburic et 

al., 2012; Bundhoo et al., 2013; Sakurai et al., 2013; Kosourov et al., 2021). 

 

Рисунок 2. Путь прямого биофотолиза у цианобактерий и зеленых водорослей. 

Пластохинон (PQ), цитохромы b6 и f и пластоцианин (Пц) являются компонентами 

цепи переноса электронов, а ФНР обозначает ферредоксин-НАДФ+ оксидоредуктазу 

(Akhlaghi, Najafpour-Darzi, 2020). 

Цианобактерии и зеленые водоросли способны выделять H2 посредством 

непрямого биофотолиза (Zhang et al., 2002; Manis, Banerjee, 2008; Brenther et al., 2010; 

Bolotkhan et al., 2019; Sun et al., 2019). При этом на стадии фиксации CO2 

накапливаются углеводы – крахмал и гликоген. Эти субстраты могут использоваться 

для выделения H2 на втором анаэробном светозависимом этапе (Dasa, Veziroglu, 

2008; Huesemann et al., 2010; Eroglu, Melis, 2011; Show, Lee, 2014): 

6CO2 + 6H2O             C6H12O6 + 6O2 (3) 

C6H12O6 + 6H2O         12H2 + 6CO2 (4) 

Цианобактерии могут использовать временное или пространственное 

разделение фотосинтеза и выделения водорода для осуществления непрямого 

биофотолиза. Этот процесс достигается за счет дифференциации «вегетативных» 

клеток двух клеточных типов, которые осуществляют нормальный фотосинтез и 

свет 

свет 
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обеспечивают азотфиксирующие «гетероцисты» восстановителем (углеводом), 

необходимым нитрогеназе (Gouveia, Passarinho 2017). 

Фотоферментация характерна для грамотрицательных пурпурных несерных 

бактерий (ПНСБ), которые выделяют H2 с помощью нитрогеназы, как показано на 

Рис. 3 (Ghosh et al., 2017). 

 

Рисунок 3. Путь фотоферментации в ПНСБ для выделения водорода (Akhlaghi et al., 

2020). 

ПНСБ бактерии способны к потреблению широкого спектра источников 

углерода (Liu et al., 2015; Ghosh et al., 2017). Углеродный субстрат окисляется до 

CO2, H+ и электронов через цикл Кребса. Затем электроны передаются нитрогеназе 

путем восстановления/окисления НАД и ферредоксина (Фд), а АТФ, необходимый 

для функционирования нитрогеназы, обеспечивается ФС1 с участием АТФ-синтазы 

(Рис. 3). 

Темновое брожение – один из наиболее изученных путей биологического 

получения H2 (Bundhoo, 2017). В этом процессе H2 можно получать из широкого 

спектра субстратов, в т.ч. отходов (пищевых или сельскохозяйственных, биомассы 

микроводорослей) или сточных вод с использованием облигатных или 

факультативных анаэробных микроорганизмов, таких как Enterobacter sp., Bacillus 
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sp., C. buytricum, C. thermolacticum, C. pasteurianum и C. bifermentants (Turon et al., 

2016). Ключевым ферментом синтеза H2 является гидрогеназа. 

В газовой ферментации CO водород образуется в результате реакции 

монооксида углерода с молекулой воды с использованием ПНСБ в анаэробных 

условиях (Najafpour, Younesi, 2005). Этот процесс рассматривается как 

перспективный метод превращения синтез-газа в газ, богатый водородом (Sipma et 

al., 2003). Реакция окисления СО до СО2 (показана ниже) катализируется CO-

толерантной гидрогеназой совместно с CO-дегидрогеназой (Pezacha, Wood,1984):  

CO + H2O + 2Fdox → CO2 + 2Fdred + 2H+ + 2e- (5) 

2H+ + 2Fdred + 2e- → H2 + 2Fdox (6) 

CO + H2O ↔ 4CO2 + H2 ∆G = −201 кДж/моль (7) 

К газовой ферментации способны бактерии Rhodospirillum rubrum, Rubrivivax 

gelatinosus (Sipma et al., 2003), Rps. palustris (Oh et al., 2005) и Carboxydothermus 

hydroformans (Zhao et al., 2013). R. rubrum привлекает большое внимание из-за 

высокой скорости поглощения CO и высокого выхода водорода, близкого к 

теоретическому значению; однако относительно низкая скорость роста этих 

бактерий является недостатком (Jung et al., 2002). 

 

1.2. Основные продуценты водорода. 

1.2.1. Цианобактерии: фотосинтетический аппарат, ферменты, участвующие в 

выделении водорода, механизм выделения водорода. 

Фотосинтетический аппарат цианобактерий включает три основных 

комплекса, собирающих свет и передающих энергию: фотосистема 1 (ФС1); 

фотосистема 2 (ФС2); и фикобилисомы (Sidler, 1994; Grotjohann, Fromme, 2005; 

Nelson, Junge, 2015; Shen, 2015). ФС2 и ФС1 связаны между собой переносчиками 

электронов пластохиноном и цитохромом с6 (или пластоцианином) и комплексом 

цитохромов b6f, который действует как пластохинол:цитохром с6/пластоцианин 

оксидоредуктаза (Cramer et al., 2011).  
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Цианобактерии могут выделять H2 за счет нитрогеназы на свету и за счет 

гидрогеназы на свету и в темноте. Связь их с фотосинтетическим аппаратом 

представлена на Рис. 2. 

Азотфиксирующие цианобактерии способны синтезировать три типа 

нитрогеназ: молибденовая, ванадиевая и не содержащая в активном центре ни Mo, 

ни V, иногда называемая Fe-нитрогеназа (Цыганков, 2007). Наиболее часто 

встречается Mo-нитрогеназа, которая осуществляет реакцию фиксации N2 в 

соответствии с уравнением: 

N2 + 8H+ + 8e- + 16ATP → 2NH3 + H2 + 16АДФ + 16Pi (8) 

Из уравнения видно, что на одну молекулу фиксированного азота, 

нитрогеназа выделяет одну молекулу H2, причем для этого ей требуется 8 электронов 

и 16 молекул АТФ. В отсутствие N2 все электроны направляются нитрогеназой на 

выделение H2 (Lindblad, 1999; Dutta et al., 2005).  

У гетероцистных цианобактерий при недостатке азота образуются 

гетероцисты в которых экспрессируется нитрогеназа и происходит образование 

водорода (Kumar et al., 2010; Mariscal, Flores, 2010). Долгое время считалось, что 

синтез Mo-нитрогеназы ограничивается гетероцистами. Однако у азотфиксирующих 

одноклеточных цианобактерий, у филаментных безгетероцистных форм, а также у 

гетероцистных форм Мо-нитрогеназа синтезируется в вегетативных клетках, при 

этом фермент функционирует только в анаэробных или микроаэробных условиях 

(Thiel et al., 1995). 

В обычных условиях роста цианобактерии практически не выделяют H2 даже 

в азотфиксирующих условиях, т.к. повышенное образование кислорода при 

фотосинтезе приводит к инактивации нитрогеназы. Длительное выделение H2 

наблюдали при поддержании анаэробных условий, продувая культуры инертным 

газом (Weissman, Benemann, 1977; Tsygankov et al., 1998). Это связано с тем, что у 

гетероцистных цианобактерий большая часть выделяемого водорода улавливается 

поглощающей гидрогеназой. 
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Гидрогеназа катализирует простейшую химическую реакцию, обратимое 

образования H2 из протонов и электронов: 

2Н+ + 2е- ↔ Н2 (9) 

Цианобактерии обладают двумя функционально разными [Ni-Fe]- 

гидрогеназами: водородпоглощающая HupSL и обратимая Hox-гидрогеназа. 

Поглощающая HupSL-гидрогеназа обнаруживается только в азотфиксирующих 

цианобактериях. Эта гидрогеназа экспрессируется в условиях азотного голодания и 

тесно связана с нитрогеназной активностью (Tamagnini et al., 2002). Она может 

поглощать как экзогенный H2, так и выделяемый нитрогеназой, уменьшая таким 

образом выход H2 (Tsygankov et al., 1998). С другой стороны, поглощение H2 полезно 

для цианобактерий, т.к. обеспечивает организм АТФ, способствует защите 

нитрогеназы от О2 и поставляет восстановительные эквиваленты для нитрогеназной 

или других реакций. 

Двунаправленная (обратимая) Hox-гидрогеназа относится к железоникелевым 

гидрогеназам и состоит из комплекса, включающего структурные компоненты 

самой гидрогеназы (HoxY и HoxH) и белки HoxE, HoxF, HoxU, (Smith et al., 1992). 

Она обнаружена как у одноклеточных цианобактерий Synechocystis, так и у нитчатых 

Anabaena. Активность фермента не зависит от присутствия или отсутствия азота в 

среде, т.е, в отличие от поглощающей гидрогеназы, не связана с нитрогеназной 

активностью (Howarth, Codd, 1985). Выделение H2 за счет действия Hox-гидрогеназы 

возможно на свету, как было показано у Synechocystis PCC 6803 (Cournac et al., 2004; 

Baebprasert et al., 2010). Кроме того, за счет этой гидрогеназы возможно выделение 

водорода в анаэробных условиях в темноте при сбраживании экзогенных или 

запасенных в процессе фотосинтеза сахаров (Кондратьева, Гоготов, 1981; Tamagnini 

et al., 2002; Thiel et al., 2007; Sakurai et al., 2013). Так, Gloeocapsa alpicola выделяет 

значительные количества H2 в темноте при недостатке в среде серы после 

фотосинтетического накопления гликогена (Antal, Lindblad, 2005). 
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1.2.2. Зеленые микроводоросли: фотосинтетический аппарат, ферменты, 

участвующие в выделении водорода, механизм выделения водорода. 

Зеленые микроводоросли – осуществляют фотосинтез с участием двух 

фотосистем подобно высшим растениям. Основными фотосинтетическими 

пигментами являются хлорофиллы a и b. Две различные фотосистемы в хлоропласте 

зеленых водорослей обладают, помимо Хл a-содержащей основной антенны, 

вспомогательную светособирающую антенну, состоящую из специфических Хл a- и 

Хл b-связывающих светособирающих белков (ССК1 и ССК2). 

Гидрогеназа считается ключевым ферментом, отвечающими за выделение H2 

у зеленых микроводорослей, причем они содержат только [Fe-Fe]-гидрогеназы 

(Ludwig et al. 2006; Jim´enez-Llanos et al., 2020). Этот фермент содержит уникальный 

активный центр (H-кластер), который имеет в 100 раз более высокую активность, 

чем у других гидрогеназ (Vogt et al., 2008). Структурные и вспомогательные гены 

[FeFe]-гидрогеназы кодируются в ядре и экспрессируются в анаэробных условиях с 

последующим транспортом HydA1 и HydA2 в хлоропласт (Posewitz et al., 2005; King 

et al., 2006; Meyer, 2007; Pilet et al., 2009; Nicolet et al., 2010; Oncel et al., 2014; 

Jim´enez-Llanos et al., 2020). Фермент имеет мономерный состав и молекулярную 

массу около 45-50 кДа. Каталитический центр включает [Fe-Fe] с серными 

мостиками и остатком 4Fe-4S (Meyer, 2007), небелковые лиганды CN и CO 

присоединены к обоим атомам Fe. Однако активный центр фермента очень 

чувствителен к кислороду, что затрудняет выделение H2.  

Инкубация анаэробной культуры микроводорослей на свету после темновой 

адаптации приводит к значительному, но кратковременному (несколько минут) 

выделению водорода. Это явление было открыто для клеток Scenedesmus более 70 

лет назад (Gaffron and Rubin, 1942) и стало первым свидетельством фотообразования 

водорода у эукариот. Оно является результатом быстрой индукции 

фотосинтетического транспорта электронов и восстановления НАДФ+ в хлоропласте 

(Cournac et al., 2002) до активации ферментов цикла Кальвина (Michelet et al., 2013). 

При этом избыточные электроны утилизируются через выделение H2. Выход H2 
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быстро снижается при активации цикла Кальвина и генерации кислорода в ФС2, 

который подавляет активность гидрогеназы. Таким образом, очевидная 

физиологическая роль гидрогеназы при переходе от темноты к свету – утилизация 

электронов на начальном этапе индукции фотосинтеза. 

При освещении светом низкой интенсивности ~ 10 мкмоль квантов м-2 с-1 

выделение H2 наблюдалось в течение нескольких недель в культурах C. reinhardtii, 

выращенных на ацетате (Scoma et al., 2014). При этом скорость фотообразования 

кислорода ниже уровня дыхания, поддерживаемого ацетатом, что приводит к 

дефициту кислорода и активации гидрогеназы. В таких условиях внутриклеточный 

запас крахмала невелик, скорость выделения H2 незначительна, электроны для 

синтеза H2 поступают в основном из ФС2 (Scoma et al., 2014). 

Импульсный режим освещения позволяет длительно поддерживать высокие 

скорости выделения H2 культурой C. reinhardtii (Kosourov et al., 2018). Эти 

результаты указывают на возможную фотозащитную роль гидрогеназы. 

В 21 веке интенсивно изучается новый подход к выделению H2 

микроводорослями – стрессовые условия, которые создаются депривацией клеток 

по основным минеральным элементам. Это вызывает переход культуры из аэробных 

в анаэробные условия с последующим длительным образованием H2 на свету (Melis 

et al., 2000). Более детальное исследование показало, что процесс можно разделить 

на 5 физиологических фаз: аэробная фаза, фаза поглощения кислорода, анаэробная 

фаза, фаза выделения водорода и фаза терминации (Kosourov et al., 2002).  

Большинство данных о выделении Н2 при минеральном голодании были 

получены с использованием фотогетеротрофных культур. Однако при 

использовании специального светового режима было описано устойчивое 

выделение H2 фотоавтотрофными культурами (Tsygankov et al., 2006). Авторы 

показали, что фотоавтотрофные S-дефицитные культуры проходят те же стадии, что 

и фотогетеротрофные.  

Впоследствии было показано, что влияние дефицита таких элементов, как N, 

P или Mg аналогично влиянию дефицита S на клеточный метаболизм и 
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характеризуется инактивацией фотосинтеза, накоплением крахмала и переходом 

культуры в анаэробиоз с последующим длительным выделением H2 на свету 

(Batyrova et al., 2012; Philipps et al., 2012; Volgusheva et al., 2015). Этот факт 

указывает на наличие общих механизмов адаптации к дефициту основных 

макроэлементов у зеленых микроводорослей. 

Физиологическая роль гидрогеназы в голодающих клетках может быть 

обусловлена следующими факторами. Во-первых, активация гидрогеназы на 

анаэробной стадии голодания поддерживает фотосинтетический электронный 

транспорт и фотофосфорилирование. Во-вторых, индуцированная гидрогеназой 

реактивация ФС2 приводит к увеличению скорости фотообразования О2, который 

используется в реакциях клеточного дыхания и, следовательно, усиливает перенос 

электронов в дыхательной цепи митохондрий и поддерживает другие аэробные 

метаболические пути. В-третьих, независимый от ФС2 путь продукции H2 

поддерживает гликолиз за счет утилизации одного из его продуктов – НАДН. Также 

важно, что фотообразование H2 сопровождается депротонированием стромы 

хлоропластов и, вероятно, изменением баланса между различными путями 

брожения. В целом способность зеленых микроводорослей выделять H2 на свету в 

условиях дефицита макроэлементов может представлять механизм адаптации 

клеток к сильно восстановительным условиям за счет регуляции продукции 

кислорода, фосфорилирования и гликолиза (Melis et al., 2000; Antal et al., 2003). 

Нейги с соавторами (Nagy et al., 2018) предложили другой метод для перехода 

в анаэробиоз. Они исключили СО2 из фотоавтотрофных культур после некоторого 

времени культивирования, что снижало скорость выделения О2. Тем не менее 

образующегося кислорода было больше, чем потреблялось в процессе дыхания. Для 

его удаления авторы использовали промышленный поглотитель О2 на основе 

порошка железа. После анаэробной адаптации к темноте C. reinhardtii действительно 

выделяла H2. Этот метод применим только для фотоавтотрофных культур, 

поскольку фотогетеротрофные культуры выделяют CO2 в больших количествах, и 

исключение CO2 невозможно. 
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Микроводоросли выделяют H2 в темновых анаэробных условиях при 

ферментации запасенного крахмала, включающего последовательную активность 

пируват-ферредоксин-оксидоредуктазы и [FeFe]-гидрогеназы (Noth et al., 2013). 

Анаэробное выделение H2 в темноте обычно низкое. Например, C. reinhardtii 

выделяет формиат, ацетат и этанол с небольшими количествами H2 (Melis et al., 

2000). 

 

1.2.3. Пурпурные несерные бактерии: фотосинтетический аппарат, ферменты, 

участвующие в выделении водорода, механизм выделения водорода. 

 

Пурпурные несерные бактерии (ПНСБ) являются аноксигенными 

фотосинтетиками, то есть содержат реакционный центр (РЦ) II типа и не способны 

к образованию О2 при фотосинтезе (Hunter et al., 2008). Они используют более 

восстановленные, чем вода доноры электронов (Reith et al., 2003). Такой метаболизм 

характеризуется циклическим электронным транспортом, для протекания которого 

необходимо наличие восстановленных органических или неорганических 

субстратов (Griffin et al., 2007). РЦ окружен трансмембранной коровой 

светособирающей антенной LH1. Комплексы периферической антенны LH2 

находятся в непосредственной близости, но не соединены с РЦ. РЦ – белок-

пигментный комплекс состоит из 3-х белков. В качестве кофакторов РЦ включает 4 

молекулы БХл а (или b, как в случае с R. viridis), 2 бактериофеофитина, 2 убихинона, 

негемовое железо и каротиноид сфероиден. Все пигменты РЦ расположены 

симметрично, образуя две ветви переноса электрона. Основные группы бактерий, 

содержащих этот тип РЦ: ПНСБ (роды Rhodobacter, Rhodospirillum, 

Rhodopseudomonas и др.), пурпурные серные бактерии (Chromatium, 

Allochromatium), зеленые нитчатые бактерии (Chloroflexus) и др. ПНСБ наиболее 

часто используются для исследований фотобиологической продукции H2 (Koku et 

al., 2002; Basak, Das, 2007; Masepohl, Hallenbeck, 2010; Gadhamshetty et al., 2011; 

Текучева, Цыганков, 2012). 
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В метаболизме H2 у пурпурных бактерий принимают участие и нитрогеназы, 

и гидрогеназы, причем в выделении водорода участвует нитрогеназа, а гидрогеназа 

в поглощении водорода (Koku et al., 2002). 

Все изученные ПНСБ способны синтезировать Mo-нитрогеназу при 

отсутствии в среде связанного азота. Высокие концентрации фиксированного азота, 

особенно аммония, и кислорода, инактивируют нитрогеназу, а также подавляют её 

синтез. Помимо классической МоFe-нитрогеназы, описаны альтернативные 

нитрогеназы, в которых молибден заменен ванадием или железом. 

К фотовыделению H2 способны различные ПНСБ, такие как Rhodobacter 

sphaeroides, Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas palustris, R. rubrum (Zurrer, 

Bachofen, 1979; Vincezini et al, 1982; Sasikala et al., 1991; Fascetti, Todini, 1995; Eroglu 

et al., 1998; Nath et al., 2005; Tian et al., 2010; Zhang et al., 2010). Наиболее 

перспективные продуценты относятся к роду Rhodobacter (Koku et al., 2002; Basak, 

Das, 2009; Obeid et al., 2009). 

ПНСБ способны использовать широкий спектр органических углеродных 

соединений, а именно промежуточные продукты ЦТК – пируват и ацетат, 

органические кислоты, аминокислоты, спирты и углеводы. Некоторые виды могут 

также использовать С1-соединения (метанол, формиат), ароматические 

органические соединения (бензоат, хлорбензоат, фенилацетат, фенол) (Harwood, 

2008). Эффективность преобразования субстрата и скорость выделения H2 

значительно зависит от типа используемого субстрата (Tao et al., 2008; Pott et al., 

2013). Известно, что ПНСБ выделяют H2 из органических кислот с большей 

скоростью, чем из сахара или глюкозы (Tao et al., 2008). Существенным фактором 

является молярное соотношение С/N в ростовой среде. Согласно Эроглу с соавт. 

(Eroglu et al., 1999) 15 мМ малата : 2 мМ глутамата представляет собой идеальное 

соотношение для выделения H2. Панди с соавт. (Pandey et al., 2012) сообщили, что 

скорость выделения H2 была максимальной при использовании малата (3 г м-3) и 

глутамата (1,7 мМ м-3). 
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У пурпурных несерных бактерий встречаются HupSL, HupUV и Coo 

гидрогеназа (Vignais, Billoud, 2007). HupSL гидрогеназа принадлежит к группе 1 

NiFe гидрогеназ (Vignais, Billoud, 2007; Greening et al., 2016). Это связанный с 

мембраной фермент, основная функция которого передавать e− в пул убихинона для 

фотосинтеза или дыхания (Cauvin et al., 1991). Структурные гены, а также 

активность HupSL гидрогеназы были обнаружены у Rb. capsulatus, Rb. sphaeroides 

(Vignais et al., 2000), R. rubrum (Maness, Weaver, 2001) и Rv. gelatinosus (Uffen et al., 

1990). Сенсорная гидрогеназа, HupUV, принадлежит к группе 2b NiFe-гидрогеназ 

(Цыганков, Хуснутдинова, 2015). Это цитоплазматическая гидрогеназа с низкой 

активностью и очень высокой стабильностью к О2. Структурные гены hupUV 

обнаружены у Rb. capsulatus (Vignais et al., 1997), Rb. sphaeroides, Rc. ferrireducens и 

Rps. palustris (Vignais et al., 2001). HupUV гидрогеназа участвует в регуляции синтеза 

hupSL в зависимости от наличия H2 (Vignais et al., 1997). 

Некоторые ПНСБ также содержат CooLH гидрогеназу, принадлежащую к 

группе 4c NiFe-гидрогеназ (Greening et al., 2016). Она работает совместно с CO 

дегидрогеназой, реализуя реакцию окисления СО: 

CO + H2O = > CO2 + H2 (10) 

Этот мультиферментный комплекс был обнаружен у R. rubrum (Singer et al., 

2006), Rv. gelatinosus (Sipma et al., 2006) и Rps. palustris (Oh et al., 2005).  

ПНСБ могут являться компонентом двухступенчатых, трехступенчатых 

интегрированных систем (Текучева, Цыганков, 2012; Hallenbeck, Liu, 2016). Более 

подробно об этом будет говориться далее (см. Раздел 1.4.).  

 

1.2.4. Гетеротрофные бактерии. 

 

Темновое брожение является наиболее изученным биотехнологическим 

процессом и считается перспективным для получения H2 путем преобразования 

органических отходов и биомассы. В результате окисления субстрата бактериями 

происходит субстратное фосфорилирование и синтез восстановительных 
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эквивалентов. Избыток электронов должен быть «сброшен» для того, чтобы заряд 

клетки оставался неизменным. В качестве акцепторов электронов у анаэробных 

организмов могут использоваться протоны, что приводит к выделению водорода 

(Das, Veziroglu, 2001; Levin et al., 2004).  

Теоретически максимальное количество водорода, которое можно получить 

из 1 моля глюкозы, равно 12 моль (Redwood et al., 2009; Hallenbeck, 2012) согласно 

уравнению (11): 

C6H12O6 +6H2O→6CO2+12H2 (11) 

Однако образование различных конечных продуктов, например, уксусной, 

пропионовой и масляной кислоты, а также метанола, бутанола или ацетона, снижает 

количество выделяемого H2. Образование уксусной кислоты (уксуснокислое 

брожение) уменьшает количество образующегося H2 от 12 до 4 молей (уравнение 

(12)): 

C6H12O6+6H2O →2CO2+2CH3COOH+4H2 (12) 

Если конечный продукт масляная кислота (маслянокислое брожение), то 1 

моль глюкозы дает только 2 моля H2 (уравнение (13)):  

C6H12O6+6H2O →2CO2+CH3COOH+CH3CH2CH2COOH+2H2 (13) 

При смешанном брожении 1 моль глюкозы дает 2-4 моля H2 (уравнение 14) 

  C6H12O6 → C2H5OH+CH3COOH+2H2 (14) 

При гомоферментативном молочнокислом брожении H2 совсем не образуется, 

образуется только молочная кислота: 

   C6H12O6→2СН3СНОНСООН (15) 

На практике конечный продукт является результатом разных типов брожения 

и представляет собой смесь химических соединений, а выход H2 составляет лишь 1–

2,5 моль/моль глюкозы. 

Основными ферментами, участвующими в выделении водорода при 

брожении, являются гидрогеназы разного типа. 

В настоящее время механизм сбраживания углеводов, в частности разложение 

глюкозы по типичному пути Эмбдена-Мейергофа-Парнаса (гликолизу) хорошо 
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известен. Первым шагом его является превращение глюкозы в пируват – ключевой 

промежуточный продукт с образованием НАДН. В анаэробных условиях пируват 

может быть превращен в ацетил-КоА в реакции, катализируемой пируват 

ферредоксин оксидоредуктазой и далее в Н2 с участием [FeFe]-гидрогеназы: 

Пируват + Кo-A + 2 Фд (oк) → ацетил-КоА+ CO2 + 2Фд (восст). (16) 

Фд (восст) + 2 Н+  → Н2 + Фд (ок). (17) 

Другой возможный путь превращения пирувата в ацетил-КоА протекает с 

образованием формиата, катализируемым пируватформиатлиазой и гидрогеназой 

(Morimoto et al., 2005; Hawkes et al., 2007; Hallenbeck, 2012): 

Пируват +КоА  → ацетил-КоА + формиат (18); 

Формиат → СО2 + Н2 (19) 

Ацето-бутиловое брожение на практике наиболее продуктивно для получения 

Н2 (Vavilin et al., 1995; Hawkes et al., 2002). Ацетат и бутират накапливаются при рН 

4,5-6,0 (Guo et al., 2010). Нейтральный или повышенный рН (>6,5) приводит к 

накоплению этанола, бутанола или пропионата (Kim et al., 2004b; Hawkes et al., 

2007). При этом выход H2 очень низкий, так как идет конкурентное использование 

НАДH. Было показано, что продукты разложения углеводов могут не только 

снижать выход H2, но и полностью изменять ход брожения. Например, добавление 

бутирата (4 г/л) приводило к остановке выделения H2, синтезу пропионата и 

удвоению концентрации бутирата (Kyazze et al., 2006). 

Среди облигатных анаэробов наиболее активными продуцентами Н2 являются 

Clostridia (Nandi, Sengupta, 1998). В смешанной микрофлоре клостридии – основная 

группа способная к выделению H2 из органических отходов (Jen et al., 2007; 

Нетрусов и др., 2010), они способны эффективно преобразовывать разные 

углеводные субстраты (Nandi, Sengupta, 1998). Показано, что Clostridia выделяют H2 

во время логарифмической фазы роста. В стационарной фазе метаболизм смещается 

в сторону выделения органических соединений, особенно летучих жирных кислот 

(Kapdan, Kargi, 2006). На практике ферментация Clostridium приводит к 

образованию смеси уксусной и масляной кислот. Другим представителем 
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облигатных анаэробов — продуцентов H2 – является Ruminococcus albus, которые из 

углеводов образуют также уксусную кислоту, этанол, муравьиную кислоту и СО2. 

Кроме того, они способны к прямому гидролизу целлюлозы. 

В группе факультативных анаэробов хорошо изучено образование H2 у E. coli. 

Максимальный теоретический выход составляет 2 моль H2 на моль глюкозы. Другие 

конечные продукты – масляная, молочная и муравьиная кислоты, а также этанол в 

небольшом количестве (Hallenbeck, 2012). 

Поскольку даже теоретический выход водорода при брожении довольно мал, 

вполне закономерна идея об его увеличении за счет преобразования в Н2 

образованных продуктов брожения (орг. кислот) с помощью ПНСБ. Именно это 

лежит в основе применения интегрированных систем (см. Раздел 1.4.). 

*** 

Использование биологических процессов является многообещающим 

подходом для получения водорода из возобновляемых источников энергии. В главе 

представлены пути выделения водорода и участвующие ферменты у разных групп 

микроорганизмов, а также многообразие используемых субстратов. Показана роль 

нитрогеназ и разных типов гидрогеназ. 

Среди организмов, перспективных для получения водорода, можно выделить 

фототрофные микроорганизмы (пурпурные бактерии, цианобактерии и 

микроводоросли), использующие энергию света, а также гетеротрофные бактерии, 

использующие энергию субстрата. Достоинством получения водорода за счет 

микроводорослей и цианобактерий являются низкие энергетические затраты, т.к. 

они используют солнечный свет как источник энергии и воду в качестве донора 

электронов, которые легкодоступны и находятся в изобилии. Преимущества 

использования фототрофных и гетеротрофных бактерий заключаются в 

возможности использования отходов для получения Н2 с одновременной их 

очисткой. 
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1.3. Характеристики выделения водорода у разных продуцентов и пути их 

повышения. 

 

Среди фотосинтезирующих микроорганизмов, способных выделять H2, 

наибольшее внимание привлекают микроводоросли, гетероцистные цианобактерии 

и ПНСБ. В настоящее время механизмы основных процессов выделения H2 хорошо 

изучены, но не реализованы на практике. Основными ограничениями для 

устойчивого выделения H2 являются чувствительность ферментов к кислороду, 

конкуренция за электроны между различными путями (Liu et al., 2016; Oey et al., 

2016). Кроме того, дополнительные сложности связаны с нестабильностью процесса 

выделения H2. Для коммерческого применения необходимо увеличить и скорость, и 

продолжительность этого процесса. Для этого в настоящее время предлагаются 

различные подходы: метаболический, генетический и технологический. 

В литературе описано несколько наиболее распространенных метаболических 

подходов выделения H2 микроводорослями. К ним относятся депривация по 

основным минеральным элементам (Табл. 1) и применение разных режимов 

освещения (см. Раздел 1.2. п. 1.2.2.). 

Таблица 1. Выделение биоводорода микроводорослями в условиях голодания 

по макроэлементу и условиях разной интенсивности света от 15 до 420 мкмоль 

фотонов м-2 с-1.  

Штамм Условия 

стресса 

Скорость 

выделения H2 

Общий объем 

H2 

Ссылка 

C. reinhardtii UTEX 

90  

- S 1,6 мл H2/л/ч 225 мл H2/л Kim et al., 

2006 

C. reinhardtii 137C 

(mt+) 

- S 1,3 мл H2/л/ч 56,4 мл H2/л Tsygankov et 

al., 2006 

C. reinhardtii L159I-

N230Y 

- S 1,8 мл H2/л/ч 500 мл H2/л Torzillo et al., 

2009 

C. reinhardtii 137C 

(mt+) 

- S 0,74 мл H2/л/ч 52 мл H2/л Tolstygina et 

al., 2009 

C. reinhardtii 137С - S 1,44 мл H2/л/ч 380,2 мл H2/л Degrenne et al., 

2011 
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Chlorella vulgaris 

MSU 01 

- S 1,08 мл H2/л/ч 220 мл H2/л Bala Amutha, 

Murugesan, 

2011 

C. reinhardtii Dang 

137+ 

- Mg 0,78 мл H2/л/ч 154,35 мл H2/л Volgusheva et 

al., 2015 

Chlorella sp. 

IOAC707S 

- P 0,19 мл H2/л/ч 38 мл H2/л Batyrova et al., 

2015 

Chlorella sp. 

IOAC707S 

- N 0,29 мл H2/л/ч 26,8 мл H2/л Li et al., 2020 

Chlorella sp. 

IOAC707S 

- N 0,78 мл H2/л/ч 186,3 мл H2/л Shastik et al., 

2020 

C. reinhardtii CС124 - N 0,4 мл H2/л/ч 86 мл H2/л Grechanik et 

al., 2021 

 

Высокий выход H2 (до 500 мл H2/л) наблюдали в условиях серного голодания 

у разных штаммов C. reinhardtii (Torzillo et al., 2009; Degrenne et al., 2011; Kim et al., 

2006) и Chl. vulgaris MSU 01 (Bala Amutha, Murugesan, 2011). В условиях азотного 

голодания высокий выход H2 (186,3 мл H2/л культуры) был показан у штамма 

Chlorella sp. IOAC707S (Shastik et al., 2020). В фотоавтотрофных условиях при 

азотном голодании было получено 86 мл H2/л культуры (Grechanik et al., 2021) у 

штамма C. reinhardtii CC124. Скорости выделения водорода микроводорослями 

обычно не превышают 2 мл H2/л/ч (Kim et al., 2006; Li et al., 2020; Shastik et al., 2020). 

Продолжительность процесса варьирует до 100-120 часов в зависимости от типа 

голодания. 

Иммобилизации микроорганизмов внутри или на поверхности твердых 

матриц имеет ряд преимуществ перед суспензиями: высокая плотность клеток на 

небольших площадях и объемах; простота манипуляций с культурой и сбора клеток; 

потребность в меньшем количестве питательной среды (Liu et al., 2009; Tsygankov, 

Kosourov, 2014). Так у мутанта C. reinhardtii, имобилизованного на матрице из 

стекловолокна в условиях S-дефицита наблюдали значительное увеличение 

продолжительности (до 3 месяцев) и средней скорости выделения H2 (Laurinavichene 

et al., 2006; 2008). В фотогетеротрофных условиях, иммобилизованные клетки 

хлореллы выделяли H2 в течение 10 последовательных циклов, до 470 мл H2/л за 

цикл (Song et al., 2011). 
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Кроме метаболических подходов для увеличения продукции H2 

микроводорослями применяют подходы генной инженерии: сокращение размера 

светособирающей антенны фотосинтетического аппарата (Mitra, Melis, 2008; 

Kosourov et al., 2011), нарушение тилакоидно-протонного градиента (Antal et al., 

2009), подавление регуляции экспрессии сульфатного переносчика(ов) (Melis, Chen, 

2005; Lindberg, Melis, 2008), модификация оболочки хлоропласта (Surzycki et al., 

2007; Wu et al., 2011) и др. Поскольку удаление серы из среды и отмывание клеток 

довольно трудоемкий процесс, был предложен новый подход. Мелис и Чен (Melis, 

Chen, 2005) создали трансформант C. reihardtii со сниженной активностью 

сульфатпермеазы, достигаемой при подавлении гена SulP, что ограничивает 

поступление сульфата в хлоропласт и приводит к снижению активности ФС2. 

Очень важен запас крахмала для поддержания устойчивого выделения H2, так 

Торзило с соавт. (Torzillo et al., 2009) наблюдали, что мутантный штам по D1 белку 

C. reinhardtii усиленно накапливал крахмал параллельно с увеличением образования 

водорода. 

Крус и соавт. (Kruse et al., 2005) показали, что мутантный штамм stm6 C. 

reinhardtii, в котором подавлен циклический электронный транспорт, имел 

повышенную скорость образования H2 (4 мл/л/ч) в условиях дефицита серы. Этот 

мутантный штамм имел измененный дыхательный метаболизм, вызывающий 

значительное увеличение количества клеточных запасов крахмала. 

Эффективным подходом для перенаправления электронов к [FeFe]-

гидрогеназе, а не к циклу Кальвина-Бенсона, является отсутствие или инактивация 

Рубиско. У штамма C. reinhardtii CC-2803 с дефицитом Рубиско наблюдалась более 

низкая, чем у дикого типа, активность ФС2, в результате чего клетки достигают 

бескислородных условий с последующим образованием H2 даже в присутствии серы 

(Hemschemeier et al., 2008). 

Уменьшение содержания пигментов в фотосистемах снижает чрезмерное 

поглощение и рассеивание энергии, а также повышает выход H2 за счет увеличения 

эффективности проникновения света через культуру высокой плотности (Melis et al., 
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1999; Polle et al., 2003; Mitra, Melis, 2008; Kosourov et al., 2011; Kirst et al., 2012). Пол 

и соавт. (Polle et al., 2003) показали, что мутант C. reinhardtii tla1 с усеченным 

размером антенны (50%), имел большую эффективность преобразования солнечного 

света и высокую продуктивность фотосинтеза, по сравнению с диким типом при 

выращивании в плотных культурах. Косоуров с соавт. (Kosourov et al., 2011), работая 

с клетками, иммобилизованными в альгинатных пленках, показал 8-кратное 

увеличение продукции H2 tla1 мутантом C. reinhardtii CC-425 по сравнению с диким 

типом в условиях дефицита серы и достаточной освещенности (от 19 до 350 мкмоль 

фотонов м-2 с-1). Предложено также регулируемое «разъединение» кросс-

тилакоидного протонного градиента от латерального электронного транспорта, что 

должно привести к ускорению транспорта электронов от ФС2 через цитохромный 

b6f-комплекс и к увеличению выделения H2 (Antal et al., 2009; Burgess et al., 2011). 

Для увеличения эффективности и скорости выделения H2 у цианобактерий 

предложены разные подходы. Метаболические подходы связаны с воздействием 

различных факторов: интенсивности света, температуры, pH среды, наличия 

кислорода, состава питательной и газовой сред.  

Увеличение выделения H2 цианобактериями с увеличением интенсивности 

света было показано на A. Cylindrica (Hallenbeck et al., 1978), Tolypothrix distorta, 

Fischerella musicola, Calothrix elenkinii, Scytonema bohneri (Yodsang et al., 2018), A. 

siamensis TISTR 8012 (Khetkorn et al., 2010), Anabaena sp. CH3 (Chen et al., 2008), 

Anabaena sp. PCC 7120 hupL- (Marques et al., 2011). Тем не менее, при высокой 

интенсивности света выделение H2 может быстро ингибироваться, т.к. при этом 

также увеличивается скорость выделения О2 (Agar et al., 1991). 

Состав питательных сред, а именно источник углерода, макро- и 

микроэлементы, необходимые для роста, также влияют на активность ферментов. 

Было показано, что добавление различных сахаров (например, маннозы или 

глюкозы) стимулировало выделение водорода (Neuer, Dothe, 1985; Dutta et al., 2000; 

Yeager et al., 2011). Включение в питательную среду различных микроэлементов, 

таких как Fe, Cu, Co, Mo, Zn и Ni, значительно увеличивало выделение H2. Так, Мин 
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и Шерман (Min, Sherman, 2010) определили, что 10-кратное увеличение Fe 

благоприятно для выделения H2 клетками Cyanothece sp. АТСС 51142. 

Известно, что О2 является ингибитором активности гидрогеназы и 

нитрогеназы, поэтому удаление О2 из среды необходимо для экспрессии генов, 

ответственных за светозависимое выделение H2 (Khetkorn et al., 2012). Обычно для 

этого осуществляется замена газовой фазы инертными газами. При продувке 

аргоном A. аzollae и A. variabilis наблюдалось увеличение количества гетероцист и 

активности нитрогеназы, а также увеличение скорости выделения H2 и его выхода 

до 167,6 мкмоль/мг (Хл. а)/ч (Sveshnikov et al., 1997; Dutta et al., 2005; Tsygankov et 

al., 2006; Bothe et al., 2010). 

Влияние макроэлементного голодания на выделение водорода 

цианобактериями изучали с использованием неазотфиксирующих штаммов G. 

alpicola CALU 734 и Synechocystis sp. PCC 6803 (Troshina et al., 2002). Азотное и 

серное голодание у G. alpicola CALU 734 увеличивало уровень гликогена примерно 

на 40%. В условиях голодания по макроэлементам наблюдалось значительное 

повышение активности гидрогеназы, что привело к увеличению времени выделения 

водорода до 8 ч с максимальной скоростью 0,1-0,15 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч. Это 

говорит о том, что концентрация кислорода в клетках снижается (спонтанно 

создаются анаэробные условия) из-за нарушения фотосинтеза, связанного с 

дефицитом макроэлемента. Кроме того, нарушение синтеза D1 белка в ФС2 

приводит к замедлению репарационного цикла ФС2 и, как следствие, к снижению 

содержания активных центров ФС2 (Wykoff et al., 1998). Таким образом, 

фотообразование H2 в этих условиях является результатом действия двух стрессовых 

факторов: дефицита серы и кислорода (Kim, Kim, 2011). 

Все генетические подходы к модификации цианобактерий направлены на 

увеличение выхода водорода за счет подавления, введения новых или 

сверхэкспрессии существующих генов. Удаление гидрогеназы, поглощающей 

водород, в частности, нокаутирование генов большой или малой субъединицы 

гидрогеназы HupSL, а также регулятора (HupR белок), снижая уровень экспрессии 
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гидрогеназы тем самым увеличивают выход H2 (Kars et al., 2008). Ёшино с соавт. 

(Yoshino et al., 2007) сконструировали мутант Nostoc sp. PCC 7422, нокаутированный 

по поглощающей гидрогеназе (ΔHup), у которого скорость выделения H2 была в 3 

раза выше, чем у дикого типа. Масукава с соавт. (Masukawa et al., 2002) 

сконструировали 3 мутантных штамма Anabaena sp. PCC 7120: hupL-, hoxH-, hupL-

/hoxH-. Они показали, что скорость выделения H2 мутантом hupL- была выше, чем у 

дикого типа. Высокие скорости выделения H2 также показаны для мутанта с 

ограниченной активностью Hup-гидрогеназы Synechocystis PCC6803 M55, который 

имеет дефект в ndhB (Cournac et al., 2004). 

Другой подход заключается в увеличении частоты гетероцист в филаментах, 

что приводит к увеличению концентрации нитрогеназы и, следовательно, к 

увеличению выделения Н2. Этого можно добиться как методами генной инженерии, 

так и химической обработкой, например, 7-азатриптофаном. Первичным геном, 

контролирующим образование гетероцист, является ген hetR, а продукт генов patS и 

hetN регулирует их репрессию, т.е. они могут быть мишенями для генетических 

манипуляций (Golden, Yoon, 2003). Сверхэкспрессия гена hetR в Anabaena PCC 7120 

вызвала увеличение частоты образования гетероцист на 29%, а азотное голодание 

снизило это значение до 10% (Buikema, Haselkorn, 2001). В условиях недостатка 

азота процентное соотношение гетероцист к общему количеству клеток в филаменте 

мутанта Anabaena sp. PCC 7120 ΔHup PN22 с нарушением в гене patN было 16-18% 

(Masukawa et al., 2017). 

Создание мутантов с уменьшенным количеством светособирающих 

пигментов в фотосинтетическом аппарате позволяет на 10% повысить 

эффективность преобразования солнечной энергии в углеводы, из которых можно 

получить водородное топливо (Benemann, Weare, 1974). Согласно Бернат и соавт. 

(Bernat et al., 2009), при использовании мутанта Synechocystis sp. PCC 6803 можно 

ожидать получение до 200 мл Н2/л. Они также отметили, что у мутанта без 

фикобилисом линейная скорость электронного потока была в 5,5 раз выше, чем у 

штамма дикого типа, в то время как скорость циклического электронного потока 
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оставалась одинаковой для обоих штаммов. Это является предпосылкой для 

достижения высоких выходов фотовыделения H2 (Bernat et al., 2009). 

Важным подходом к увеличению продукции H2 цианобактериями также 

является решение проблемы кислородной чувствительности гидрогеназы. Так 

Вейман с соавт. (Weyman et al., 2011) показали, что О2-устойчивые [NiFe]-

гидрогеназы можно гетерологично экспрессировать в представляющих интерес 

организмах-хозяевах. Для этого два структурных гена гидрогеназы из Alteromonas 

macleodii Deep ecotype (AltDE), hynS и hynL были клонированы в векторе с IPTG-

индуцируемым промотором и введены в Synechococcus elongatus PCC7942. 

Гетерологически экспрессируемая гидрогеназа HynSL была активной при 

выделении H2 in vitro, что указывает на правильную сборку каталитического центра 

в цианобактериальном хозяине. Используя аналогичную систему экспрессии, 

структурные гены гидрогеназы из Thiocapsa roseopersicina (hynSL) и весь набор 

известных дополнительных генов были перенесены в S. elongatus. Белок 

правильного размера экспрессировался, но не проявлял активности. Однако, когда 

11 дополнительных генов из AltDE были коэкспрессированы с hynSL, с помощью 

анализа in vitro было обнаружено, что гидрогеназа T. roseopersicina активна 

(Weyman et al., 2011). Это первое сообщение об активных гетерологически 

экспрессируемых [NiFe]-гидрогеназах у цианобактерий. Существует и возможность 

создания рекомбинантного Synechocystis sp. PCC 6803 введением двух структурных 

генов гидрогеназы из Rv. gelatinosus. Использование таких мутантных штаммов 

цианобактерий со сверхэкспрессией толерантной к О2 гидрогеназы устранит 

необходимость продувки инертным газом для создания анаэробных условий. 

Увеличение выделения H2 может быть достигнуто за счет сокращения или 

устранения конкурирующих биохимических путей. Технический подход к 

снижению вклада путей, таких как дыхательная система, ассимиляция нитратов и 

фиксация углерода в цикле Кальвина-Бенсона, может быть очень эффективным и 

многообещающим методом улучшения выделения водорода (Gutthann et al., 2007; 

Baebprasert et al., 2011). 
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Лучшие результаты по выделению водорода гетероцистными 

цианобактериями суммарно представлены в таблице 2.  

Таблица 2. Выделение водорода гетероцистными цианобактериями. 

Штамм Скорость выделения Н2 Ссылка 

A. variabilis PK84 168 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Sveshnikov et al., 1997 

A. variabilis PK84 32,3 мкмоль H2/мг (Хл. 

а)/ч 

Tsygankov et al., 1998 

A. variabilis ATCC 29413 39,4 мкмоль H2/мг (Хл. 

а)/ч 

Tsygankov et al., 1998 

A. variabilis AVM13 68 мкмоль H2/мкг (Хл. а)/ч Happe et al., 2000 

A. variabilis ATCC 29413 

ΔHupSL 

135 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Happe et.al., 2000 

A. sp. PCC 7120: hupL- ̴ 52 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Masukawa et al., 2002 

A. sp. PCC 7120: hupL-

/hoxH- 

̴ 50 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Masukawa et al., 2002 

A. PCC 7120 ΔHupL 

ΔHoxW 

53 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Masukawa et al., 2002 

Nostoc PCC 7422 ΔHupL 100 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Yoshino et al., 2006 

A. sp. PCC 7422 ΔhupL 100 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Yoshino et al., 2007 

A. siamensis TISTR 8012 

ΔHupS 

29,7 мкмоль H2/мг (Хл. 

а)/ч 

Knetkorn et al., 2012 

A. PCC 7120 (ΔHup) dc-

R284H 

29 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Masukawa et al., 20141) 

A. PCC 7120 (ΔHup) dc-

R284H 

29 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Masukawa et al., 2014 

A. PCC 7120 (ΔHup) dc-

Q193S 

29 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Masukawa et al., 20141) 

A. PCC 7120 (ΔHup) dc-

Q193S 

35 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Masukawa et al., 2014 

A. PCC 7120 ΔHupW 850 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч Nyberg et al., 20152) 

Газовая фаза аргон, за исключением 1) – под N2, 2) циклы воздух-Ar 

Высокий выход H2 (до 168 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч) наблюдали в анаэробных 

условиях при замене газовой фазы на аргон у мутантных штаммов A.variabilis 
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(Sveshnikov et al., 1997; Happe et.al., 2000). Нуберг и соавт. (Nyberg et al., 2015) 

показали высокую скорость выделения водорода мутантом A. variabilis PCC 7120 

ΔHupW в условиях чредования газовой фазы воздух-аргон, которая достигала 850 

мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч). Скорость выделения водорода в атмосфере азота 

мутантными штаммами Anabaena sp. PCC7120 (ΔHup) dc-Q193S и dc-R284H не 

достигала рекордных значений (29 мкмоль H2/мг (Хл. а)/ч), однако авторами была 

показана принципиальная возможность выделения водорода в этих условиях 

(Masukawa et al., 2014). 

В отличие от микроводорослей и цианобактерий пурпурные бактерии чаще 

всего выделяют H2 в присутствии органического субстрата. При этом ПНСБ имеют 

более высокую эффективность преобразования субстрата в H2 по сравнению с 

другими фотосинтетическими бактериями (Basak et al., 2007). ПНСБ эффективно 

используют различные пищевые отходы или сточные воды пищевой 

промышленности в фотоферментации для выделения H2 (Таблица 3). 

Таблица 3. Фотоферментативное выделение H2 из различных сточных вод 

предприятий пищевой промышленности с использованием ПНСБ. 

Субстрат Штамм Скорость 

выделения 

H2 

Ссылка 

Пшеничный порошок R. sphaeroides NRRL 

B-1727; DSMZ-158; 

RV 

1,23 моль H2/ 

моль 

глюкозы 

Kapdan et al., 

2009 

Сточные воды 

пивоваренного завода 

R. sphaeroides 

O.U.001 

0,22 л H2/л 

стока 

Seifert et al., 

2010 

Сточные воды тофу R. sphaeroides 

O.U.001 

8,6 л H2/л 

стока 

Seifert et al., 

2010 

Отходы производства 

пальмового масла 

R. sphaeroides S10 4,47 л H2/л Pattanamanee 

et al., 2012 

Жмых сахарного 

тростника 

Консорциум ПНСБ; 

(Rhodobium marinum) 

0,55 л H2/л 

стока 

Anam et al., 

2013 

Отходы ячменя R. sphaeroides 

O.U.001 

0,4 л H2/л 

культуры 

Kars, Ceylan, 

2013 
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Меласса R. sphaeroides 

O.U.001 

1,01 л H2/л 

культуры 

Kars, Alparslan 

et al., 2013 

Стоки целлюлозно-

бумажного комбината 

R. sphaeroides 

NCIMB8253 

9,62 мл 

H2/мл стока 

Hay et al., 2016 

Смесь отходов 

пальмового масла и 

стоков целлюлозно-

бумажного комбината 

R. sphaeroides 

NCIMB8253 

14,43 мл 

H2/мл стока 

Budiman et al., 

2017 

Сточные воды пивоварни 

+ банановая кожура 

R. sphaeroides 158 

DSM 

0,40 мл 

H2/мл стока 

Al-Mohamme-

dawi et al., 

2019 

Барда  Темновой 

анаэробный 

сахаролитический 

консорциум 

Rhodobacter 

sphaeroides B-3059 

17,6 л H2/л 

стока 

Laurinavichene 

et al., 2018 

 

Для улучшения выделения H2 также применяются методы генетической 

модификации. Удаление водород поглощающей гидрогеназы является наиболее 

часто используемым подходом (Kim et al., 2006; Kars et al., 2008, 2009; Wang et al., 

2014). Однако было показано, что при оптимальных условиях (строгий анаэробиоз, 

светонасыщение) выделение H2 родительским штаммом Rubrivivax gelatinusus и 

штаммом hup- практически одинаково (Laurinavichene et al., 2017). В микроаэробных 

условиях с использованием лактата или ацетата оба штамма также выделяли близкие 

количества H2. Но при использовании малата или сукцината (субстратов с низкой 

степенью восстановленности) в микроаэробных условиях, штамм hup- выделял 

больше H2, чем родительский штамм. 

Удаление PHA-синтазы потенциально выгодно для выделения H2, поскольку 

синтез PHA конкурирует с выделением H2 за электроны. Однако две независимые 

группы создали мутанты без PHA-синтазы и не обнаружили значительного 

увеличения выделения H2 (Kim et al., 2006a, b; Zhao et al., 2017). Напротив, удаление 

PHB-синтазы приводит к увеличению выхода H2 на разных субстратах (Таблица 4). 

Таблица 4. Выделение водорода мутантными штаммами ПНСБ. 
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Организм Штамм  Выход Н2 Ссылка 

R. sphaeroides 

O.U.001  

WT 2,85 л Н2/л Kars et al., 

2008 
hup- 2,36 л Н2/л 

R. sphaeroides 

O.U.001 

WT Малат: 1,97 л Н2/л 

Ацетат: 0,21 л Н2/л 

Kars et al., 

2009 

hupSL- Малат: 2,42 л Н2/л 

Ацетат: 0,25 л Н2/л 

R. sphaeroides 

HHY01 

WT 3,63 ± 0,068 л Н2/л Wang et al., 

2014 hup- (WH04) 4,34 ± 0,061 л Н2/л 

R. sphaeroides 

2.4.1 

WT Лактат: 67 мл H2 

Глюкоза: 40 мл H2 

Yilmaz et al., 

2010 

PHB- (D0382)1) Лактат: 72 мл H2 

Глюкоза: 52 мл H2 

R. sphaeroides 

KD131 

WT Ацетат: 0,70 моль 

H2/моль 

Бутират: 2,47 моль 

H2/моль 

Kim et al., 

2011 

PHB- (P1) Ацетат: 1,45 моль 

H2/моль 

Бутират: 4,59 моль 

H2/моль 

Rhodopseudomonas 

palustris WP3-5 

WT 1053,6 мл H2/г ацетата Yang, Lee, 

2011 PHB- (M23) 1246,4 мл H2/г ацетата 
1) PHB- без PHB синтазы 

Предприняты попытки повысить эффективность поглощения света ПНСБ. 

Например, с помощью УФ-излучения был получен мутант Rb. sphaeroides RV, 

который поглощает меньше света в широком диапазоне длин волн (350–1000 нм), 

при этом скорость выделения H2 увеличилась в 1,5 раза (Kondo et al., 2002). 

Делеция белков периферических светособирающих антенн, кодируемых puc 

опероном, нацелена на две цели: 1) изменение интенсивности насыщающего света, 

2) уменьшение эффекта самозатенения. Ма с соавт. (Ma et al., 2012) создали мутант 

Rb. capsulatus путем вставки pufQ. У него суммарное выделение H2 увеличилось на 

27% в краткосрочных экспериментах, но максимальная скорость выделения H2 

значительно снизилась (64%). У мутанта Rb. sphaeroides KCTC 12085 с делецией 

pucBA, скорость выделения H2 увеличивается примерно в два раза по сравнению с 

родительским штаммом только при низкой интенсивности света (Kim et al., 2006a, 

b). У мутанта Rb. sphaeroides без периферической светособирающей антенны 
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увеличение скорости выделения H2 по сравнению с родительским штаммом 

наблюдали только при высоких концентрациях клеток (Ельцова и др., 2010). 

Поскольку выделение H2 катализируется нитрогеназным комплексом, 

присутствие аммония подавляет его из-за подавления экспрессии гена. NifA – 

ключевой фактор транскрипции, активирующий экспрессию генов фиксации N2. Рей 

с соавт. (Rey et al., 2007) модифицировали ген nifA и показали, что мутанты способны 

к выделению H2 даже в присутствии аммония. 

Наибольшие скорости выделения H2 наблюдаются при темновом брожении с 

использованием как чистых, так и смешанных бактериальных культур. Скорости 

выделения H2 при темновом брожении достигают до 400 мл H2/г АСБ в час (Марков 

и др., 2013). Многие лабораторные исследования проводились в периодическом 

режиме с использованием монокультур и глюкозы или других простых углеводов в 

качестве субстратов. На практике брожение необходимо проводить в непрерывном 

режиме на субстрате, представляющем собой органические отходы или 

предварительно обработанную лигниноцеллюлозную биомассу. Поэтому более 

целесообразно использование смешанных культур, особенно при получении 

водорода в промышленном масштабе. Такие культуры часто встречаются в 

городских сточных водах, компостах и органических отходах, из которых их можно 

изолировать. Преимущества подхода включают отсутствие необходимости в 

асептической среде, которая нужна для монокультуры, простоту управления 

процессом и более широкий выбор доступных субстратов (Valdez-Vazquez et al., 

2005; Li, Fang, 2007). С другой стороны, смешанные культуры помимо водород-

выделяющих микроорганизмов также содержат бактерии, потребляющие H2. Это в 

основном метаногены и гомоацетогены (Kraemer, Bagley, 2007; Li, Fang, 2007; 

Valdez-Vazquez, Poggi-Varaldo, 2009; Wong et al., 2014), а также бактерии, 

восстанавливающие серу, выделяющие пропионовую кислоту (Wang, Wan, 2008; 

Yasin et al., 2013) и восстанавливающие нитраты (Pandu, Joseph, 2012; Singh, Wahid, 

2015). Для получения высоких выходов H2 необходимо удалить их из культуры или 

инактивировать. Есть несколько методов предварительной обработки посевного 
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материала, как физических, так и химических. Инокуляты, полученные из разных 

источников, требуют разных методов предварительной обработки, что было 

предметом многочисленных исследований (Ren et al., 2008; Argun, Kargi, 2009; Cai 

et al., 2009; Liu et al., 2009; O-Thong et al., 2009; Chaganti et al., 2012; Pendyala et al., 

2012).  

*** 

Как показал анализ литературных данных, максимальные скорости выделения 

Н2 характерны для фототрофных пурпурных и гетеротрофных бактерий, эти 

величины достигают 400 - 700 мл Н2/г АСБ* час (Марков и др., 2013). Скорости 

выделения водорода микроводорослями и цианобактериями значительно ниже и 

находятся в диапазоне от 5,5 до 20 мл Н2/г АСБ* час. Однако, несмотря на низкие 

скорости процесса, использование микроводорослей и цианобактерий для 

выделения водорода представляется перспективным, так как в качестве источника 

энергии они используют свет и не требуют органических субстратов, что 

существенно снижает стоимость процесса. Рассмотрены метаболические и 

генетические подходы к повышению скоростей выделения водорода и устойчивости 

этого процесса у разных продуцентов. Испытание и оценка перспективности вновь 

создаваемых мутантов являются перманентной задачей. 

 

1.4. Интеграция биологических процессов для получения водорода. 

 

Как показано в Разделе 1.2., к выделению водорода способны различные 

организмы. Для практического использования этого процесса важно иметь высокие 

скорости и высокий выход водорода, дешевый субстрат, дешевый источник энергии 

и высокий КПД преобразования энергии. Ни один из известных процессов не 

обладает всеми преимуществами одновременно. Интеграция нескольких процессов 

для получения Н2 направлена на то, чтобы по возможности сократить недостатки и 

использовать преимущества отдельных подходов, и в результате добиться 

улучшенных показателей. 
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Биологические процессы в интегрированных схемах могут использоваться в 

разных сочетаниях (Текучева, Цыганков, 2012): 

А) темновое сбраживание органических отходов + фотоферментация; 

Б) фототрофный синтез биомассы микроводорослей + темновое сбраживание 

биомассы + фотоферментация; 

В) темновое сбраживание органических отходов + МТЭ, в котором из 

образованного ацетата получают Н2 за счет электричества; 

Г) интеграция фотосинтеза и брожения в одном организме (микроводоросли) 

+ фотоферментация; 

Д) интеграция фотосинтезирующих организмов с разными спектрами 

поглощения (микроводоросли и пурпурные бактерии) для увеличения 

эффективности использования энергии света). 

Наиболее изученной представляется двухстадийная схема (А). При этом на 

первой темновой стадии используется энергия субстратов, скорости выделения Н2 

более высокие, а эффективность низкая (до 4 молей/моль глюкозы). Преимущества 

двухстадийной системы объясняют тем, что она позволяет оптимизировать и 

контролировать условия микробного культивирования отдельно для каждой стадии 

(Hitit et al., 2017). Хотя в лабораторных исследованиях часто используют простые 

органические субстраты (глюкоза, сахароза, крахмал, гидролизат целлюлозы), для 

практики важно использование разнообразных органических отходов, т.е. дешевых 

субстратов. На второй стадии фототрофные бактерии используют энергию света и 

продукты брожения, т.е. вместо накопления побочных продуктов первой стадии 

имеет место их утилизация на второй стадии, а значит увеличивается выход H2. Хотя 

скорости выделения Н2 еще далеки от практически значимых, но в целом улучшается 

кинетика процесса, происходит очистка органических отходов, и повышается 

эффективность системы (Тао et al., 2007; Chaubey et al., 2013; Ghosh et al., 2018). 

При двухэтапной ферментации сточных вод завода по производству 

пальмового масла с использованием C. butyricum LS2 и Rps. palustris выход H2 

увеличился до 3,064 мл H2 мл-1 стока по сравнению с 0,784 мл H2 мл-1 стока в 
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одностадийном процессе (Mishra et al., 2016). О высоком выходе образования Н2, 

составляющем 7,2 моль Н2/моль глюкозы, сообщили Ёкои с соавт. (Yokoi et al., 

2001), где среду, содержащую 10 г/л картофельного крахмала, ферментировали 

последовательной темновой и фотоферментацией в периодическом режиме с 

подпиткой. Для темновой стади использовали E. aerogenes HO-39 + C. butyricum, а в 

световой - Rb. sphaeroides. Озгур с соавт. (Ozgur et al., 2010) исследовали выделение 

Н2 из мелассы с использованием термофильных бактерий C. saccharolyticus на 

первой стадии и мутантного штамма R. capsulatus hup- на второй стадии. Общий 

выход составил 6,85 моль Н2/моль глюкозы. Су с соавт. (Su et al., 2009) получали H2 

из глюкозы в двустадийной системе используя C. butyricum и R. palustris, причем 

общий выход в 2-х стадиях составил 5,48 моль H2/моль глюкозы. При использовании 

сахарозы выход водорода достигал 10,02 моль Н2/моль сахарозы (Chen et al., 2008).  

Есть также пример использования в двустадийной системе картофельного 

гомогената с общим выходом 5,6 моль Н2/моль глюкозы (Laurinavichene et al., 2010), 

а также отходов производства этилового спирта, барды с возможностью 

восполнения 4-8% энергии, затраченной на производство спирта (Laurinavichene et 

al., 2018). 

Если же вместо использования готового субстрата или органических отходов 

вначале вводится стадия фотоавтотрофного синтеза биомассы микроводорослей, а 

далее идет двухстадийное разложение биомассы, то получаем трехступенчатую 

систему для выделения H2 (Б). Она представляется особенно перспективной, так как 

в качестве источника энергии при этом на двух стадиях используется свет. На 

первом этапе происходит фотоавтотрофное накопление полисахаридов 

микроводорослями без выделения H2, за ним следует темновое брожение с участием 

гетеротрофных бактерий, сопровождающееся выделением Н2, и, наконец, 

фотоферментация продуктов темнового брожения с участием аноксигенных 

фотосинтетиков, также сопровождающаяся выделением Н2 (рис. 4). 

Преимущества такой интегрированной системы следующие (Текучева, 

Цыганков, 2012): 
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• Единственным источником энергии для такой системы является 

солнечный свет 

• Отсутствует выброс углекислого газа 

• Разработаны эффективные методы выращивания биомассы 

микроводорослей как в закрытых реакторах, так и в открытых системах  

 

Рисунок 4. Схема интеграции фотоавтотрофного накопления биомассы и ее 

двухстадийного разложения (Текучева, Цыганков, 2012). 

Наращивание биомассы зеленых микроводорослей обычно не представляет 

проблемы. Микроводоросли в основном выращивают в открытых прудах, которые 

дешевле строить, легче эксплуатировать и масштабировать, чем закрытые системы. 

Однако, они обладают низкой продуктивностью (<20 г м-2 сут-1) из-за плохого 

газообмена и темновой зоны в культуре вследствие самозатенения и большой 

толщины освещаемого слоя, поэтому низкая плотность клеток приводит к 

необходимости использовать обширные площади и требует высоких затрат на сбор 

биомассы. Однако, Вадламани с соавт. (Vadlamani et al., 2019) продемонстрировали 

высокую продуктивность биомассы Chl. sorokiniana SLA-04 более 16 г м-2 день-1. 

Для Chl. vulgaris UTEX 1200 были получены результаты 0,27 г л-1 день-1 при 

культивировании в открытом водоёме (Tredici, 2008). 

Закрытые фотобиореакторы (ФБР) обеспечивают более высокую 

продуктивность (~ 0,8-1,5 г л-1 день-1). Особенно высокая продуктивность биомассы 

показана для Chlorella sp. - 25 г л-1 день-1 (Li et al., 2011), Chl. sorokiniana - 14,8 г л-1 

день-1 (Tuantet et al., 2014). 
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Трехступенчатое выделение H2 было изучено несколькими 

исследовательскими группами (Ike et al., 1998; Ike et al., 2001; Kim et al., 2006; Nguyen 

et al., 2010; Sun et al., 2011; Efremenko et al., 2012). Темновое брожение биомассы 

микроводорослей с образованием H2 наиболее успешно, если биомасса богата 

крахмалом. Ким с соавт. (Kim et al., 2006) показали, что максимальный выход H2, 

достигнутый на этой стадии, составил 2,58 моль/моль глюкозы (накопленного 

крахмала). При последующей фотоферментации продуктов темного брожения 

выход H2 увеличился до 5,7 моль/моль глюкозы, а общий выход H2 составил 8,3 

моль/моль глюкозы (Kim et al., 2006). Однако поскольку биомасса микроводорослей, 

помимо крахмала, содержит другие органические вещества, выход H2 может быть 

завышен. В другом исследовании использовали смешанную культуру Lactobacillus 

amylovorus и Rhodobium marinum A-501 (Kawaguchi et al., 2001). При этом L. 

amylovorus, обладающий активностью амилазы, использовал крахмал водорослей 

для производства молочной кислоты, а R. marinum A-501 выделял H2 в присутствии 

света, используя молочную кислоту. Выход Н2 составил 52,3% со скоростью 

выделения Н2 0,85 ммоль Н2 л-1 ч-1. Хотя эти результаты являются 

многообещающими с точки зрения высокого выхода H2, но эффективность 

преобразования световой энергии в системе не рассматривалась (Kawaguchi et al., 

2001). 

1.4.1. Предобработка биомассы микроводорослей 

Как уже отмечалось выше, целые клетки микроводорослей плохо 

подвергаются разрушению микроорганизмами. Для эффективного использования 

биомассы микроводорослей в темновом брожении предлагают два этапа 

предварительной обработки: (1) для высвобождения крахмала требуется разрушение 

жесткой клеточной стенки и (2) для улучшения использования крахмала необходим 

его гидролиз до простого редуцирующего сахара. Наиболее распространенные 

гексозы, образуемые при гидролизе крахмала из водорослей, включают глюкозу и 

маннозу, а также в меньшем количестве галактозу, рамнозу, фруктозу и фукозу. Все 
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эти сахара могут эффективно использоваться как факультативными, так и 

анаэробными бактериями, выделяющими водород, путем гликолиза (Liu et al., 2014). 

В литературе описываются разные примеры предобработки биомассы: 

механическую, термическую, химическую и ферментативную. Механические 

методы эффективны независимо от штамма микроводорослей и могут помочь 

разрушить клеточную стенку микроводорослей. Например, биомасса Dunaliella и 

Chlamydomonas была подвергнута процедуре замораживания-оттаивания 

(Kawaguchi et al., 2001). Эта процедура разрушает большинство клеток, упрощая 

последующую переработку биомассы.  Нобр с соавт. (Nobre et al., 2013) 

использовали метод сверхкритической CO2 экстракции микроводорослей 

Nannochloropsis sp. Ультразвуковая обработка с частотой выше 20 кГц – еще один 

распространенный метод, используемый при предварительной обработке 

микроводорослей (Yun et al., 2013). Однако это энергоемкий процесс, который будет 

снижать общую энергоэффективность. 

Предварительная термическая обработка также используется для разжижения 

биомассы, причем наиболее эффективны температуры выше 100°C. Нагревание 

может быть достигнуто многими способами, в том числе микроволновым. 

Микроволновый нагрев предпочтительнее из-за его короткого времени нагрева и 

равномерного распределения тепла. Так в результате микроволновой обработки 

биомассы Nannochloropsis oceanica при температурах выше 100°C выход 

редуцированного сахара повышался в 6 раз и составлял 0,289 ± 0,002 г/г от общего 

количества летучих твердых веществ (Xia et al., 2013a). Длительное нагревание 

водяным паром также увеличивает эффективность процесса гидролиза (Xia et al., 

2013b). Также было показано, что комбинация термической и химической обработки 

улучшила потенциал генерации H2 из биомассы микроводорослей (Xia et al. 2013a; 

Xia et al., 2013b). Химические методы включают использование кислот, щелочей и 

таких растворителей, как метанол и ДМСО. Несмотря на то, что предварительная 

обработка щелочью широко используется для лигниноцеллюлозной биомассы, она 

может быть неэффективной при гидролизе биомассы микроводорослей (Liu et al., 
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2012), тогда предпочтительным методом является кислотный гидролиз. В то же 

время такой гидролиз может привести к образованию токсичных ингибиторов 

ферментации, таких как фурфурол и гидроксиметилфурфурол (Nagarajan et al., 

2016). После предварительной кислотной обработки смесь обычно нейтрализуют 

щелочью и используют в ферментации. Однако есть и противоположные примеры, 

когда присутствие кислоты во время термообработки при 121°C снижало выход H2 

в три раза что при использовании Clostridia в ацето-бутиловом брожении 

(Effremenko et al., 2012). Термическая обработка биомассы путем простого 

автоклавирования в сочетании с мягкой кислотой используется наиболее часто, 

поскольку операция проста и выход редуцированного сахара достаточно высок 

(Nguyen et al., 2010; Effremenko et al., 2012; Liu et al., 2012; Kumar et al., 2013; Xia et 

al., 2013a; Xia et al., 2013b). 

Ферментативный гидролиз является наиболее эффективным методом 

гидролиза, так как используемые ферменты характеризуются высокой 

селективностью и специфичностью, а условия реакции относительно мягкие по 

сравнению с другими методами предварительной обработки (Ren et al., 2016). 

Однако структура клеточной стенки микроводоросли и запасаемого полисахарида 

варьирует в зависимости от вида, что требует разработки ферментного коктейля для 

каждого конкретного штамма. Нгуен с соавт. (Nguyen et al., 2010) использовали 

фермент α-амилазу (Termamyl) в процессе одновременного осахаривания и 

ферментации для выделения водорода из биомассы Chl. reinhardtii. Фермент 

добавляли в питательную среду и инкубировали с лизированными 

микроводорослями, что приводило к образованию глюкозы и целлобиозы, которые 

эффективно метаболизировались бактериями Thermotoga neopolitana с общим 

выходом водорода 2,5 моль H2/моль глюкозы (Nguyen et al., 2010). Гидролитические 

ферменты дорогие, и для того, чтобы сделать производство водорода 

конкурентоспособным, использование ферментов не рекомендуется. Некоторые 

исследователи используют частично очищенные или неочищенные ферменты, 

имеющиеся в их собственной лаборатории, что делает процесс рентабельным. Лю с 
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соавт. (Liu et al., 2012) использовали эндоглюканазу из Clostridium sp. TCW1 для 

гидролиза биомассы Chl. vulgaris со 100% высвобождением редуцирующих сахаров. 

Таким образом, предварительная обработка биомассы микроводорослей 

играет решающую роль для успешного выделения H2, но при этом могут 

значительно увеличиться общие энергетические и производственные затраты на 

выделение H2. 

1.4.2. Совмещение брожения и микробных топливных элементов для 

получения водорода. 

Водород можно получить из продуктов брожения (например, ацетат) с 

применением электрического тока в процессе совмещения микробных топливных 

элементов (МТЭ) с брожением (В). Такой подход является альтернативой 

использования аноксигенного фотосинтеза для выделения водорода. МТЭ состоит 

из двух электродов (катода и анода), бактерии окисляют органику на поверхности 

анода и генерируют электрический ток, на катоде осуществляется восстановление 

кислорода (Liu et al., 2004). МТЭ может быть слегка модифицирован в микробную 

электролизную ячейку, в которой небольшое количество электричества подается на 

анодную камеру, в катодной камере создается анаэробиоз и образуется H2 (Rozendal 

et al., 2006). Чукао с соавт. (Chookaew et al., 2014) изучали потенциал использования 

стока темнового брожения в качестве субстрата в МТЭ и сообщили о выработке 

биоэлектроэнергии на катоде 92 мВт / м2 и выходе водорода 0,55 моль на 1 моль 

глицерина. Шивано с соавт. (Schievano et al., 2016) получили высокие выходы H2 и 

биоэлектричества из смеси свиного навоза, и рисовых отрубей при совмещении 

МТЭ с темновым брожением. 

*** 

Интеграция нескольких процессов получения водорода предполагает 

повышение суммарного выхода водорода за счет более полного использования 

субстратов. Это справедливо для 2-стадийной системы выделения водорода из 

разных отходов, которая включает темновое брожение субстрата на первой стадии и 

фотоферментацию образованных продуктов с участием ПНСБ на второй стадии. В 
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отличие от этого, в трехстадийной системе в качестве субстрата используется 

биомасса автотрофных микроводорослей, синтезированная на первой стадии. 

Однако, исходя из исследований, описанных в литературе, узким местом такой 

системы, является процесс предобработки биомассы водорослей для сбраживания. 

Можно предположить, что как двухстадийные, так и трехстадийные 

интегрированные системы несмотря на явные достоинства имеют общий недостаток 

– на каждой из стадий теряется энергия, в результате чего суммарная эффективность 

должна снижаться. Однако реальная оценка эффективности преобразования энергии 

света в водород в таких системах отсутствует. 

 

1.5. Внелабораторное культивирование фотосинтезирующих организмов в 

целях масштабного получения водорода. 

 

Как было показано ранее (см. Раздел 1.3., Таблицы 1-4) высокий выход H2 и 

высокие скорости его выделения были достигнуты в лабораторных экспериментах. 

Однако масштабное рентабельное получение H2 должно быть основано на 

использовании естественного солнечного света и дешевых устройств для 

культивирования. Такие исследования проводятся с пурпурными бактериями, 

цианобактериями и микроводорослями, причем цианобактерии и микроводоросли 

особенно интересны тем, что не требут восстановленных соединений, а используют 

в процессе фотосинтетического выделения водорода воду в качестве донора 

электронов. Кроме того, гетероцистные цианобактерии используют N2 из воздуха в 

качестве источника азота. Успешное выращивание микроводорослей и 

цианобактерий на открытом воздухе – это первый шаг к коммерциализации, 

который доказал свою экономическую эффективность на производстве ценных 

соединений из микроводорослей. Однако переход от лабораторных условий к 

уличным не всегда бывает простым (Grobbelaar, 2009; Schoepp et al., 2014; da Silva, 

Reis, 2015). 
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Для выращивания фотосинтезирующих микроорганизмов используют 

устройства, называемые биореакторами/фотобиореакторами (ФБР) (Tredici, 2004; 

Цоглин, Пронина, 2012). ФБР могут быть изготовлены из самых разных материалов, 

таких как: стекло, полиэтиленовая пленка низкой плотности, полиметилметакрилат, 

поликарбонат и прозрачный поливинилхлорид и др. ФБР можно разделить на 

простейшие открытые или закрытые системы. Открытые системы в основном 

подходят для производства биомассы (Borowitzka, 2005; Meng et al., 2015; Dahmani 

et al., 2016; Ghorbani et al., 2018; Raeisossadati et al., 2019; Wenz et al., 2019). Однако 

они не представляют интереса с точки зрения получения Н2, поскольку не могут 

обеспечить условия, необходимые для производства и сбора H2. Кроме того, в таких 

системах плохо контролируются такие параметры, как температура, питательные 

вещества и pH. Закрытые системы позволяют лучше контролировать эти параметры, 

вследствие чего обеспечивают более высокий выход биомассы и позволяют 

получать H2 (Dasgupta et al., 2010).  

Закрытые ФБР классифицируются по нескольким параметрам. Таблица 6 

суммирует особенности проектирования ФБР, преимущества, недостатки и примеры 

применения их в лабораторных и внелабораторных исследованиях. 

Фотобиореакторы трубчатого типа состоят из длинных прозрачных трубок, 

снабженных аэрлифтными насосами (Slegers et al., 2013; Oncel, Kose, 2014). 

Известны успешные примеры использования трубчатых фотобиореакторов на 

открытом воздухе для выделения водорода. Трубчатый ФБР расположенный на 

крыше с компьютерным управлением (объемом 4,35 л) использовали для 

культивирования цианобактерии A. variabilis PK84 в аэробных условиях (Tsygankov 

et al., 2002). Летом культура выделяла до 1,1 л H2 день-1 ФБР-1 с эффективностью 

преобразования энергии, близкой к 0,1%. Система была стабильной до 40 дней, в 

течение которых выделилось 24,5 л H2. Тот же ФБР использовался для 

культивирования A. variabilis PCC 7120 и его мутанта AMC 414, который лишен 

поглощающей гидрогеназы, но выделение H2 было устойчиво к высокой 

интенсивности света до 456 мкмоль фотонов м-2 с-1 (Lindblad et al., 2002). В 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960852419310314#!
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наружных условиях скорость выделения H2 составляла 14,9 мл H2 л-1 ч-1, но 

эффективность преобразования энергии составляла всего 0,042% (Lindblad et al., 

2002). 50-литровый трубчатый ФБР использовался на открытом воздухе для 

анаэробного культивирования и выделения H2 C. reinhardtii в условиях дефицита 

серы (Scoma et al., 2012). Однако выделение H2 составляло лишь около 18–20% от 

уровня, достигнутого в лабораторных условиях. Под действием солнечного света в 

наружных условиях культура испытывала сильное фотоингибирование, а 

недостаточное перемешивание делало это явление более выраженным. Эффект был 

преодолен адаптацией клеток к солнечному свету перед переносом клеток в 

наружные условия (Scoma et al., 2012).  

Плоские ФБР привлекают особое внимание вследствие простоты исполнения 

и расчетов потребленной световой энергии (Hu et al., 1998; Ugwu et al., 2008). 

Преимуществом таких ФБР является низкое накопление О2 и высокая 

фотосинтетическая эффективность, по сравнению с трубчатыми ФБР (Brennan, 

Owende, 2010). В плоском ФБР C. reinhardtii в анаэробных условиях с недостатком 

серы выделение H2 длилось 145 ч со скоростью 1,13 мл H2 л-1 ч-1 (Tamburic et al., 

2013). Мутант Nostoc PCC 7120 ΔhupW при культивировании под газовой фазой 20% 

Ar + 80% N2 в 3-литровом плоском ФБР (Nyberg et al., 2015) достиг максимальной 

производительности через 128 ч, выделение H2 составило 6,2 мл H2 л-1 ч-1 с 

эффективностью преобразования энергии 4% (Nyberg et al., 2015). 

Перечисленные выше типы закрытых ФБР (Цыганков, 2001; Adessi, De 

Philippis, 2014) для получения водорода имеют ряд недостатков (Таблица 5), в 

основном связанных с различными техническими проблемами, которые необходимо 

решить, чтобы сделать фотобиологическое выделение H2 экономически 

жизнеспособным, и одна из них – необходимость в недорогих биореакторах с 

водородным барьером, как, например, специальные полиэтиленовые пакеты (Prince, 

Kheshgi, 2005). Развивая эту идею, Сакураи с соавт. (Sakurai et al., 2007; Sakurai et al., 

2010; Sakurai et al., 2015) предложили использовать в качестве недорогих ФБР 

большие гибкие полиэтиленовые пакеты с низкой проницаемостью для H2, 
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плавающие на поверхности океана. Такие ФБР были испытаны в лабораторных 

условиях с использованием мутанта ΔHup цианобактерии Nostoc sp. PCC 7422 

(Kitashima et al., 2012). В результате было показано, что утечка H2 за 60 дней 

эксперимента составила менее 0,2%. Однако эти эксперименты проводились в 

небольшом масштабе (объем культуры 50 мл) под светом люминесцентных ламп в 

лаборатории. Такие эксперименты на открытом воздухе пока не проводились. 

Разработаны и другие виды фотобиореакторов: на основе коаксиальных 

цилиндров, с использованием специальной мешалки для создания тонкого слоя 

суспензии вокруг источника освещенияи др. (Цыганков, 2001). Большая часть из них 

позволяют проводить интенсивное культивирование фотосинтезирующих 

микрноорганизмов, но или требуют повышенной энергии для перемешивания, или 

очень сложны в сборке и эксплуатации, или используют дорогостоящие материалы. 

Поэтому они не используюся в экспериментах с выделением водорода в природных 

условиях. Таким образом, разработка и испытание дешевых фотобиореакторов 

является еще не решенной, но актуальной задачей. 
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Таблица 5. Типы закрытых ФБР.  

Преимущества Недостатки Примеры применения 

Трубчатый ФБР 

Большая площадь поверхности 

освещения; подходит для 

выращивания на открытом 

воздухе; хорошая продуктивность 

биомассы. 

Градиенты CO2, O2 и pH; 

сложный контроль 

температуры; обрастание и 

образование пены; 

механическая очистка. 

Лабораторные условия 

C. reinhardtii CC124 0,6 мл H2 л
-1 ч-1 (110 л ФБР) (Giannelli, Torzillo, 2012) 

На открытом воздухе  

C. reinhardtii CC124 0,25 мл H2 л
-1 ч-1 (Scoma et al., 2012) 

Synechocystis sp. PCC 6803 0,05 мл H2 л
-1 ч-1 (50 л. ФБР) (Touloupakis et 

al., 2016) 

A. variabilis PK84 10,5 мл H2 л
-1 ч-1 (Tsygankov et al., 2002) 

Anabaena AMC 414 14,9 мл H2 л
-1 ч-1 (Lindblad et al., 2002) 

Колонный (столбчатый) ФБР 

Низкие эксплуатационные расходы 

и энергопотребление; эффективное 

перемешивание; низкое 

фотоингибирование; легкость 

стерилизации; высокая 

эффективность фотосинтеза. 

Низкая площадь освещения; 

высокие эксплуатационные 

затраты; трудно 

контролировать температуру; 

ограниченное 

масштабирование 

Лабораторные условия 

Anabaena azollae 0,22 мл H2
 л-1 ч-1 (Park et al., 1991) 

 

Плоская панель 

Высокое соотношение 

поверхности к объему, высокая 

эффективность фотосинтеза; 

высокая концентрация биомассы; 

сниженное энергопотребление. 

Биообрастание поверхности; 

повреждение клеток, 

связанное с аэрацией; 

проблемы стерилизации; 

сложный контроль 

температуры. 

Лабораторные условия 

Nostoc PCC 7120 ΔhupW 6,2 мл H2 л
-1 час-1 (3л ФБР) (Nyberg et al., 2015) 

A. variabilis ATCC 29413 5,6 мл H2 л
-1 ч-1 (Berberoglu et al., 2008) 

C. reinhardtii 1,13 мл H2 л
-1 ч-1 (Tamburic et al., 2013) 

A. variabilis 5 мл H2 л
-1 ч-1 (Yoon et al., 2006) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168165611003725#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0360319912019532#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0360319912019532#!
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Условия для выделения Н2 на открытом воздухе сильно зависят от 

местоположения, времени года, влияющих на температуру и освещенность. Эти 

параметры лишь отчасти могут контролироваться во время выращивания на 

открытом воздухе. 

Свет – один из самых важных параметров и главный ограничивающий фактор 

для крупномасштабного производства биомассы или водорода (Burlew 1953; 

Richmond, Vonshak 1978; Richmond, Grobbelaar 1986; Grobbelaar et al., 1990, 1991). 

На открытом воздухе из-за сезонных и суточных изменений, фототрофные 

микроорганизмы подвергаются освещению, которое меняется со временем, причем 

изменяется и интенсивность света, и его спектральный состав, и продолжительность 

светового периода. Низкая интенсивность света приводит к ограничению роста и 

выделения водорода, тогда как высокая интенсивность света может подавлять 

процесс роста (фотоингибирование) (Barber et al., 1992; Han et al., 2002). Избыточная 

интенсивность света серьезно ограничивает эффективность фотосинтеза, особенно 

в сочетании с высоким уровнем кислорода и / или неоптимальной температурой 

(Tredici, Zittelli, 1998). Это особенно важно для внелабораторных условий, так как за 

один день интенсивность света меняется от нуля до ингибирующего уровня. 

Фотосинтез большинства видов водорослей насыщается при уровне солнечной 

радиации 200 мкмоль фотонов м-2 с-1, что составляет около 10–17% максимальной 

интенсивности (Park et al., 2011). При высокой интенсивности света более 1000-2000 

мкмоль фотонов м-2 с-1 наблюдается фотоингибирование. Фотоингибрование 

фотосинтетической активности в природных условиях было показано в ряде работ, 

например, для штаммов Spirulina platensis SP-G и SP-RB (Vonshak, Guy, 1992), 

Anabaena sp. ATCC 33047 (Moreno et al., 2003), Synechococcus (Revah, Morales, 2015), 

Synechocystis PCC 6803 (Touloupakis et al., 2016). Слишком высокая интенсивность 

света, эквивалентная естественному полуденному освещению, подавляет также 

выделение H2 цианобактериями и микроводорослями (Марков и др., 1995). Гейер с 

соавт. (Geier et al., 2012) показали, что выделение водорода C. reinhardtii на 

открытом воздухе, подавлялось при интенсивности света >200 мкмоль фотонов м-2 
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с-1, как и в лабораторных условиях культивирования (Kim et al. 2006; Giannell et al. 

2009; Geier 2011). Цыганков с соавт. (Tsygankov et al., 2006) также показали, что 

выделение водорода A. variabilis PK84 в наружных условиях снижалось с 

увеличением суточного освещения, причем фотоингибирование проявлялось в 

падении выделения кислорода и потенциальной эффективности фотосистемы 2, 

определяемая по уровню флуоресценции. 

По данным Торзилло и Воншака (Torzillo, Vonshak, 1994) фотоингибирование 

фотосинтетической активности значительно выше при температурах ниже и выше 

оптимальных, в открытых водоемах или закрытых системах соответственно. Эта 

проблема может быть решена путем затенения культуры. Например, снижение 

светового потока на 25-30% предотвращало фотоингибирование по данным Воншак 

и Гай (Vonshak, Guy, 1992). Плотность культуры также влияет на уровень 

насыщения светом: при низкой концентрации биомассы фотоингибирование 

выражено особенно сильно (Touloupakis et al., 2016). Однако по мере увеличения 

плотности популяции возрастает гетерогенность культуры, культура становится все 

более светолимитированной, даже если освещенность на поверхности культуры 

может в несколько раз превышать насыщающую. При проведении экспериментов на 

открытом воздухе из-за погодных флуктуаций дневная скорость выделения 

водорода непостоянна в течение дня. Тредичи и Матерасси (Tredici, Materassi, 1992) 

предложили оригинальный способ снижения эффекта фотоингибирования с 

помощью «разбавления» светового потока, используя трубчатые ФБР. 

В закрытых ФБР с увеличением солнечной радиации температура повышается 

особенно сильно, что усугубляет фотоингибирование. У одноклеточной 

азотфиксирующей цианобактерии Cyanothece sp. ATCC 51142 наблюдалось 

заметное падение продуктивности биомассы при 40°C вследствие 

фотоингибирования, вызванного высокой температурой (Dechatiwongse et al., 2014). 

Низкие ночные температуры (даже 10-15°C) также отрицательно сказываются на 

продуктивности микроводорослей и цианобактерий. Например, у Arthrospira 

platensis, при этом увеличивалось соотношение C:N, увеличивалась скорость 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2211926414000563#!
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темнового дыхания, что свидетельствовало о низком синтезе белка  (Tanaka et al., 

2020). Таким образом, штаммы цианобактерий следует выбирать для 

предполагаемого диапазона температур. Температурные условия, оптимальные для 

роста цианобактерий, не обязательно могут быть оптимальными для выделения H2 

(Lambert, Smith, 1981). Цыганков с соавт. (Tsygankov et al., 2002) показали, что 

выделение водорода A. variabilis PK84 во внелабораторных экспериментах 

существенно зависит от температуры: при низких температурах выход H2 был 

значительно ниже, чем при высоких. У Anabaena AMC 414 также было показано 

снижение выхода H2 при низких температурах вне лаборатории (Lindblad et al., 

2002). Влияние температуры на скорость выделения H2 Oscillatoria sp. штамм Miami 

BG7 варьировало в зависимости от интенсивности света (Philips, Mitsui, 1983). 

Оптимальная температура для выделения H2 штаммом Oscillatoria sp. Miami BG7 

была 40°C при интенсивности света 90 мкмоль фотонов м-2 с-1 и 30°C при 5 мкмоль 

фотонов м-2 с-1.  

*** 

В литературе описано много типов открытых и закрытых систем для 

выращивания биомассы микроводорослей и цианобактерий во внелабораторных 

условиях. Получение водорода в ФБР на открытом воздухе изучено гораздо меньше. 

На выделение водорода в ФБР на открытом воздухе сильно влияют меняющиеся 

условия внешней среды – интенсивность света и температура. Большинство 

исследований направленно на решение проблемы оптимизации этих параметров. 

Любые усложнения конструкции ФБР (например, с целью обогрева или затенения 

культуры) приводят к понижению рентабельности процесса. Альтернативный 

подход направлен на снижение стоимости процесса за счет применения простых 

дешевых ФБР. Однако, культуры в таких ФБР будут находиться в непрерывно 

меняющихся условиях. Таким образом, необходима экспериментальная проверка 

таких ФБР во внелабораторных условиях для выяснения возможных преимуществ и 

недостатков.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

2.1. Объекты исследований 

Цианобактерии. Штаммы цианобактерии Anabaena sp. PCC 7120 ΔHup, не 

синтезирующей водород-поглощающую Hup-гидрогеназу, были любезно 

предоставлены профессором Сакураи, университет Канагава, Япония. Мутанты dc-

Q193S и dc-R284H отличались аминокислотными заменами глутамина на серин в 

193 положении (dc-Q193S) и аргинина на гистидин в 284 положении(dc-R284H), 

причем обе замены расположены в непосредственной близости от FeMo-кофактора 

нитрогеназы (Masukawa et al., 2014). 

Посевной материал выращивали фотоавтотрофно в 300 мл колбах 

Эрленмейера на жидкой среде Алена-Арнона, разбавленной в 8 раз (АА/8) 

(Masukawa et al., 2014) с добавлением 2,5 мМ (NH4)2SO4 (АА/8+N) и 5 мМ TES-KOH 

буфера (рН 8,2). Выращивание проводили при 280С на свету (30 мкмоль квантов/(м2 

с)), в атмосфере воздуха при перемешивании 95 об/мин, с добавлением в среду 

антибиотиков стрептомицина и спектиномицина (по 2 мкг/мл каждого). 

Микроводоросли. Исходные культуры Chlamydomonas reinhardtii штамм 

Dang CC124 и Chlorella pyrenoidosa штамм 82T выращивали на чашках Петри на 

агаризованной трис-ацетат-фосфатной среде (TAP) (pH 6,9) при 28°С и освещении 

36 мкмоль квантов/(м2 с)). Отдельные колонии переносили в 10 мл среды TAP и 

инкубировали в течение 2 дней в тех же условиях. Затем культуры выращивали 

автотрофно на среде HS с высокой концентрацией солей (Sueoka et al., 1967) в колбах 

Эрленмейера объемом 500 мл, барботируя смесью 2% CO2 в воздухе через 

мембранные фильтры с размером пор 0,2 мм (Acro 37 TF, Gelman Sciences, Inc., Ann 

Arbor, MI). Содержание CO2 анализировали с помощью газового анализатора 

DX6100-01 (RMT Ltd., Россия) и поддерживали на заданном уровне с помощью 

микропроцессорной системы TRM1 (Oven, Россия).  

Клостридиальный консорциум. Микробный консорциум с преобладанием 

клостридий, полученный из силосной ямы (Belokopytov et al., 2009). Инокулят 

выращивали в анаэробных условиях в пробирках Хангейта, используя среду, 
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рекомендованную для газообразующих микробных сообществ (Tzavkelova et al., 

2012), а затем он был адаптирован для гидролиза крахмала при 37°С (Belokopytov et 

al., 2009).  

Пурпурные несерные бактерии. Пурпурную бактерию Cereibacter sphaeroides 

№71 (VKM B-3534D) (Rhodobacter sphaeroides VKM B-3059) (Khusnutdinova et al., 

2012) выращивали 4-5 дней на среде Ормеруда (Ormerod et al., 1961) с 10 мМ (NH4)2 

SO4 и 20 мМ лактата при 28°С и освещении 60 Вт/м2. 

 

2.2. Постановка экспериментов по изучению выделения водорода 

цианобактериями в лабораторных и внелабораторных условиях 

 

2.2.1. Лабораторные эксперименты 

Для определения фотосинтетической и нитрогеназной (водород-выделяющей) 

активности культуры выращивали без антибиотиков при 270С на свету (30-50 

мкмоль квантов/(м2 с)). Посевной материал вносили в сосуд со стеклянным 

барботером в количестве 10% от рабочего объема (250-270 мл). Использовали 

постоянную продувку воздухом с 1% СО2 через автоклавируемые мембранные 

фильтры с размером пор 0,2 мкм (Pall, Ann Arbor, MI, США). Предварительно были 

подобраны условия центрифугирования и перемешивания культур цианобактерий, 

чтобы максимально сохранить целостность филаментов. В дальнейшем 

центрифугирование проводили при 1200-2300 об/мин, в зависимости от объема 

осаждаемой культуры, а перемешивание в ячейке – при 100-200 об/мин. 

Фотосинтетическую активность определяли у культур, выросших на среде со 

связанным азотом (см. выше). 

Для изучения выделения водорода родительский штамм Anabaena sp. PCC 

7120 ΔHup выращивали на среде без связанного азота в течение 5 дней при 

продувании воздухом с 1% СО2. Поскольку мутанты dc-Q193S и dc-R284H 

характеризуются слабой способностью к диазотрофному росту или даже ее 

отсутствием (Masukawa et al., 2014), а при использовании связанного азота не 
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образуют гетероцист (как и другие цианобактерии), их выращивали на среде 

АА/8+N до полного исчерпания связанного азота или с промежуточным отмыванием 

клеток от связанного азота. Во втором случае через 3 дня (наращивание биомассы) 

клетки осаждали центрифугированием (2300 об/мин, 3 мин.), дважды отмывали от 

азота средой без азота (АА/8-N), центрифугировали, ресуспендировали в этой среде, 

и культивировали в колбах Эрленмейера с постоянной продувкой (как указано 

выше). На 5 день выращивания (2 дня без азота) рН среды доводили до 8,2 используя 

1М NaHCO3 (конечная концентрация ~10 мМ). В обоих случаях нитрогеназная 

активность появлялась на 5 день. Большинство экспериментов проводилось на 6-й 

день с использованием второго подхода. Использование первого подхода и 

варьирование времени выращивания отражено в подписях к рисункам. 

Фотосинтетическую активность культур и нитрогеназную активность 

(выделение Н2) изучали как описано ниже. 

 

2.2.2. Внелабораторные эксперименты 

 

Для изучения выделения водорода родительским штаммом Anabaena sp. PCC 

7120 ΔHup на открытом воздухе, культуру (~ 14 л) выращивали в условиях, 

указанных выше (без перемешивания). Набор сосудов (1,7 л) продували воздухом + 

1% CO2 через стерильные мембранные фильтры с размером пор 0,2 мкм (Pall, Ann 

Arbor, Мичиган, США). Перед началом эксперимента культуру центрифугировали 

или использовали без центрифугирования, как указано далее. 

Конструкция фотобиореактора. 

Для изучения выделения H2, цианобактерии были помещены в 

фотобиореакторы представляющие собой гибкие пластиковые пакеты размером 36 

см × 50 см (Kitashima et al., 2012), которые имеют полиакрилатный газовый 

барьерный слой, полипропиленовую внутреннюю поверхность и ламинированы 

нейлоном (Be-P). В первом эксперименте каждый фотобиореактор имел два порта: 

для отбора проб культуры и газа (Kitashima et al., 2012). Во втором эксперименте 
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внутрь пакета была помещена жесткая внутренняя рама из нержавеющей стали, тем 

самым увеличивая высоту пакета, чтобы обеспечить поток газа от одного ФБР к 

другому. Эта конструкция была оснащена одним портом для отбора проб культуры, 

двумя портами для подачи газа (один для входа, один для выхода). Перед началом 

эксперимента пакеты автоклавировали. 

Экспериментальное устройство. 

Экспериментальное устройство (рис. 5) включало водяную баню для 

сглаживания колебания температур; стабилизирующие ремни для фиксации 

пакетов, датчики температуры и света, подключенные к модулю измерительной 

системы QMbox (Технолоджи, Россия), компьютер для записи данных. Датчики 

температуры были погружены в водяную баню. 

  

А                                                                             Б 

Рисунок 5.  Схематическая диаграмма культивирования (А): 1 – водяная баня; 2 – 

стабилизационные ремни; 3 – пакеты с культурой; 4 – датчики света; 5 – датчики 

температуры; 6 – прибор для мониторинга температуры и солнечного излучения; 7 - 

компьютер. Общий вид водяной бани с ФБР (Б). 

В эксперименте №1 выращенные клетки центрифугировали (900g, 2 мин) и 

суспендировали в среде AA/8-N при концентрации Хл 23,3 мг/л. Объем культуры в 

каждом ФБР составлял 1 л. Газовая фаза (3 л) была заменена на аргон с 5% CO2, и 

3,3% N2 было добавлено в ФБР1. Культивирование проводилось на крыше 

четырехэтажного здания в Московской области (54° 50' северной широты и 37° 37' 

восточной долготы) с 20 по 25 июля 2016 г. при естественном освещении и 
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температуре. В эксперименте № 2 культура не была сконцентрирована, но 

предварительно была адаптирована к высоким интенсивностям света с помощью 

постепенного увеличения от 30 до 700 мкмоль квантов/(м2 с)) при культивировании 

в лабораторных условиях в течение 4 дней. Эксперименты на крыше начинались при 

пониженных интенсивностях света с использованием световых фильтров. Световой 

фильтр состоял из нескольких слоев сетки, которые снижали интенсивность света в 

2-7 раз (коэффициент определялся в лабораторных тестах) (Рис. 6).  
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Рисунок 6. Снижение интенсивности света за счет разного количества слоев 

сетки на ФБР. 

Позже количество слоев менялось, обеспечивая разные интенсивности света 

в ФБР3 и ФБР4. Объем культуры в ФБР составлял 1 л с исходным содержанием Хл 

~ 4,3 мг/л, объем газовой фазы 3 л. Воздух с добавлением 0,5-1,0% CO2 

последовательно барботировали через ФБР3 и 4 со скоростью потока 20-100 мл/мин. 

Культивирование проводилось на открытом воздухе в том же месте, 18-23 августа 

2016 г. (рис. 7). 
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Рисунок 7. Эксперимент №2: два из трех первоначальных ФБР были в работе (a), 

единичный пакет с культурой (б). 

Анализ газов во внелабораторных экспериментах. 

В эксперименте № 1 газовая фаза анализировалась два раза в день: в 8:00 и 

20:00. Выход и скорость выделения H2 были рассчитаны на основе его концентрации 

и объема газовой фазы ФБР. Расчеты отнесены к утреннему времени (5:00–8:00), 

дневному времени (8:00–20:00), световому периоду (весь световой день 5:00–20:00) 

или суткам (20:00–20:00). Было сделано допущение, что ночью не было выделения 

или потребления H2, следовательно, концентрация H2, измеренная в 20:00 

предыдущего дня была равной концентрации H2 в 5:00 следующего дня.  

В эксперименте № 2 скорость выделения H2 была рассчитана на основе его 

концентрации и скорости воздушного потока, затем было рассчитано суммарное 

образование H2. В этом случае, мы предположили, что концентрация водорода 

ночью была нулевой из-за быстрого удаления, ранее образовавшегося H2 с потоком 

воздуха. Текущие скорости выделения H2 или усредненные скорости были 

рассчитаны по отношению к указанным выше периодам (утро, день, световой 

период, сутки). 

Для анализа газовой фазы образцы (0,5 мл) отбирали из ФБР с использованием 

блокируемых шприцев.  
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2.3. Постановка экспериментов по изучению выделения водорода в 

сопряженной системе 

 

Для изучения эффективности преобразования энергии света и получения 

биомассы микроводорослей, C. reinhardtii культивировали на среде HS в 

фотобиореакторе объемом 1,5 л (ФБР), состоящем из стеклянных коаксиальных 

цилиндров (Tsygankov et al., 1994). Выращивание проводилось в режиме 

турбидостата (ОП2 мм 0,05, рН 7,0 и 28,0 ± 0,2°С). Инокулят добавляли в количестве 

5-10% от общего объема. Культуру барботировали воздухом с 3% СО2 со скоростью 

137 мл/мин. ФБР освещали люминесцентными лампами холодного белого света с 

интенсивностью света от 36,7 до 256,6 мкмоль квантов/(м2 с)) ФАР. Площадь 

освещаемой культуры составляла 0,083 м2, толщина культурального слоя - 13 мм. 

Культуру собирали в 10 л сосуды в течение 7 дней, центрифугировали (4500 об/мин, 

15 мин) и хранили при -10°С. Микроводоросль Chl. pyrenoidosa была выращена 

аналогичным образом в той же среде. 

 

2.3.1. Подготовка биомассы C. reinhardtii СС124 для темновой ферментации 

клостридиальным консорциумом 

 

Наши предварительные эксперименты показали, что микробный консорциум 

из жидкой силосной ямы не разлагал интактные клетки C. reinhardtii даже в течение 

1 месяца. Вот почему предварительная обработка биомассы оказалась необходимой. 

Ультразвуковое разрушение оказалось неэффективным, поэтому использовали 

кислотный гидролиз. Размороженную биомассу C. reinhardtii (187,5 г или 15 г АСБ) 

инкубировали в 112,5 мл 3,5 N H2SO4 при 120°С, 1,2 атм, 30 мин. 

 

2.3.2. Анаэробная темновая ферментация биомассы микроводорослей 

Перед ферментацией рН гидролизата доводили до 6,8, добавляли соли Mg, Ca, 

микроэлементы и фосфаты соответственно среде для выращивания микробных 
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сообществ, образующих биогаз (Цавкелова и др., 2012). Ферментацию проводили 

анаэробно под азотом при 37°С в сосудах объемом 500 мл с использованием 4 мл 

микробного консорциума в качестве инокулята. В конце ферментации культуру (450 

мл) нейтрализовали до рН 7,0 и центрифугировали (4500 об/мин, 15 мин). 

Супернатант автоклавировали, снова центрифугировали и использовали в качестве 

ферментационной жидкости (ФЖ), субстрата для следующей стадии ферментации. 

 

2.3.3. Использование ФЖ пурпурными бактериями (фотоферментация) 

 

Для культивирования пурпурных бактерий Cr. sphaeroides №71 использовали 

исходную ФЖ, а также ФЖ, разбавленную дистиллированной водой с добавлением 

некоторых компонентов среды Ормеруда (дрожжевой экстракт – 0,1 г/л, 

FeSO4*7Н2О – 0,01 г/л, ЭДТА – 0,02 г/л). Эксперименты проводили в пробирках 

Хангейта (16 мл) с 8 мл среды и 2% инокулята. Газовую фазу замещали аргоном. 

Пробирки инкубировали при 28°С при освещении 60 Вт/м2. 

 

2.4. Измерение фотосинтетической и нитрогеназной активности 

 

Измерение фотосинтетической активности полярографическим методом 

Фотосинтетическое выделение кислорода измеряли при помощи электрода 

Кларка: в ячейку (Hansatech, Англия) объемом 4 мл вносили 4 мл культуры 

цианобактерий (6,0-8,5 мг(Хл a)/л). После 2-х минутной адаптации в темноте 

выделение кислорода измеряли в течение 4 минут при добавлении 80 мкл 0,5М 

NaHCO3, используя разные интенсивности света (10-1700 мкмоль квантов/(м2 с)) и 

разные температуры (16-350С). Источником света служил диапроектор ЛЭТИ-60 

(Россия), у которого удаляли держатель слайдов и инфракрасный светофильтр, а на 

пути светового луча устанавливали кювету с 1% CuSO4 (длина оптического пути 4,5 

см) для отсечения инфракрасной области и во избежание перегрева. Скорость 

фотосинтеза рассчитывали, как алгебраическую разность скоростей выделения 



64 
 

кислорода на свету и поглощения в темноте и выражали в расчете на 1 мг Хл (мкмоль 

О2/(мг ч)). Электрод калибровали при температуре планируемого эксперимента, 

добавляя 4 мл дистиллированной воды, насыщенной воздухом. 

Измерение нитрогеназной активности полярографическим методом 

Перед анализом необходимый объем культуры переносили в колбу с ватно-

марлевой пробкой и инкубировали при 270С на свету (50 мкмоль квантов/(м2 с)) на 

качалке (ELMI, Sky Line, Shaker S-3L, Латвия) при перемешивании 95 об/мин. В 

течение дня из этой колбы отбирали культуру для измерений, концентрировали 

центрифугированием (1200 об/мин, 3 мин) до 20 мг Хл/л, помещали в сосуды с 

герметично закручивающимися пробками объемом 9 мл и заменяли газовую фазу на 

аргон. В расчетах учитывали коэффициент падения активности в ходе инкубации. 

Выделение водорода измеряли при помощи электрода Кларка в ячейке 

объемом 1 мл (Hansatech, Англия) при непрерывном перемешивании 100 об/мин. 

Ячейку перед каждым измерением продували аргоном и концентрированную 

культуру (1 мл) вносили анаэробно в потоке аргона. После 2-х минутной адаптации 

культуры в темноте включали свет и регистрировали выделение водорода при 

постоянной температуре 270С и разных интенсивностях света (10-2800 мкмоль 

квантов/(м2 с)) или при разных температурах (15-450С), но постоянной насыщающей 

интенсивности света 500 мкмоль квантов/(м2 с)). Скорость фотовыделения водорода 

рассчитывали, как алгебраическую разность скоростей выделения водорода на свету 

и в темноте и выражали в расчете на 1 мг Хл (мкмоль Н2/(мг ч)). Электрод 

калибровали при температуре планируемого эксперимента, добавляя в ячейку 0,1 мл 

дистиллированной воды, насыщенной водородом. Содержание водорода 

рассчитывали, используя табличные данные для растворимости в зависимости от 

температуры. Результаты для каждой температуры (5 измерений) усредняли и 

рассчитывали калибровочные коэффициенты. 

Измерение нитрогеназной активности газохроматографическим методом 

В экспериментах по изучению влияния азота и ацетилена на нитрогеназную 

активность концентрацию водорода определяли газохроматографически («ЛХМ80», 
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Москва, Россия) (Laurinavichene et al., 2008). Культуры, подготовленные как описано 

выше (но не концентрированные), порциями по 3,5 мл (10 мг Хл/л) помещали в 16 

мл пробирки Хангейта с плотно закручивающимися пробками. Газовую фазу 

заменяли на аргон, затем добавляли 4,8-100% N2 или 2,3-20% C2H2, что 

соответствовало 27-570 мкМ растворенного N2 и 0,9-7,7 мкМ растворенного C2H2. 

Пробирки инкубировали на свету (70 мкмоль квантов/(м2 с)) при температуре 270С 

и перемешивании 95 об/мин. После 1,5-2-х часов инкубации и затем через каждые 2 

часа измеряли концентрацию водорода и рассчитывали скорость выделения на 1 мг 

Хл (мкмоль Н2/мг ч). Для мутанта dc-Q193S скорость выделения водорода в первые 

два часа была низкой, но далее увеличивалась, поэтому принимали в расчет 

результаты после 4 и 6 часов инкубации. 

 

2.5. Другие методы 

 

Концентрацию Хл у цианобактерий измеряли спектрофотометрически при 

664 нм (U-VIS 1240 Mini, Shimadzu, Япония) после экстракции 85% метанолом. 

Содержание хлорофилла Хл (a+b) у микроводорослей определяли 

спектрофотометрически после экстракции 95% этанолом на спектрофотометре (UV 

mini 1240 Shimadzu), измеряя абсорбцию при длине волны 665 и 649 нм (Harris, 

1989). Концентрацию бактериохлорофилла (БХл) у несерных пурпурных бактерий 

измеряли спектрофотометрически при 772 нм (U-VIS 1240 Mini, Shimadzu) после 

экстракции ацетон-метанольной смесью (7:2 по объему) (Clayton, 1966).   

Для проверки значения рН во внелабораторных экспериментах отбирали 5 мл 

культуры через порт для отбора культуры с использованием стерильного шприца. 

При необходимости рН доводили до 8,2 с помощью 0,5М NaHCO3. В обоих 

экспериментах культуру перемешивали вручную, осторожно встряхивая пакет два 

раза в день во время отбора проб.  

Наличие гетероцист в филаментах цианобактерий исследовали методом 

световой микроскопии (ЛОМО МИКМЕД-2, Россия). Количество гетероцист 
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определяли путем подсчета 300-500 клеток в каждом образце. Фотографии были 

получены с помощью камеры (SCOPETEK DCM-900, Китай), закрепленной на 

окуляре микроскопа. 

Концентрацию H2 в газовой фазе измеряли при 22°С методом газовой 

хроматографии на хроматографе (LHM80, Москва, Россия), оснащённом датчиком 

теплопроводности и колонкой 1 м × 3 мм с молекулярным ситом (рабочая 

температура, 40°С). В качестве газа-носителя использовали аргон. Концентрация 

водорода рассчитывалась на основе калибровки с использованием программы 

ЭКОХРОМ. 

Концентрации органических кислот (ацетата, пропионата, бутирата, 

изобутирата) определялись методом газо-жидкостной хроматографии (хроматограф 

«Цвет 800», Дзержинск, Россия). Содержание лактата определялось 

ферментативным методом в глицин-гидразиновом буфере и оценивалось 

спектрофотометрически при 340 нм по восстановлению НАД лактатдегидрогеназой 

(Asatiani, 1969). Содержание свободной глюкозы в супернатанте определяли 

методом ферментативного гидролиза, используя Glucose GOD FS kit (DiaSys, 

Germany) согласно Гфеллеру и Гибсу  (Gfeller, Gibbs, 1984). Крахмал, накопленный 

клетками, измеряли как эквивалент глюкозы после ферментативного гидролиза, 

используя Glucose GOD FS kit (DiaSys, Germany) согласно Гфеллеру и Гибсу (Gfeller, 

Gibbs, 1984). Общее содержание растворимых моносахаридов и полисахаридов 

(которые могут быть гидролизованы серной кислотой) анализировали с 

использованием антронового реагента и выражали в виде эквивалентов глюкозы 

(Hanson and Phillips, 1984). Концентрацию белка оценивали по классическому 

методу Лоури (Герхардт, 1984). Концентрацию аммония в среде измеряли 

микродиффузионным методом с реактивом Несслера (Любимов и др., 1968). 

Интенсивность света измеряли с использованием квантометра (Quantum Meter 

QMSW-SS) и пиранометра (CM3; Kipp&Zonen, Делфт, Нидерланды) и выражали в 

мкмоль квантов/(м2 с) и Вт/м2, соответственно. Во время измерений инфракрасный 

свет с длиной волны более 850 нм отсекался фильтром СЗС24. Содержание углерода, 
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водорода и азота (CHN) в биомассе измеряли с использованием анализатора CHN 

(FLASH EA 1112, Италия). 

 

2.6. Расчеты энергетической эффективности в сопряженной системе 

 

Расчеты проводились с использованием закономерностей материально-

энергетического баланса (Erickson et al., 1978; Минкевич, 2005). Содержание 

энергии в биомассе сухих водорослей (Qб) рассчитывали по уравнению 20: 

Qб (кДж/г) = 112,8 × γ / Мб, (20) 

где 112,8 - тепло, выделяемое при сгорании биомассы, которая содержит 1 грамм-

атом углерода, со степенью восстановленности γ. Mб представляет собой расчетную 

молекулярную массу биомассы, равную 25,564 и 25,532 г/моль для C. reinhardtii и 

Chl. pyrenoidosa соответственно. Элементный состав биомассы приведен ниже. 

Для расчета γ измеряли содержание CHN. Содержание O рассчитывали, 

предполагая, что биомасса содержит 95% CHNO. Согласно нашим измерениям, 

эмпирический элементный состав C. reinhardtii и Chl. pyrenoidosa был 

CH0,128N0,178O0,684 и CH0,132N0,192O0,666, соответственно. Степень восстановленности 

биомассы (γ) рассчитывали на основе уравнения 21: 

γ = 4 + x + 3y - 2z, (21) 

где x, y, z представляют собой количество атомов H, N, O, соответственно, исходя 

из состава биомассы (Минкевич, 2005). Таким образом, γ составляет 3,294 и 3,376, а 

содержание энергии в биомассе составляет 14,5 и 14,9 кДж/г для C. reinhardtii и Chl. 

pyrenoidosa, соответственно. 

Эффективность преобразования энергии света в энергию, накопленную в 

биомассе (ŋ), рассчитывали, как показано в уравнении 22: 

ŋ (%) = 100 Eб / Eсв, (22) 

где Eб - энергия теплового сгорания биомассы, произведенной ФБР в течение 1 часа, 

Eсв - энергия падающего света на ФБР в течение 1 часа. 
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Энергия теплового сгорания биомассы, произведенной ФБР в течение 1 часа 

(Eб), была рассчитана следующим образом (уравнение 23): 

Eб (кДж/ч) = 112,8 × μ × С × γ × V, (23) 

где μ - удельная скорость роста (ч-1), С - стационарная концентрация биомассы в 

ФБР, измеренная как число молей углерода в биомассе на 1 л культуры (моль/л), V 

- объем культуры, равный 1,125 и 1,5 л для C. reinhardtii и Chl. pyrenoidosa 

соответственно. 

Энергия падающего света за 1 час рассчитывалась следующим образом 

(уравнение 24): 

Eсв (кДж/ч) = 3600 × I0 × S / 1000, (24) 

где Io (Вт/м2) - интенсивность падающего света, S (м2) - освещенная поверхность 

культуры, равная 0,083 и 0,095 м2 для C. reinhardtii и Chl. pyrenoidosa, 

соответственно. 

Удельная энергия сгорания субстрата (Qс) была рассчитана для ацетата, 

лактата и глюкозы на основе их формулы СxНyОz: 

Qс (кДж/г) = 112,8 × γ / Мс, (25) 

где γ равно 4, а Мс равно 30 (формула общего типа СН2О). Таким образом, удельная 

энергия ацетата, лактата и глюкозы была одинаковой и составила 15,04 кДж/г. 

Удельная энергия сгорания водорода составляет 143,1 кДж/г. 

 

2.7. Статистическая обработка данных 

 

Для количественного анализа экспериментальные данные по влиянию 

интенсивности света аппроксимировали по уравнению Михаэлиса-Ментен: 

V=Vmax*I/(Ks+I), (26) 

где V и Vmax – измеренная скорость и расчетная максимальная скорость выделения 

кислорода, Ks – константа насыщения, I – интенсивность света. 

Энергию активации рассчитывали из уравнения Аррениуса: 

Еа = (R*T1*T2*ln(kT2/kT1)/(T2-T1), (27) 
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где k – константа скорости реакции, R – универсальная газовая постоянная, Т – 

температура по Кельвину.  

Температурный коэффициент был рассчитан из уравнения: 

Q10 = (V2/V1)10/(T
2
-T

1
), (28) 

где V – скорость реакции, Т – температура по Кельвину. 

Статистическая обработка данных была выполнена в программе SigmaPlot 

11.0. Все эксперименты были выполнены в трех – пяти биологических повторностях 

(2-3 аналитических в каждой биологической повторности). На рисунках, 

содержащих по одной кривой, приведены средние результаты опытов ±95% 

доверительный интервал. На рисунках, содержащих по 2 – 3 кривые, доверительный 

интервал не указан, он не превышал 20% от среднего значения. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1. Сравнительное исследование фотосинтетической и водород выделяющей 

активности у родительского штамма Anabaena sp. PCC 7120 ΔHup и у мутантов 

dc-Q193S, dc-R284H с модифицированной нитрогеназой 

Известно, что нитрогеназа цианобактерий чувствительна к кислороду 

(Tamagnini et al., 2007; Bothe et al., 2010). Кроме того, уменьшение выделения Н2 

целыми клетками цианобактерий в присутствии кислорода (или СО2, который 

стимулирует фотосинтетическое образование О2) связано с поглощением Н2 в 

оксиводородной реакции (Tsygankov et al., 1998). И в том, и в другом случае ясно, 

что для фотовыделения водорода необходимы анаэробные условия (Quintana et al., 

2011). Для создания анаэробных условий при выделении водорода обычно 

используется проток аргона в качестве газовой фазы, что существенно удорожает 

процесс. Оптимальным было бы проведение процесса под азотом или воздухом, 

однако в этом случае нитрогеназная активность максимальна лишь в течение 

короткого времени: аммоний, образуемый в процессе фиксации молекулярного 

азота, подавляет синтез нитрогеназы и ингибирует ее активность (Tamagnini et al., 

2007). Именно поэтому были сконструированы мутанты штамма Anabaena sp. PCC 

7120 без Hup-гидрогеназы с аминокислотными заменами dc-Q193S и dc-R284H, 

расположенными в непосредственной близости от FeMo-кофактора нитрогеназы 

(Masukawa et al., 2014). Эти модификации в нитрогеназе привели к существенному 

снижению азотфиксирующей способности клеток без потери водород-выделяющей 

активности. Поэтому выделение водорода не снижалось в присутствии высоких 

концентраций азота в газовой фазе и соответственно увеличивалось выделение H2 

при длительном культивировании под N2. В отличие от этого родительский штамм 

ΔHup требовал низких концентраций азота для продолжительного выделения 

водорода (Masukawa et al., 2014). 

Такие мутанты представляют несомненный интерес в биотехнологическом 

получении водорода, для чего необходимо выяснение их ранее не изученных 

свойств, в частности, определение максимальных скоростей и констант насыщения 
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светом для фотосинтетической и нитрогеназной активности, а также температурной 

зависимости выделения водорода. Эта информация существенна при проведении 

культивирования на открытом воздухе при невозможности поддержания 

оптимальных условий. В теоретическом аспекте сравнение констант ингибирования 

ацетиленом у разных мутантов может быть полезным для выяснения влияния 

аминокислотных замен на функционирование активного центра нитрогеназы. 

 

3.1.1. Подготовка культур к экспериментам и подбор условий для измерений 

 

Прежде чем приступить к изучению того, как влияют те или иные факторы на 

скорость выделения кислорода и водорода родительским штаммом Anabaena sp. 

PCC 7120 ∆Hup и мутантами dc-Q193S, dc-R284H с модифицированной 

нитрогеназой, мы адаптировали культуры к росту с барботированием воздушно-

углекислотной смесью. Необходимость барботирования основывалась на том, что 

предоставленные культуры всех мутантов были гетерогенными – содержали 

многочисленные сгустки цианобактерий и лишь небольшое количество 

свободноплавающих относительно коротких филаментов с гетероцистами, что 

препятствовало корректным измерениям. Стратегия адаптации заключалась в 

регулярном пересеве культур, растущих при очень низкой скорости подачи 

воздуха+2% углекислоты сквозь суспензию, в цилиндрическом сосуде диаметром 40 

мм с расширением в верхней части для осаждения пены. При этом для следующей 

инокуляции отбиралась суспензия без сгустков. Примерно через месяц удалось 

получить относительно гомогенную суспензию цианобактерий, однако необходимо 

было постоянно следить за малым расходом газа сквозь суспензию для сохранения 

целостности филаментов. Также предварительно были подобраны условия 

центрифугирования и перемешивания культур цианобактерий для измерения в 

ячейке с электродом Кларка, чтобы максимально сохранить целостность 

филаментов (см. Раздел 2.2.). 
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3.1.2 Влияние интенсивности света на скорость фотосинтеза при разных 

температурах 

 

При культивировании на открытом воздухе цианобактерии постоянно 

подвергаются воздействию изменяющихся факторов окружающей среды, таких как 

свет и температура, которые могут ограничить рост любого фотосинтезирующего 

организма. При этом лимитирование или ингибирование светом определяется не 

только интенсивностью потока фотона, но также и температурой (Torzillo, Vonshak, 

1994). Изучение влияния этих факторов в лабораторных контролируемых условиях 

может быть полезно для объяснения поведения такой системы на открытом воздухе 

в природных условиях. 

В описываемых ниже экспериментах зависимость фотосинтетической 

активности от интенсивности света (10-1700 мкмоль квантов/(м2 с)) изучали при 

разных температурах (16-350С). 

Как видно из Рис. 8, скорость выделения кислорода родительским штаммом 

ΔHup (А) и мутантами dc-Q193S (Б), dc-R284H (В) увеличивалась с повышением 

интенсивности света. Причем у всех штаммов характер зависимости был сходным 

при разных температурах: 16, 20, 27, 350С, за исключением родительского штамма 

ΔHup при 160С, где активность снижалась при интенсивности света выше 300 

мкмоль квантов/(м2 с), т.е. имело место фотоингибирование. 
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Рисунок 8. Фотосинтетическое выделение кислорода родительским штаммом 

ΔHup (А) и мутантами dc-Q193S (Б), dc-R284H (В) в зависимости от интенсивности 

света при разных температурах (1 – 160С; 2 – 200С; 3 – 270С; 4 – 350С). Точки 

представляют собой экспериментальные данные, а кривые (за исключением А, 1 – 

16оС) описывают результаты аппроксимации. 

 

Максимальная скорость выделения кислорода у всех штаммов была при 350С, 

хотя оптимальная температура для роста 27-300С. В одинаковых условиях 

(температура, интенсивность света) скорость выделения кислорода у родительского 

штамма была выше по сравнению с мутантами (Рис. 8). 

Для количественного анализа экспериментальные данные по влиянию 

интенсивности света (Рис. 8) аппроксимировали по уравнению Михаэлиса-Ментен 

(Табл. 6). 
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Таблица 6. Результаты аппроксимации зависимости скорости выделения 

кислорода мутантами от интенсивности света при разных температурах (Рис. 5). 

 t0C R Vmax Ks 

ΔHup 16 

20 

27 

35 

- 

0,97 

0,97 

0,99 

- 

263 

310 

607 

- 

108 

153 

258 

 dc-Q193S 16 

20 

27 

35 

0,91 

0,97 

0,98 

0,99 

69 

117 

175 

264 

23 

35 

52 

79 

dc-R284H 16 

20 

27 

35 

0,95 

0,97 

0,94 

0,99 

95 

100 

201 

309 

33 

55 

76 

100 

 

 Все значения удовлетворительно описываются данным уравнением, 

коэффициент корреляции R>0,91. 

Максимальная расчетная скорость фотосинтеза (как и полученная 

экспериментально) у всех штаммов была выше при 350С, причем при каждой из 

проверенных температур она была выше у родительского штамма ΔHup. 

По уровню фотосинтетической активности родительский штамм превосходил 

мутанты, по крайней мере при температурах 20, 27, 350С. Константы насыщения 

светом при всех температурах были ниже у dc-Q193S и dc-R284H, т.е. они достигали 

насыщения фотосинтеза при более низкой плотности потока ФАР, чем родительский 

штамм ΔHup. Так, при температуре 270С родительский штамм имел константу 

насыщения светом Ks – 153 мкмоль квантов/(м2 с), по сравнению с 52 и 76 мкмоль 

квантов/(м2 с) для мутантов (Рис. 8, Табл. 6). Фотоингибирование имело место 

только при низкой температуре и только у родительского штамма ΔHup, имеющего 
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наиболее высокую активность (по сравнению с мутантами) при этой температуре и 

оптимальной интенсивности света (Рис. 8А). 

 

3.1.3. Выделение водорода на разных фазах роста культур 

 

Известно, что скорость выделения водорода культурами цианобактерий 

является вариабельной характеристикой и сильно зависит от фазы роста (Ananyev et 

al., 2008). Поэтому перед изучением влияния разных факторов на выделение 

водорода необходимо было охарактеризовать рост цианобактерий и выяснить, в 

какой фазе роста клетки имеют высокую активность. 

Как видно из Рис. 9, у родительского штамма лаг-фаза составляла около 50 ч, 

после чего наблюдали фазу линейного роста. У мутанта dc-Q193S лаг-фаза была 

около 30 ч, за ней следовала экспоненциальная фаза, переходящая в выраженную 

стационарную фазу после 100-120 ч. Скорость роста мутанта была выше, чем 

родительского штамма (0,04 и 0,02 1/ч, соответственно). Следует иметь в виду, что 

в этом случае родительский штамм выращивали в условиях азотфиксации, а мутант 

– на среде со связанным азотом (т.к. он не был способен к диазотрофному росту, как 

указано выше). Если же родительский штамм выращивали в присутствии связанного 

азота, скорость увеличивалась до 0,04 1/ч (данные не приведены). Более низкая 

конечная концентрация биомассы у мутанта объясняется исчерпанием аммония и 

невозможностью использовать молекулярный азот. 

В этой серии экспериментов выделение Н2 измеряли полярографическим 

методом с электродом Кларка (см. Раздел 2.4., п.п. 2.4.2.). На 3-4-й день 

выращивания активности по выделению водорода еще не наблюдали, хотя при 

микроскопировании обнаруживались гетероцисты в небольшом количестве. 

Активность появлялась на 5-й день роста и у родительского штамма ΔHup (Рис. 9А), 

и у мутанта dc-Q193S (Рис. 9Б).  
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Рисунок 9. Накопление биомассы (1 - Хл, 2 - ОП700, 0,1 см кювета) и скорость 

выделения водорода (3) при росте родительского штамма ΔHup (А) и мутанта dc-

Q193S (Б). Родительский штамм ΔHup выращивался в азотфиксирующих условиях, 

мутант dc-Q193S выращивался на среде со связанным азотом до его исчерпания, без 

дополнительного отмывания (см. Раздел 2.2., п.п. 2.2.1.). 

 

При этом культура мутанта dc-Q193S на 5-й день находилась в состоянии 

голодания по азоту, поскольку содержание аммония в среде было меньше 0,4 мкг/мл. 

В это же время число гетероцист увеличивалось. На 6-й день активность была 

максимальной, а затем снижалась. Таким образом, активность максимальна в конце 

линейной или начале стационарной фазы роста. На основе полученных данных 

планировали проведение экспериментов в соответствующие дни после посева.  
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Эти результаты аналогичны полученным ранее для гетероцистной 

цианобактерии Anabaena sp. штамма CH3 и морской нитевидной цианобактерии 

Oscillatoria sp. Miami BG7, где максимальная активность была, соответственно, в 

поздней экспоненциальной фазе (Chen et al., 2008) или в начале стационарной фазы 

(Phlips, Mitsui, 1983). В отличие от этого у морской одноклеточной цианобактерии 

Synechococcus sp. Miami 04351 пик выделения H2 наступал в ранней 

логарифмической фазе, за которой следовало значительное снижение активности 

(Luo, Mitsui, 1994). Это обусловлено быстрым истощением глюкозы (гликогена) у 

одноклеточной водоросли, не имеющей дифференциации на вегетативные клетки 

(обеспечивающие органический субстрат) и гетероцисты (использующие 

органический субстрат для выделения водорода).  

 

3.1.4.  Влияние интенсивности света на выделение водорода  

 

Выделение водорода измеряли полярографическим методом при помощи 

электрода Кларка (см. Раздел 2.4., п.п. 2.4.2.) при постоянной температуре 270С и 

разных интенсивностях света (10-2800 мкмоль квантов/(м2 с)) у культур с 

максимальной активностью, т.е. на 5, 6 или 7 день. 

Как видно из Рис. 10, скорость выделения водорода родительским штаммом 

ΔHup и мутантом dc-Q193S увеличивалась с увеличением интенсивности света от 10 

мкмоль квантов/(м2 с) до ~500 мкмоль квантов/(м2 с) и не изменялась при 

дальнейшем увеличении интенсивности до 2820 мкмоль квантов/(м2 с). При этом 

более высокая скорость была у родительского штамма ΔHup. Характер зависимости 

был одинаков для культур, отличающихся по возрасту в пределах фазы 

максимальной активности. Поскольку 500 мкмоль квантов/(м2 с) оказалось 

насыщающей интенсивностью света для всех штаммов, такую интенсивность 

использовали в дальнейших экспериментах. 
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Рисунок 10. Влияние интенсивности света на скорость выделения водорода 

родительским штаммом ΔHup (А) и мутантом dc-Q193S (Б) на разных стадиях роста 

(1 – 5 день; 2 – 6 день; 3 – 7 день). Точки представляют собой экспериментальные 

данные, а кривые описывают результаты аппроксимации.  

 

В Таблице 7 представлены результаты аппроксимация экспериментальных 

данных, полученных на 6 день культивирования (Рис. 10). Расчетная максимальная 

скорость выделения водорода у родительского штамма ΔHup была выше, чем у 

мутанта dc-Q193S почти в 7 раз (Табл. 7).  
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Таблица 7. Результаты аппроксимации зависимости скорости выделения 

водорода от интенсивности света (Рис. 10А, Б). 

Штамм День 

культивирования 

R Vmax Ks 

ΔHup 6 0,97 20,8±2,2 41,1 

dc-Q193S 6 0,96 3,0±0,3 62,2 

 

Константы насыщения светом Ks мало отличались у родительского штамма и 

мутанта dc-Q193S (41 и 62 мкмоль квантов/(м2 с) соответственно) (Табл. 7). Следует 

отметить, что это заведомо ниже максимальной дневной интенсивности света на 

открытом воздухе. Ингибирования выделения водорода при высоких 

интенсивностях света, близких к естественному дневному освещению, в описанных 

кратковременных экспериментах не наблюдалось. 

Увеличение выделения водорода цианобактерией A. cylindrica с увеличением 

интенсивности света было давно показано в лабораторных условиях (Hallenbeck et 

al., 1978). Позднее это было неоднократно подтверждено на разных видах 

цианобактерий, например, у филаментных цианобактерий Tolypothrix distorta, 

Fischerella musicola, Calothrix elenkinii и Scytonema bohneri (Yodsang et al., 2018), A. 

siamensis TISTR 8012 (Khetkorn et al., 2010), Anabaena sp. штамма CH3 (Chen et al., 

2008), Anabaena sp. PCC 7120 hup L- (Marques et al., 2011), а также у морской 

филаментной негетероцистной цианобактерии Phormidium valderianum (Patel, 

Madamwar 1994). Тем не менее, при высокой интенсивности света выделение 

водорода может быстро ингибироваться, т.к. при этом также увеличивается скорость 

выделения кислорода (Agar et al., 1991). Ингибирующий эффект высоких 

интенсивностей в значительной степени зависит от концентрации культуры, 

глубины слоя культуры, газовой фазы, наличия перемешивания и др. (Richmond, 

1992). Данные о влиянии интенсивности света на выделение водорода приобретают 

особенное значение для экспериментов на открытом воздухе, когда интенсивность 
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света в течение дня изменяется в очень широких пределах, от лимитирующих до 

ингибирующих величин.  

Что касается эффективности преобразования энергии света при выделении 

водорода, то в лабораторных условиях эта величина достигает 2,5%, но только в 

относительно короткий период при интенсивностях света, составляющих около 4% 

от интенсивности солнечного света (Kumazawa, Mitsui, 1994; Youshino et al., 2007). 

Использование интенсивных культур цианобактерии A. variabilis PK84, лишенной 

гидрогеназной активности, показало, что эффективность преобразования света 

составляло 1% при относительно высокой интенсивности света, составляющей 356 

мкмоль квантов/(м2 с) (Liu et al., 2006). В ФБР на открытом воздухе значения 

эффективности составляли лишь около 0,1% (Tsygankov et al., 2002). 

Хотя потребность в свете универсальна для роста и фотосинтеза 

цианобактерий, но потребность в свете во время выделения H2 переменна в 

зависимости от вида цианобактерий (Dutta et al., 2005).  

Некоторые виды цианобактерий могут использовать эндогенные углеводы в 

качестве источника электронов или восстановительные эквиваленты для выделения 

молекул H2 в темноте за счет гидрогеназной активности (Wutthithien et al., 2019). Эти 

цианобактерии включают одноклеточную неазотфиксирующую цианобактерию 

Synechocystis PCC 6803 и нитчатую цианобактерию Arthrospira (Spirulina platensis) 

(Yu, Takahashi, 2007). L. valderiana BDU 20041-максимально выделяет водород в 

темноте, используя восстановитель, для выделения водорода. Было обнаружено, что 

при добавлении ингибиторов поглощения водорода этот организм выделяет водород 

за счет активности как нитрогеназы, так и двунаправленной гидрогеназы, в то время 

как водород-поглощающей гидрогеназной активности нет (Prabaharan et al., 2010). 

С другой стороны, кратковременное освещение цианобактериальных клеток 

очень высокой интенсивностью света 100 Вт/м2 приводило к быстрому подавлению 

выделения кислорода. В этом случае фотоингибирование выделения кислорода 

сопровождалось стимуляцией активности нитрогеназы и продукции водорода 

(Markov et al., 1995). 
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Наши результаты сопоставимы с результатами, полученными на мутанте 

Anabaena sp. PCC 7120 hup L-, так при интенсивности света 54 и 152 мкмоль 

квантов/(м2 с) скорость выделения водорода, по данным других авторов, составляла 

8,2 и 20,1 мкмоль Н2/(мг ч), соответственно (Marques et al., 2011).   

  

3.1.5. Влияние температуры на выделение водорода 

 

В этой серии экспериментов выделение Н2 также измеряли 

полярографическим методом. Скорость выделения водорода родительским 

штаммом ΔHup возрастала при повышении температуры до 450С, однако только в 

диапазоне 20-340С зависимость была линейной (Рис. 11А). 

 

 

Рисунок 11. Влияние 

температуры на скорость 

выделения водорода 

родительским штаммом ΔHup 

(А) и мутантом dc-Q193S (Б). 

100% активность для 

родительского штамма ΔHup – 

22 мкмоль Н2/(мг ч) и для dc-

Q193S – 3 мкмоль Н2/(мг ч). 
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Скорость выделения водорода мутантом dc-Q193S линейно возрастала при 

увеличении температуры от 20 до 300С, а при температурах выше 340С снижалась 

(Рис. 11Б). Таким образом, высокие температуры подавляют водород-выделяющую 

активность мутанта, в отличие от родительского штамма. 

Используя линейный участок зависимости скорости выделения водорода от 

температуры, мы рассчитали некоторые параметры процесса. Так, энергия 

активации для родительского штамма составила 43,3 кДж/моль, а для мутанта dc-

Q193S – 61,3 кДж/моль. Для количественной оценки температурных эффектов 

рассчитывали также температурный коэффициент Q10. Для родительского штамма 

Q10 оказался равным 1,9, а для мутанта – 2,4. 

Для объяснения пониженной активности мутанта dc-Q193S при температурах 

>300С было проверено физиологическое состояние (морфология) цианобактерий в 

этих условиях. Установлено, что при повышении температуры от 270С до 450С, а 

также при понижении до 15С (и перемешивании) целостность филаментов у 

мутанта dc-Q193S, в отличие от родительского типа, сильно нарушалась: наблюдали 

разрыв нитей и свободноплавающие гетероцисты (Рис. 12 Б, В для мутанта; для 

родительского штамма не показано). При 270С доля свободных гетероцист от всего 

количества клеток составляла 1,2%, а при 450С и 15С - 11,4 и 8,6%, соответственно. 

У родительского штамма при 270С доля свободных гетероцист составляла 0,4%, а 

при 450С и 15С – 1,0 и 2,0%, соответственно. Таким образом, пониженная 

активность мутанта при неоптимальных температурах объясняется дезинтеграцией 

их филаментов и нарушением связи гетероцист с вегетативными клетками. 
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Рисунок 12. Влияние инкубации при разных температурах на состояние 

филаментов у мутанта dc-Q193S: 150С (А), 270С (Б), 450С (В). 100 кратное 

увеличение (масляная иммерсия). 

 

Полученные в наших экспериментах скорости выделения водорода у 

родительского штамма ΔHup были близки, а у мутантов – ниже по сравнению с 

опубликованным ранее (Masukawa et al., 2014). Это опять же может объясняться 

высокой чувствительностью мутанта к механическим воздействиям в процессе 

подготовки культуры и самого анализа (имеется в виду центрифугирование, 

суспендирование и перемешивание культуры). Детали этих процедур могут быть 

разными в двух лабораториях. Но даже при одинаковых процедурах подготовки, 

исходное физиологическое состояние культур родительского штамма и мутанта 

могло быть разным. Родительский штамм выращивался без связанного азота под 

воздухом за счет азотфиксации, тогда как мутанты выращивались с использованием 

связанного азота (до его исчерпания или с отмыванием клеток), а затем без 

связанного азота под воздухом, как и описано в работе (Masukawa et al., 2014). В 

отличие от родительского штамма, способность мутантов к азотфиксации крайне 

ограничена, вследствие этого при инкубации под воздухом они могли находиться в 

состоянии азотного голодания. Известно, что лимитирование связанным азотом 

способствует образованию гетероцист. Однако при высокой степени лимитирования 

в составе филаментов A. cylindrica уменьшалось количество вегетативных клеток, 

заключенных между двумя гетероцистами, при этом падала фотосинтетическая 

активность вегетативных клеток, т.е. нарушалось и обеспечение гетероцист 

метаболитами (Silverman et al., 2018). Фрагментация филаментов (вплоть до распада 
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на отдельные клетки) была обнаружена ранее при голодании по азоту у 

короткоцепочечных мутантов Anabaena sp. PCC 7120 (Bauer et al., 1995). К 

понижению механической прочности филаментов приводили мутации в генах, 

кодирующих компоненты клеточной оболочки (Burnat et al., 2014). Установлено, что 

для целостности филаментов, как и для межклеточной коммуникации, важны белки 

Fra и SepJ, и мутанты fraH имели склонность к фрагментации и высвобождению 

гетероцист (Herrero et al., 2016). В свою очередь, инактивация амидазы АmiC1 

влияет на локализацию SepJ и предотвращает фрагментацию, свойственную sepJ или 

fraC fraD мутантам (Bornikoel et al., 2017). Что касается мутантов, использованных 

в наших экспериментах, остается неясным, могли ли мутации вблизи активного 

центра нитрогеназы повлиять на прочность филаментов. Скорее всего, это 

неспецифический эффект, связанный с азотным голоданием или же с особенностями 

действия кассеты устойчивости к антибиотику, введенной в мутанты. 

 

3.1.6. Влияние молекулярного азота на выделение водорода 

 

В экспериментах по изучению влияния азота на нитрогеназную активность, 

измеряемую по выделению водорода, концентрацию водорода определяли 

газохроматографически. В этом случае азот вводился в газовую фазу, а не в культуру 

непосредственно, как в полярографическом методе. Это позволило использовать 

более широкий диапазон концентрации молекулярного азота, вплоть до 100% в 

газовой фазе, что соответствует 570 мкМ в жидкости. 

Как видно из Рис. 13, при добавлении >57 мкМ N2 (>10% N2) скорость 

выделения водорода у родительского штамма заметно снижалась, а при 300 мкМ 

наблюдали 50% ингибирование. Однако даже при 570 мкМ сохранялось около 40% 

от исходной активности.  
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Рисунок 13. Влияние N2 на скорость выделения водорода родительским штаммом 

ΔHup (1) и мутантами dc-Q193S (2), dc-R284H (3) (100% N2 = 570 мкМ/л культуры 

при 270С). 100% активность – 25, 17 и 18 мкмоль Н2/(мг ч) для родительского штамма 

ΔHup и мутантов dc-Q193S, dc-R284H, соответственно.  

 

В отличие от этого выделение водорода у мутантов не ингибировалось даже 

при 570 мкМ N2 (Рис. 13). 

Ингибирование азотом выделения водорода у родительского штамма 

сопоставимо с данными, полученными для пурпурных бактерий R. capsulatus, где 

50% ингибирование наблюдалось при 114 мкМ (Лауринавичене и др., 1994). Однако 

у пурпурной бактерии 40% N2 ингибировало выделение водорода почти полностью, 

тогда как в наших экспериментах у Anabaena sp. PCC 7120 ΔHup даже при 100% N2 

сохранялось около 40% водород-выделяющей активности. По-видимому, это 

связано с отсутствием потребления водорода на синтез азотсодержащих соединений 

в отсутствие Hup-гидрогеназы. В пользу этого свидетельствует тот факт, что 

очищенная нитрогеназа Azotobacter vinelandii сохраняет активность даже при 5000 

кПа N2 (Liang, Burris, 1988). В отличие от родительского штамма ΔHup у мутанта dc-

Q193S молекулярный азот не ингибировал выделение водорода даже при 
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концентрации 100% в газовой фазе (Рис. 13), что подтверждает данные Масукавы с 

соавт. (Masukawa et al., 2014). 

 

3.1.7. Влияние ацетилена на выделение водорода родительским штаммом и 

мутантами 

 

В этой серии экспериментов выделение Н2 также измеряли методом ГХ (см. 

Раздел 2.4., п.п. 2.4.3.). При этом 20% ацетилена в газовой фазе соответствовало 7,7 

мкМ в жидкости. Выделение водорода у всех трех штаммов цианобактерий падало 

в 2-5 раз уже при 0,9 мкМ (2,3%) ацетилена и продолжало снижаться с увеличением 

концентрации ацетилена до 7,7 мкМ (Рис. 14).  
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Рисунок 14. Влияние C2H2 на скорость выделения водорода родительским 

штаммом ΔHup (○) и его мутантами dc-Q193S (□), dc-R284H (◊) (20% С2H2 = 7,7 

мкМ/л культуры при 270С). 100% активность – см. подпись к Рис. 13.  

 

При 0,9 мкМ (2,3%) ацетилена наиболее сильно снижалась активность у 

мутанта dc-Q193S, а при 7,7 мкМ ацетилена активности у всех трех штаммов 

снижались приблизительно одинаково с учетом разброса (Рис. 14). В среднем 50%-
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ное ингибирование у всех штаммов достигалось при концентрации ацетилена 0,4 – 

1,1 мкМ.  

Полученные нами данные сопоставимы с результатами наших японских 

коллег по влиянию ацетилена на скорость выделения водорода родительским и 

мутантными штаммами. Отличие наших экспериментов от японских коллег в том, 

что наши данные были получены для широкого диапазона концентрации ацетилена 

в газовой фазе от 2,3% до 12%, в то время как эксперименты Масукавы с соавт.  

проводили только при одной концентрации 12% ацетилена в газовой фазе. В 

результате по нашим данным 12% ацетилена в газовой фазе ингибировали скорость 

выделения водорода на 80, 80 и 90%, у японцев ингибирование при той же 

концентрации было 80, 86 и 96% для 7120 ∆Hup, dc-Q193S dc-R284H, 

соответственно (Masukawa et al., 2014). 

Известно, что для выделения молекулы водорода, как и восстановления 

ацетилена до этилена требуется, наряду с АТФ, два электрона от ферредоксина, 

тогда как для восстановления молекулярного азота требуется 8 электронов. 

Поскольку молекулярный азот не ингибирует выделение водорода и не используется 

для роста у мутанта dc-Q193S, можно полагать, что данная точечная мутация 

приводит к потере способности нитрогеназы к накоплению 8 электронов, в то время 

как способность принять два электрона и передать их молекуле субстрата 

практически не нарушена. 

 

3.1.8. Перспективность использования мутантов в масштабированных 

экспериментах 

 

С точки зрения получения биоводорода в присутствии молекулярного азота 

использование сайт-направленного мутагенеза нитрогеназы цианобактерий 

перспективно.  

Однако для масштабированного получения водорода в природных условиях 

важны и другие свойства цианобактерий. С точки зрения реакции на факторы 
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внешней среды, существенных различий между тремя штаммами не обнаружено, т.е. 

они в равной степени пригодны для этой цели. Но пониженная активность как 

фотосинтеза, так и выделения водорода, и особенно повышенная хрупкость 

филаментов у данных мутантов с модифицированной нитрогеназой, ограничивает 

возможности их использования.  

Подводя итог раздела, следует отметить, что основная цель получения 

мутантов, способных к выделению водорода в присутствии высоких концентраций 

молекулярного азота, которую поставили авторы мутантов, достигнута. Однако, 

такие мутанты практически неспособны расти с использованием молекулярного 

азота, обладают пониженной фотосинтетической и нитрогеназной активностями, а 

также их филаменты более хрупки. Все эти свойства не позволяют их использование 

в дальнейших экспериментах. Для дальнейших исследований можно предложить 

следующие требования к создаваемым мутантам: 

1. Мутанты должны расти, хоть и с пониженной скоростью, с 

использованием молекулярного азота. В этом случае при их использовании 

в экспериментах можно рассчитывать на длительное выделение водорода. 

2. Мутанты должны обладать скоростью фотосинтеза не ниже, чем 

родительский штамм, поскольку свет является единственным источником 

энергии для выделения водорода. Более того, перспективным является 

поиск другой цианобактерии в качестве родительского штамма, 

обладающего еще более высокой скоростью роста и фотосинтеза. 

3. Мутанты должны обладать более прочными филаментами. 

Дальнейший этап работы был направлен на выяснение способности 

родительского штамма выделять водород в природных условиях. Для этого 

исследования нами был выбран родительский штамм, так как по отношению к 

другим штаммам он показал большую прочность филаментов. 
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3.2. Внелабораторные эксперименты по получению водорода за счет 

цианобактериальных мутантов с использованием простых фотобиореакторов 

 

Хотя большой прогресс был сделан в понимании биологических и 

биохимических основ фотобиологического выделения водорода у большинства 

различных организмов, достигнутых в лабораторных исследованиях, реализация 

этого процесса в природных условиях находится в стадии разработок. Одно из 

условий для коммерческого получения Н2 является использование больших 

дешевых ФБР (Sakurai et al., 2013; Sakurai et al., 2015). 

Исследования по фотобиологическому выделению H2 различными 

фотосинтетическими организмами были проведены с использованием разных типов 

ФБР, однако до сих пор такие системы не являются рентабельными. По оценке 

Амоса (Amos, 2004) стоимость ФБР для выделения H2 зеленой водорослью 

Chlamydomonas не должна превышать 10 долларов США за 1 м2, чтобы получение 

водорода было экономически выгодным. В качестве недорогих фотобиореакторов 

Сакураи и др. (Sakurai et al., 2007; Sakurai et al., 2010; Sakurai et al., 2015) предложили 

большие прозрачные пластиковые пакеты с низкой проницаемостью для водорода, 

плавающие на поверхности моря и закрепленные с помощью строп. К настоящему 

времени такие пакеты были протестированы в лабораторных условиях с 

использованием мутанта ΔHup цианобактерии Nostoc sp. PCC 7422 (Kitashima et al., 

2012). Однако эти эксперименты были проведены с малым объемом культуры (50 

мл) при искусственном освещении люминесцентными лампами. Мы провели 

испытание таких пакетов в природных условиях, а именно на крыше ИФПБ РАН (г. 

Пущино) в июле – августе 2016 г.  

 

3.2.1. Мониторинг природных условий 

 

Непрерывный мониторинг интенсивности света и температуры в течение двух 

экспериментов позволил нам охарактеризовать погодные условия. В ходе 
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эксперимента № 1 (Рис. 15а) средняя дневная температура составляла 21,7±0,4, 

максимальная - 31,4, минимальная - 16,1°С. Среднесуточная освещенность 

составила 290 ± 40, максимальная 1520, минимальная <10 мкмоль квантов/(м2 с). Во 

время эксперимента № 2 (Рис. 15б) средняя дневная температура составляла 

20,6±0,4, максимальная 30,5, минимальная 14,9°C. Средняя дневная освещенность 

составляла 340±42, максимальная 1650, минимальная <10 мкмоль квантов/(м2 с). 

Следовательно, в эксперименте № 1 по сравнению с экспериментом №2 

освещенность была несколько ниже, а температура выше. 
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Рисунок 15. Мониторинг интенсивности света (1) и температуры (2) в 

эксперименте № 1 (А, 20-25 июля 2016 г.) и в эксперименте № 2 (Б, 18-23 августа 

2016 г.). Начало эксперимента № 1 в 14:00, первое измерение в 20:00 (0 точка). 
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Начало эксперимента № 2 в 17:00 (0 точка), первое измерение в 13:00 следующего 

дня (точка 20 ч). 

 

3.2.2. Влияние молекулярного азота, температуры и интенсивности света  

 

В эксперименте №1 оба ФБР были заполнены аргоном. Поскольку ранее было 

показано, что присутствие низких концентраций N2 (1,2-3%) увеличивает 

продолжительность процесса (Masukawa et al., 2014), поэтому в газовую фазу ФБР 1 

было добавлено 3,3% N2.  

Оказалось, что кинетики накопления водорода были одинаковыми в обоих 

ФБР независимо от добавления N2 (Рис. 16а) в течение по крайней мере 5 суток. 

Максимальные скорости выделения H2 наблюдались в полдень, но эти 

максимальные скорости варьировались в течение периода наблюдения (Рис. 16б). 

Снижение максимальной скорости на 2 и 3 сутки коррелировало с более низкой 

дневной температурой и освещенностью (Рис. 16б), с увеличением которых на 4 

сутки скорость образования H2 увеличивалась. 
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Рисунок 16. Концентрация и накопление водорода (а), скорость выделения 

водорода (б) и концентрация кислорода (в) в эксперименте № 1. В газовую фазу ФБР 

1 изначально добавили 3,3% N2. 

Проведение экспериментов в природных условиях не позволяет изменять 

один из внешних факторов, сохраняя другой неизменным. Однако можно 

проанализировать результаты, полученные в одно и то же время суток в разные дни. 

Средняя скорость выделения H2 в дневное время в ФБР 1 и 2 увеличивалась с 

увеличением средней интенсивности света в разные дни (Рис. 17). Аналогичная 

зависимость была показана в других экспериментах на открытом воздухе (Tsygankov 

et al., 2002). В лабораторных экспериментах установлено, что влияние 

интенсивности света может быть различным у разных штаммов цианобактерий 
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(Dutta et al., 2005) и может зависеть от других факторов, например, от концентрации 

клеток, продолжительности освещения и др. (см. Влияние интенсивности света 

на выделение водорода). В данном случае (Рис. 17) рассматривается достаточно 

длительное выделение H2 (12 ч) в дневное время при переменном естественном 

освещении, при этом концентрация цианобактерий была высокой (~ 20 мг Хл / л). 
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Рисунок 17. Средняя скорость образования H2 в дневное время в ФБР 1 и 2 

(эксперимент № 1) в зависимости от средней интенсивности света в это время в 

разные дни. 

При анализе выделения водорода в утренние часы обнаружено, что низкие 

скорости выделения водорода коррелировали с более низкой температурой утром 

(Рис. 18) и предшествующей ночью (не показано).  
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Рисунок 18. Влияние утренней температуры на скорость выделения водорода 

утром в ФБР 1 и 2 (эксперимент № 1). 

 

Снижение биологической и биохимической активности с понижением 

температуры закономерно, но это снижение не должно быть столь драматичным 

(Jensen, Cox, 1983; Романова и др., 2020). Обычно в биологических системах 

температурный коэффициент равен 2 - 3, т.е. при изменении температуры на 100С 

активность изменяется в 2 – 3 раза. В наших экспериментах активность падала в 5 

раз при снижении температуры с 18,1 до 16,60C. Причиной столь резкого снижения 

активности при понижении температуры являлось, возможно, наложение других 

факторов. Ранее в лабораторных краткосрочных экспериментах мы показали, что 

фотосинтетическая активность этого штамма ингибировалась при низкой 

температуре (16°С) и высокой интенсивности света (>300 мкмоль квантов/(м2с)) 

(Романова и др., 2020). Хотя средняя интенсивность света по утрам в экспериментах 

вне помещения составляла около 100 мкмоль квантов/(м2 с), а средняя температура 

по утрам составляла 15,1–16,6°С, однако продолжительность воздействия была 

намного больше. Поэтому фотоингибирование может быть одним из объяснений 

зависимости, представленной на Рис. 18. В пользу этого свидетельствует и ранее 

обнаруженная закономерность: фотоингибирование фотосинтетической активности 

было намного выше при температурах ниже и выше оптимальных (Torzillo и 
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Vonshak 1994). Сочетание высокой интенсивности света и низкой температуры 

характерно для открытых систем, эксплуатируемых на открытом воздухе, а высокой 

интенсивности света и высокой температуры – для закрытых систем. Эксперименты 

на открытом воздухе с Synechocystis PCC 6803 в трубчатом ФБР объемом 50 л 

показали, что фотоингибирование сильно влияет на максимальный квантовый выход 

ФС2, особенно при низкой концентрации биомассы (Touloupakis et al., 2016). Что 

касается биоводорода, то низкая температура считается основным ограничивающим 

фактором в получении Н2 на открытом воздухе (Tsygankov et al., 2002). 

В эксперименте №1 добавление 3,3% N2 к газовой фазе Ar не влияло ни на 

скорость выделения H2, ни на его суммарное накопление, ни на продолжительность 

процесса (Рис. 16а, б). Однако следует признать, что эксперимент был достаточно 

коротким, хотя и по другой причине (см. ниже). 

Следует отметить, что конечная концентрация N2 в ФБР 2 (без добавления N2) 

не превышала 0,3%, т.е. не было диффузии N2 из воздуха внутрь пакета), что 

доказывает, что эти пакеты имеют незначительную проницаемость по меньшей мере 

для N2. Мы не можем судить о проницаемости для H2 на основе наших данных, но 

предыдущие исследования показывают, что она была очень низкой (Kitashima et al., 

2012). Конечная концентрация кислорода составляла ~ 10% (Рис. 16в), т.е. была 

ниже, чем в воздухе и, очевидно, являлась результатом фотосинтетической 

активности цианобактерий. Максимальное увеличение концентрации O2 

наблюдалось в первые два дня эксперимента, позже концентрация кислорода не 

увеличивалась (Рис. 16в). Это могло быть связано с уменьшением 

фотосинтетической активности (что могло сказаться и на выделении Н2), поэтому на 

113 ч добавили 40 мл 0,5 М NaHCO3 в оба пакета (не показано). Однако выделение 

кислорода не возобновилось, а выделение водорода прекратилось. Возможно, это 

было связано с неадекватным перемешиванием, потому что контрольное измерение 

pH (7,2) оказалось неверным - фактический pH составлял 10,2, что и стало причиной 

прекращения выделения водорода и остановки эксперимента. Техника 

перемешивания в ФБР такого типа должна быть модифицирована. Хорошо известно, 
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что надлежащее перемешивание сильно влияло на выход биомассы цианобактерий 

(Richmond, 1992). 

Тем не менее, хорошее совпадение результатов, полученных в двух ФБР в 

течение 5 дней, свидетельствует о воспроизводимости процесса в данных условиях. 

 

3.2.3. Влияние интенсивности света на выделение водорода 

 

Поскольку интенсивность света при выращивании цианобактерий была 30 

мкмоль квантов/(м2с), а на открытом воздухе в полуденные часы интенсивность 

света достигала 1400-1500 мкмоль квантов/(м2с) (Рис. 15), было высказано 

предположение, что неадаптированные культуры могут испытывать 

фотоингибирование. Поэтому в следующих экспериментах в качестве инокулята 

использовали культуры, постепенно адаптированные к высокой интенсивности 

света (см. Раздел 2.2., п.п. 2.2.2.). Так как в эксперименте № 1 два ФБР показали 

сходные результаты, исследование влияния интенсивности света (четыре различных 

значения) было проведено одновременно в двух ФБР, в каждом из которых 

проверяли влияние двух интенсивностей света. Интенсивность света снижали с 

помощью фильтров, как описано в Разделе 2.2., п.п. 2.2.2. В отличие от эксперимента 

№1, в эксперименте №2 пакеты с цианобактериями продували воздухом с 5% CO2. 

Как максимальная, так и средняя скорость выделения H2 (в дневное время) 

были самыми низкими в незатененной культуре при 1400 мкмоль квантов/(м2с) 

(Табл. 8), что свидетельствует о возможности фотоингибирования. 

 

Таблица 8. Влияние интенсивности света на скорость выделения H2 (в дневное 

время) в эксперименте № 2. 

Интенсивность света1, 

мкмоль квантов/(м2 с) 

Скорость выделения Н2, мл/л*час 

средняя Максимальная 

2202 0,22±0,14 0,72 
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3302 0,32±0,07 0,36 

6503 0,20±0,07 0,48 

14003 0,13±0,05 0,25 

1 Интенсивность света в полдень с затенением или без него 
2 ФБР4 
3 ФБР3 
 
Эти данные (Табл. 8) отличаются от данных эксперимента № 1 (Рис. 17), где 

не наблюдалось ингибирования светом. Мы можем объяснить это более высокой (в 

~5 раз) концентрацией Хл, а также более низкой концентрацией O2 в эксперименте 

№ 1, где не было протока воздуха, и культура находилась под аргоном. Следует 

отметить, что в краткосрочных (2 мин) экспериментах у клеточных суспензий той 

же культуры, ингибирования не наблюдалось даже при 2800 мкмоль квантов/(м2 с) 

(Романова и др., 2020). Ранее у Oscillatoria sp. ингибирование выделения H2 в 

течение нескольких часов инкубации наблюдалось при интенсивности света > 20 

мкмоль квантов/(м2 с), но только в отсутствие DCMU, поэтому ингибирование было 

приписано действию кислорода (Philips, Mitsui, 1983). В наших экспериментах при 

различной интенсивности света не было существенных различий в концентрациях 

O2 в газовой фазе (не показано). Следует отметить, что в этом случае концентрацию 

кислорода измеряли на фоне протока воздуха, причем над культурой, а не через 

культуру. На фоне достаточно высокой концентрации О2 в воздухе изменения этой 

концентрации за счет фотосинтетической активности трудно заметить. Возможно, 

что были различия в концентрации растворенного кислорода (т.е. в рО2). Однако и 

этот показатель в данных условиях не мог адекватно отражать состояние культуры, 

т.к. в отсутствие перемешивания он мог быть разным в разных слоях культуры. 

Известно, что режим освещения в толще культуры отличается от режима освещения 

на поверхности (Richmond, 1992). Можно предположить, что ингибирующий эффект 

света должен наиболее сильно сказываться на клетках, находящихся ближе к 

поверхности, т.е. испытывающих максимальное освещение. При хорошем 

перемешивании клетки в среднем получают одинаковое количество световой 
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энергии и, кроме того, исключается длительное пребывание клеток в условиях 

максимальной освещенности (на поверхности). Так, в перемешиваемой культуре A. 

variabilis PK84 в ФБР на открытом воздухе скорость выделения водорода не 

снижалась при высокой суточной освещенности, снижалась лишь эффективность 

преобразования энергии света в H2 (Tsygankov et al., 2002).   

В отношении влияния кислорода на выделение водорода можно 

рассматривать два механизма. Во-первых, прямое ингибирование нитрогеназы, 

которая крайне чувствительна к кислороду, но, тем не менее, защищена от него 

оболочкой гетероцист (Bothe et al., 2010; Marques et al., 2011). Во-вторых, понижение 

выделения водорода может объясняться его усиленным поглощением в 

оксиводородной реакции (Н2 + О2) с участием Hup-гидрогеназы (Tsygankov et al., 

1998; Tamagnini et al., 2002, 2007; Цыганков, 2007; Bothe et al., 2010; Khetkorn et al., 

2013). У мутантов, не содержащих Hup-гидрогеназы, присутствие кислорода гораздо 

слабее влияет на выделение водорода как в краткосрочных экспериментах 

(Tsygankov et al., 1998), так и в процессе роста (Yoshino et al., 2007). Вероятно, по 

этой причине у мутантов hupL- Anabaena sp. PCC 7120 увеличение интенсивности 

света не ингибировало выделение водорода, хотя выделение кислорода 

увеличивалось (Marques et al., 2011). 

 

3.2.4. Сравнительный анализ двух экспериментов на открытом воздухе 

 

Результаты двух экспериментов можно подытожить в следующей таблице 

(Табл. 9).  

Средняя объемная скорость выделения водорода не превышала 7,2-7,4 мл/л в 

сутки в течение 5 дней, тогда как расчетная максимальная скорость составляла 18,5-

20,6 мл/л в сутки (Табл. 9), хотя фактически она сохранялась в течение лишь 

нескольких часов. Максимальная скорость в расчете на 1 мг Хл составила 3,8 мл/сут 

в эксперименте № 2 с более низким содержанием Хл, а максимальное накопление 

водорода достигало 33,2 мл/л в эксперименте №1. 
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Таблица 9. Основные характеристики двух экспериментов на открытом 

воздухе. 

 

№ 

эксп 

 

ФБР 
 

Хл, мг/л 

нач/конеч 

Выделение Н2 Максимальное 

содержание в 

газовой фазе, % 

мл/л*день мл/мг* 

день 

мл/л 

среднее максимальное H2 O2 N2 

1 1 23,3/18,4 7,4 18,5 0,8 33,2 1,1 9,8 4 

1 2 23,3/18,0 7,2 20,6 0,9 31,8 1,1 9,7 0,7 

2 3* 4,1/3,4 2,3 11,5 2,8 10,5 0,03 18,4 77 

2 4* 4,5/4,2 3,4 17,3 3,8 12,8 0,03 17,9 75 

*Интенсивности света во время эксперимента № 2 были переменными (см. Сноску 

к Таблице 6). 

По сравнению с лучшими экспериментами на открытом воздухе (Lindblad et 

al., 2002; Tsygankov et al., 2002) довольно короткая продолжительность и низкие 

значения продукции H2 в нашем исследовании могут быть обусловлены 

несколькими причинами: простейшая конструкция ФБР, плохое перемешивание и 

гетерогенность культуры, неконтролируемый рН, неоптимальные природные 

условия. Следует обратить внимание на то, что надежного роста культур в этих 

условиях не наблюдалось. Для оценки роста использовали два показателя: Хл и ОП. 

Эксперименты № 1 и № 2 проводились с различными исходными концентрациями 

Хл (Табл. 9), которые не только не увеличивались в ходе эксперимента, но даже 

снижались. Снижение удельного содержания Хл могло бы объясняться высокой 

интенсивностью естественного света, что было отмечено ранее (Marques et al., 2011). 

Действительно, OП (еще один индикатор роста), в отличие от концентрации Хл, 

увеличился примерно на 50% во время эксперимента № 2 (ФБР 3, 4). С другой 

стороны, увеличение OП с уменьшением содержания Хл может также указывать на 

бактериологическое загрязнение культуры. Такое изменение параметров в 

эксперименте № 2 (ФБР 4) сопровождалось загрязнением, что было подтверждено 

микроскопией и было причиной остановки эксперимента. Таким образом, вопрос о 
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росте культур в условиях эксперимента остается открытым. Видимо, не следует 

рассчитывать на длительное выделение водорода в отсутствие надежного роста 

культур, и усилия должны быть направлены прежде всего на получение активно 

растущей культуры в данных условиях. При этом можно рассчитывать на 

уменьшение вероятности микробного загрязнения, которое пока что является 

проблемой, даже если цианобактерии выращиваются с антибиотиками. В качестве 

недостатка следует отметить низкую надежность полиэтиленовых пакетов при 

использовании без механической защиты. Фактически, некоторые пакеты были 

забракованы после начала экспериментов из-за повреждений. Тем не менее, наши 

первые эксперименты на открытом воздухе доказывают, что получение H2 за счет 

энергии света с помощью цианобактерий в Московской области принципиально 

возможно, однако требует значительных улучшений, чтобы иметь практическое 

значение. 

 

3.3. Использование сопряженной системы для получения водорода и оценка 

эффективности преобразования энергии в ней 

 

В предыдущих главах рассматривалось получение водорода на свету с 

помощью цианобактерий за счет непрямого биофотолиза воды. Использование воды 

в качестве донора электронов является главным преимуществом этого способа, а 

невысокая эффективность и низкая скорость - основными недостатками. Несмотря 

на попытки усовершенствований (поиск и создание новых штаммов, модификация 

ферментов, разработка фотобиореакторов), процесс весьма далек от экономически 

целесообразного. Другие способы получения биоводорода также не лишены 

недостатков, но имеют другие достоинства, что уже рассматривалось в Обзоре 

литературы (см. Глава 1, Раздел 1.1.).  

Нами предпринята попытка объединить преимущества разных способов 

использования энергии света и получения водорода в сопряженной биологической 

системе, а также проанализировать эффективность преобразования энергии на 
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разных стадиях и в целой системе. Такая система включает несколько 

последовательных стадий, в которых используются разные организмы со 

взаимодополняющими метаболическими возможностями. В предложенной системе 

первичным источником энергии является свет, энергия которого трансформируется 

в энергию биомассы зеленых фотосинтезирующих водорослей, которая далее 

преобразуется в энергию водорода с помощью других микроорганизмов. Таким 

образом, задача разбивается на несколько этапов: наращивание биомассы 

водорослей; физико-химическая предобработка биомассы (гидролиз); темновая 

ферментация гидролизата биомассы; фотоферментация продукта темновой 

ферментации (ферментационной жидкости). 

 

3.3.1. Выращивание биомассы микроводорослей  

 

Продукцию биомассы зеленых микроводорослей изучали с использованием 

C. reinhardtii СС124 и Chl. pyrenoidosa 82Т в условиях турбидостатного 

культивирования. При этом управление скоростью протока – слив урожая и долив 

питательной среды – велось по критерию поддержания постоянной концентрации 

биомассы в фотобиореакторе, определяемой по оптической плотности (в наших 

экспериментах 0,05 ед.). Это обеспечивает стабильное состояние культуры в 

отношении поглощения энергии света, рН, концентрации питательных элементов, 

содержания метаболитов в среде. Культуры выращивали в фотобиореакторе 

коаксиального типа в широком диапазоне интенсивностей света от 9,7 до 64,1 Вт/м2 

(см. Глава 2, Раздел 2.3.). 

Наши исследования показали, что скорость роста C. reinhardtii СС124 

увеличивалась с увеличением интенсивности света от 9,7 до 38,5 Вт/м2 и достигала 

максимума 0,110 - 0,115 ч-1 при насыщающей интенсивности 38,5 - 64,1 Вт/м2 без 

признаков фотоингибирования (Табл. 10). Это совпадает с данными, ранее 

полученными для C. reinhardtii в диапазоне световой интенсивности 15 - 60 Вт/м2 

(Tsygankov et al., 2006; Oncel, Sukan, 2011). 
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Таблица 10. Влияние интенсивности падающего света на скорость роста и 

эффективность преобразования энергии света у C. reinhardtii СС124. 

Io 

(Вт/м2)* 

Eсв. 

(кДж/ч) 

Скорость 

роста, μ 

(час-1) 

Концентрация 

биомассы, 

Выход 

биомассы, 

мг/ч на ФБР 

Еб 

(кДж/ч) 

 

ŋ 

(%) 

г/л моль/л 

9,7 2,9 0,011 0,22 0,009 0,11 0,04 1,4 

14,1 4,2 0,046 0,27 0,011 0,59 0,20 4,8 

18,7 5,6 0,057 0,27 0,011 0,71 0,26 4,6 

29,5 8,8 0,079 0,24 0,009 0,80 0,30 3,4 

38,5 11,5 0,110 0,24 0,009 1,11 0,41 3,6 

64,1 19,2 0,115 0,27 0,011 1,42 0,53 2,8 

*Интенсивность падающего света 9,7 - 64,1 Вт/м2 соответствует 36,7 – 256,6 мкмоль 

квантов/(м2  с). 

Концентрация биомассы в ФБР была постоянной и составляла около 0,25±0,02 

г/л. Но поскольку скорость роста (протока) увеличивалась, то увеличивался выход 

биомассы, а, следовательно, и заключенной в ней энергии (Табл. 10). Величина 

энергии, получаемой в ФБР в течение 1 часа (Eб), достигала 0,53 кДж/ч (уравнения 

расчета приведены в Главе 2, Разделе 2.6.). Энергия падающего света за 1 ч (Eсв.) 

увеличивалась пропорционально интенсивности падающего света. Однако 

эффективность преобразования энергии света в энергию, накопленную в биомассе, 

была максимальной (4,8–4,6%) при довольно низкой интенсивности света 14,1–18,7 

Вт/м2. Таким образом, оптимальные условия для скорости роста (и производства 

биомассы) заметно отличались от таковых для эффективности преобразования 

световой энергии. Наиболее эффективное преобразование световой энергии имело 

место, когда скорость роста составляла всего 40 – 50% от максимального значения. 

Аналогичные исследования нами были проведены с использованием 

турбидостатного культивирования Chl. pyrenoidosa 82Т, при этом была получена 

более высокая концентрация биомассы и более низкая скорость роста (таблица 11). 

Эффективность преобразования энергии света была близка к значениям, 
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полученным для C. reinhardtii. Наибольшая эффективность, равная 5,5%, 

наблюдалась при низкой интенсивности света (18,7 Вт/м2), когда скорость роста 

была 58% от максимального значения. Поскольку существенных различий в 

запасании энергии света разными видами зеленых микроводорослей мы не 

наблюдали, поэтому в дальнейших экспериментах мы использовали биомассу C. 

reinhardtii СС124.  

Таблица 11. Влияние интенсивности падающего света на рост и 

эффективность преобразования световой энергии у Chl. pyrenoidosa 82Т. 

Io (Вт/м2) Eсв. 

(кДж/ч) 

Скорость 

роста, μ 

(час-1) 

Концентрация 

биомассы,  

Еб 

(кДж/ч) 

 

ŋ 

(%) 

г/л моль/л 

9,7 3,3 0,016 0,26 0,010 0,09 2,7 

18,7 6,4 0,056 0,29 0,011 0,35 5,5 

38,5 13,2 0,093 0,28 0,011 0,58 4,4 

64,1 21,9 0,097 0,35 0,014 0,78 3,6 

 

Эти результаты согласуются с опубликованными данными об эффективности 

преобразования световой энергии у микроводорослей 0,2-6,3% (Klass, 1998; Weyer 

et al., 2010; Wobbe, Remacle, 2015). Следует отметить, что этот параметр часто 

рассчитывали по отношению к поглощенной световой энергии, имея в виду, что 

непоглощенный (прошедший через культуру) свет может в дальнейшем 

использоваться в некоторых других светозависимых процессах. Однако следует 

подчеркнуть, что интенсивность прошедшего через суспензию света намного ниже 

по сравнению с падающим светом (10-12% в настоящем исследовании). Кроме того, 

прошедший через культуру свет представляет собой рассеянный свет с измененным 

спектральным составом, следовательно, его использование является 

непродуктивным с точки зрения фотосинтеза. Поэтому в настоящей работе расчеты 

проводились на основе энергии падающего света. 
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3.3.2. Предобработка сырой биомассы микроводорослей 

 

Полученную биомассу C. reinhardtii СС124 далее предполагалось 

использовать в качестве субстрата для выделения водорода гетеротрофными 

бактериями. Из мирового опыта известно, что сбраживание биомассы чистыми 

культурами бактерий или микробными консорциумами далеко не всегда является 

легкой задачей. Чаще всего необходимо ее предварительно разрушить механически 

или химически для получения сбраживаемых сахаров. С этой целью можно 

использовать разнообразные методы, начиная с простейших, таких как 

замораживание – оттаивание или обработка ультразвуком (Jeon et al., 2013; Yun et 

al., 2013). Наши предварительные эксперименты показали, что, даже после 

частичного разрушения биомассы водорослей с помощью замораживания - 

оттаивания, гетеротрофный микробный консорциум не способен к ее сбраживанию, 

т.к. наблюдалось только незначительное образование газа, содержащего метан 

(данные не показаны). Мы также пробовали обрабатывать биомассу ультразвуком, 

изменяя время обработки от 30 сек до 10 минут с регулярными интервалами 

охлаждения (мощность УЗ 10 дБ). Данные показали, что общее количество 

углеводов в растворимой фракции не увеличивалось при увеличении 

продолжительности ультразвукового воздействия (не представлено). 

В литературе рекомендуются и более сложные методы предварительной 

обработки биомассы водорослей: термокислотный или термощелочной гидролиз 

(Yang et al., 2011; Liu et al., 2012), осмотический шок (Lee et al., 2010), обработка с 

помощью ферментов амилазы и амилоглюкозидазы (Choi et al., 2010). Кроме того, 

были также испытаны различные комбинации измельчения, ферментативного 

гидролиза, ультразвуковой обработки или СВЧ - нагрева в присутствии кислоты 

(Cheng et al., 2012). Методы предварительной обработки выбираются в зависимости 

от свойств микроводорослей, особенно от прочности их клеточной стенки. Так в 

работе Ефременко и соавт. (Efremenko et al., 2012) применили один и тот же метод 

термокислотной обработки для биомассы различных микроводорослей, но получили 
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разные скорости выделения Н2 в процессе ферментации при использовании одних и 

тех же иммобилизованных клеток C. acetobutylicum. 

В нашем исследовании оказался полезным метод предварительной 

термокислотной обработки - нагревание в присутствии H2SO4 (см. Глава 2, Раздел 

2.3., п.п. 2.3.1.). Это привело к увеличению общего количества углеводов в 

растворимой фракции от 44,8 до 229,7 мг/г АСБ, в т.ч. концентрация глюкозы 

увеличилась с 0,09 до 4,3 мг/г сухого веса. Полученный таким образом гидролизат 

биомассы можно было использовать для дальнейшей ферментации. 

 

3.3.3. Темновая анаэробная ферментация гидролизата биомассы 

микроводорослей 

 

На стадии темновой ферментации гидролизата водорослей основной 

проблемой является выбор подходящей культуры микроорганизмов. Есть примеры 

использования различных микроорганизмов и консорциумов для выделения H2, в 

том числе, C. butyricum (Kim et al., 2006; Liu et al., 2012), иммобилизованного C. 

acetobutylicum (Efremenko et al., 2012) и анаэробной микрофлоры осадка сточных вод 

(Park et al., 2009). Например, с помощью C. butyricum было получено 81-92 мл H2/г 

АСБ при ферментации гидролизата Arthrospira platensis и Chl. vulgaris, полученного 

после термокислотной и ультразвуковой обработки биомассы (Cheng et al., 2012; Liu 

et al., 2012). Обсуждаются преимущества монокультур и смешанных культур 

(консорциумов). Применение монокультур представляется очень полезным 

подходом для экспериментальной оценки скоростей и выходов H2, а также 

органических кислот. Однако на практике монокультура неприменима из-за 

высокой стоимости стерилизации субстрата и невозможности использования 

широкого спектра органических веществ (Текучева, Цыганков, 2012). Таким 

образом, предпочтительным считается использование микробных консорциумов. 
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Несмотря на то, что темновое брожение различных отходов/биомассы хорошо 

изучено, этот процесс, однако, не рассматривался в контексте общей эффективности 

преобразования энергии. В нашем исследовании предпринята попытка это сделать. 

Темновую анаэробную ферментацию гидролизата Chl. reinhardtii проводили с 

использованием анаэробного консорциума с преобладанием клостридий, как 

описано в Главе 2, Разделе 2.3., п.п. 2.3.2. Полученная в результате брожения 

ферментационная жидкость (ФЖ) охарактеризована в Табл. 12. Количество общих 

углеводов уменьшилось на 92%, т.е. углеводы потреблялись, при этом 

образовывались органические кислоты, такие как ацетат (20 мМ) и лактат (35 мМ), 

т.е. брожение протекало по гетероферментативному типу. Выделение газа 

начиналось на 24 день и продолжалось в течение 56 дней. Общее количество H2 

составило 5,8 ммоль на 1 л ФЖ (таблица 12), или 0,14 моль/моль глюкозы. Низкий 

выход H2, вероятно, был следствием его потребления водород-поглощающими 

бактериями консорциума. Ранее при ферментации биомассы Chl. vulgaris и 

Dunaliella tertiolecta анаэробными культурами также было получено небольшое 

количество H2, который впоследствии потреблялся (Lakaniemi et al., 2011).  

Таблица 12. Продукты анаэробной темновой ферментации гидролизата C. 

reinhardtii  

 

Субстрат/ 

продукты 

Концентрация 

субстрата/продуктов 

Общая энергетическая 

ценность** 

Содержа-

ние 

углерода 

(мМ) 

ммоль/л мг/г АСБ кДж/г 

АСБ 

кДж/100 кДж 

биомассы 

В гидролизате:      

Углеводы 42,5±1 230,00 3,46 23,86 255,0 

В ФЖ*:      

Углеводы 3,1±0,1 18,00 0,27 1,86 18,6 

H2 5,8 0,34 0,05 0,34  

CO2 4,5 14,00 - - 4,5 
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Ацетат 20,0±0,2 36,00 0,54 3,72 40 

Лактат 35,0±1,7 99,00 1,49 10,28 105 

Всего - - 2,35 16,21 168,1 

* 1 л ФЖ соответствует начальному АСБ 33,3 г C. reinhardtii  

** Удельная энергия сгорания субстрата приведена в Главе 2, Раздел 2.6. 

Содержание углерода в анализируемых продуктах ферментации было около 

65,9% от содержания углерода в субстрате (гидролизате). Это означает, что 

некоторые продукты ферментации не были учтены.  

Для расчета баланса энергии можно оценить энергетическую ценность 

потребляемых углеводов гидролизата и образуемых продуктов темновой 

ферментации с использованием уравнения: Q (кДж/г) = 112,8 * γ / Мв-ва. (см. Глава 

2, Раздел 2.6.) Полученные результаты показали, что исходное содержание энергии 

в углеводах гидролизата составило 3,46 кДж/г (Табл. 12). Энергия, содержащаяся в 

потребленных углеводах во время ферментации, составляла 3,19 кДж/г. Общее 

содержание энергии в измеренных продуктах ферментации (ацетат, лактат, водород 

и остаточная глюкоза) составляло 2,35 кДж/г. Таким образом, эффективность 

преобразования энергии потребленных углеводов в энергию измеренных продуктов 

брожения составляла 68% (вероятно, цифра занижена, поскольку измеряли лишь 

ограниченный спектр продуктов). При этом эффективность преобразования энергии 

потребленных углеводов в образованный H2 составила всего 1,6%. Если же принять 

во внимание начальное содержание энергии не в углеводах гидролизата, а в 

исходной биомассе водорослей, равное 14,5 кДж/г АСБ, то эффективность 

преобразования энергии в продукты брожения и H2 составит 6,2 и 0,3% 

соответственно. 

 

3.3.4. Фотоферментация с использованием ФЖ после темновой ферментации 

 

Образующиеся при темновой ферментации ацетат и лактат, а также 

несброженные углеводы могут быть далее использованы для фотоферментации 
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пурпурными бактериями, при этом может быть получен H2 в соответствии с 

уравнениями 29-31: 

C2H4O2 + 2H2O → 4H2 + 2CO2 (29) 

C3H6O3 + 3H2O → 6H2 + 3CO2 (30) 

C6H12O6 + 6H2O → 12H2 + 6CO2 (31) 

Таким образом, используя 1 л ФЖ известного состава (Табл. 12), можно было 

получить 80 ммоль Н2 из ацетата, 210 ммоль Н2 из лактата и 37,2 ммоль Н2 из 

глюкозы, всего 327,2 ммоль Н2 на 1 л ФЖ. Тем не менее, реальное культивирование 

C. sphaeroides №71 на неразбавленной ФЖ не приводило к образованию H2 (не 

показано). В ряде работ была показана целесообразность разбавления ФЖ после 

разного рода ферментаций для последующего культивирования пурпурных 

бактерий, что объяснялось высокими (ингибирующими) концентрациями продуктов 

темновой ферментации (Liu et al., 2012; Liu et al., 2013). Однако при использовании 

разбавленной ФЖ (25 - 50%) мы также не наблюдали выделения водорода даже при 

добавлении некоторых компонентов, хотя наблюдали значительный рост бактерий 

и потребление лактата и ацетата (Табл. 13). Следует отметить, что потребление 

ацетата было ~100%, лактата ~80%, в то время как содержание углеводов не 

изменилось. Конечная концентрация бактериальных клеток (по Бхл или белку) была 

довольно высокой. Таким образом, можно сделать вывод, что используемая среда 

была пригодна для роста пурпурных бактерий, но не для образования H2. Другими 

словами, в испытываемой нами трехстадийной системе возможно получение 

биомассы пурпурных бактерий, богатой пигментами, убихинонами, 

аминолевулиновой кислотой, липидами, но такая система уже лежит вне области 

наших задач. 
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Таблица 13. Характеристики культуры Cr. sphaeroides №71, выросшей на ФЖ 

(разбавленной дистиллированной водой) после темновой ферментации. 

ФЖ Бхл 

(мг/л) 

Белок 

(мг/л) 

NH4
+ 

(мМ) 

Лактат 

(мМ) 

Ацетат 

(мМ) 

Глюкоза 

(мМ) 

H2 

(ммоль/л) 

50% 61,0±1,4 2,1±0,1 14,1±1,2 3,0±0,3 0 1,9±0,04 0 

50%* 3,7±0,3 - - 0 0 0 187,6±9,3 

*Синтетическая среда с эквивалентными концентрациями орг. кислот 

Отсутствие выделения водорода при наличии роста было, очевидно, связано с 

высоким уровнем содержания азотсодержащих продуктов ферментации и, в 

частности, аммония (22,4 мМ), который подавляет синтез и ингибирует активность 

нитрогеназы, ответственной за выделение водорода. Это общая проблема для 

фотоферментации при использовании субстратов с низким отношением C/N. Для ее 

решения были предложены различные способы, включая химические методы 

удаления аммония (Cheng et al., 2012), применение нечувствительных к аммонию 

мутантов (Heiniger et al., 2012; Ryu et al., 2014). 

Чтобы оценить возможность выделения водорода пурпурными бактериями из 

субстратов, содержащихся в 50% ФЖ, мы использовали синтетическую среду с 

эквивалентными концентрациями ацетата (10 мМ) и лактата (17,5 мМ), но 

пониженной концентрацией аммония (3,3 мМ). В этом случае субстраты 

потребились практически полностью, концентрация Бхл составила лишь 3,7 мг/л, но 

было получено 187,6 ммолей водорода на 1 л неразбавленной ФЖ, т.е. 57,3% от 

теоретически возможного.  

Общий выход водорода за 2 стадии составил 142,1 + 4596,2 = 4638,3 мл/л или 

4,3 + 138,0 = 142,3 мл/г АСБ C. reinhardtii. Энергия полученного водорода 

оценивалась в 1,6 кДж/г АСБ (расчеты производились как описано в Разделе 2.6.). 

Содержание энергии в биомассе водорослей составляло 14,5 кДж/г АСБ (расчеты 

производились как описано в Главе 2, Разделе 2.6.). Таким образом, эффективность 

преобразования энергии биомассы водорослей в водород составила приблизительно 

11%. Как показано в разделе 4.1, эффективность преобразования энергии света в 
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энергию биомассы водорослей составила около 5%. Следовательно, общая 

эффективность преобразования световой энергии в энергию Н2 (через стадии 

синтеза и ферментации биомассы) была не более 0,55%. Кроме того, следует 

отметить, что мы не учитывали все дополнительные затраты энергии на разных 

этапах (гидролиз, центрифугирование после гидролиза и после темновой 

ферментации, освещение на стадии фотоферментации и др.), что еще больше 

снизило бы эффективность. 

Для оценки потенциальной эффективности преобразования световой энергии 

в H2 с использованием сопряженной системы, результаты, полученные нами для 1-й 

стадии (производство биомассы микроводорослей), можно было бы объединить с 

наиболее многообещающими из опубликованных ранее результатов для 

последующих этапов (темное брожение и фотоферментация). В исследовании Чен и 

соавт. (Cheng et al., 2012) биомасса Arthrospira была обработана микроволновым 

нагреванием с кислотой, а для удаления аммония использовали цеолит. 

Максимальный выход H2, показанный для темновой ферментации и 

фотоферментации этой биомассы, достигал 337 мл/г АСБ, что было эквивалентно 

3,9 кДж/г АСБ. Предполагая, что содержание энергии в биомассе Arthrospira и C. 

reinhardtii было одинаковым, т.е. 14,5 кДж/г, эффективность преобразования 

энергии биомассы в энергию H2 составит 27%. Если принять эффективность 

преобразования энергии света в энергию биомассы водорослей Arthrospira за 5% 

(как показано нами для C. reinhardtii), то суммарная эффективность преобразования 

световой энергии в энергию Н2 будет составлять примерно 1,4%. И это пример 

оптимистической оценки, т.к. дополнительные расходы энергии не были приняты во 

внимание, и, следовательно, реальные результаты будут намного ниже. 

 Таким образом, применение закономерностей материально-энергетического 

баланса позволило оценить эффективность превращения световой энергии в 

энергию водорода в сопряженной системе, как на отдельных стадиях, так и в целом. 

Оказалось, что сопряженная система характеризуется низкой эффективностью (0,55 

%) и может быть повышена до 1,4%, если принять во внимание лучшие 



111 
 

литературные данные для стадий темновой ферментации биомассы и последующей 

фотоферментации (27%). Предполагалось, что прямое свето-зависимое образование 

биотоплив (этанол, липиды, водород) с помощью микроводорослей является более 

перспективным (Sarsekeyeva et al., 2015; Grechanik, Tsygankov, 2021). Однако из 

полной энергии светового излучения только небольшая часть может быть 

преобразована в энергию водорода с использованием фотосинтеза. Например, 

теоретическая эффективность превращения световой энергии в энергию водорода у 

зеленых водорослей составляет 12% (Dubini, Ghirardi, 2014; Torzillo et al., 2014), но 

на практике у иммобилизованных в пленке культур максимальная эффективность 

достигала 1,53% (Kosourov, Seibert, 2009), а у суспензионных – 0,24% (Ghirardi, 

2006). Эффективность дополнительно снижается, когда выделение водорода 

осуществляется в условиях солнечного освещения (Scoma et al., 2012; Touloupakis, 

Torzillo, 2019).  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Было изучено влияние интенсивности света и температуры на 

фотосинтетическую и нитрогеназную активность по выделению H2 у родительского 

штамма цианобактерии Anabaena sp. PCC 7120 ∆Hup (не синтезирующих водород-

поглощающую гидрогеназу) и мутантов dc-Q193S и dc-R284H, с мутациями вблизи 

активного центра нитрогеназы. Выделение H2 у мутантов мало отличалось от 

родительского штамма по энергии активации, по константам насыщения светом и 

по ингибированию ацетиленом. Однако в отличие от родительского штамма 

выделение H2 у них не ингибировалось молекулярным азотом. Это предполагает 

возможность использования азота или воздуха вместо аргона при получении 

водорода, что перспективно с практической точки зрения. Однако нитрогеназная и 

фотосинтетическая активность мутантов были ниже, чем у родительского штамма 

ΔHup, был ниже и температурный оптимум для выделения Н2, что обусловлено 

повышенной хрупкостью филаментов. Таким образом, по нашим оценкам, 

применение этих мутантов имеет ограниченный характер. Нужны дальнейшие 

исследования и получение новых мутантов, обладающих высокой 

фотосинтетической активностью и высокой стабильностью филаментов. Нами 

предложены дополнительные требования к мутантам, создаваемым на основе сайт-

направленного мутагенеза нитрогеназы. 

Изучена возможность выделения H2 у цианобактерией Anabaena sp. PCC 7120 

∆Hup и влияющих факторов в природных условиях в Подмосковье с использованием 

простейших ФБР. Два эксперимента были выполнены в июле и августе 2016 г. при 

средней дневной температуре 21,7 и 20,6°C, средней дневной интенсивности света 

290 и 340 мкмоль квантов/(м2 с), соответственно. Максимальная скорость выделения 

H2 составляла 20,6 мл день-1 л-1 культуры, продолжительность – 5 дней. Полученные 

активности были ниже по сравнению с лабораторными данными. Это могло быть 

связано с неоптимальными условиями: низкими ночными (утренними) 

температурами и высокой интенсивностью света утром и днем, что вызывает 

фотоингибирование. Полученные результаты доказывают, что выделение H2 
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цианобактериями возможно и на открытом воздухе в дешевых ФБР – пластиковых 

пакетах, однако в полностью неконтролируемых условиях нельзя рассчитывать на 

высокие скорости выделения водорода. Кроме того, для таких ФБР необходимо 

создать систему перемешивания культур, не нарушающую целостность филаментов, 

но позволяющую устранять высокие градиенты условий внутри ФБР. 

Воспроизведена трехстадийная интегрированная система получения водорода 

на основе биомассы фотоавтотрофных микроводорослей с использованием 

брожения и фотоферментации с использованием хемо- и фототрофных бактерий, 

соответственно. Применение закономерностей материально-энергетического 

баланса позволило оценить эффективность превращения световой энергии в 

энергию водорода в сопряженной системе, как на отдельных стадиях, так и в целом. 

Оказалось, что сопряженная система характеризуется низкой 

эффективностью (0,55 %) и может быть повышена до 1,4%, если принять во 

внимание лучшие литературные данные для стадий темновой ферментации 

биомассы и последующей фотоферментации (27%). Следовательно, эта схема 

неэффективна для биоконверсии световой энергии из-за потерь на промежуточных 

этапах. Тем не менее, в условиях, когда микроводоросли растут без применения 

энергозатрат (например, в естественном водоеме), и затраты по их сбору и 

транспортировке к месту сбраживания и фотоферментации незначительны, такой 

подход при получении водорода с одновременной очисткой эвтрофицированного 

водоема может иметь практическое значение. 
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ВЫВОДЫ 

1) Показано, что исследованные мутанты Anabaena sp. 7120 ∆Hup (dc-Q193S и 

dc-R284H) с модификациями вблизи активного центра нитрогеназы 

нечувствительны к N2, и подход к созданию продуктивных штаммов, 

основанный на точечных мутациях нитрогеназы, является перспективным, но 

требующим доработки.  

2) Обнаружено, что фотосинтетическая и нитрогеназная активности мутантов 

∆Hup dc-Q193S и dc-R284H понижены по сравнению с родительским 

штаммом. Кроме того, у мутанта нитрогеназная активность снижалась при 

высоких температурах, что обусловлено, видимо, пониженной прочностью 

филаментов. Предложены дополнительные требования к мутантам с 

точечными мутациями нитрогеназы.  

3) Впервые проведено изучение выделения H2 цианобактерией Anabaena sp. 

7120 ∆Hup в условиях окружающей среды в Подмосковье с использованием 

простейших фотобиореакторов — пластиковых пакетов. Выделение H2 в 

таких условиях возможно, хотя продолжительность и максимальная скорость 

были невысокими (5 суток, 20,6 мл/л в день). Это может быть обусловлено 

неблагоприятными погодными условиями и конструктивными 

особенностями используемых фотобиореакторов.  

4) Воспроизведена трехстадийная схема получения Н2, включающая 

фотоавтотрофный синтез биомассы зеленых водорослей C. reinhardtii, ее 

темновое сбраживание анаэробным гетеротрофным консорциумом и 

фотоферментацию продуктов брожения Cr. sphaeroides.  

5) С использованием закономерностей материально-энергетического баланса 

впервые рассчитана эффективность преобразования энергии света в энергию 

H2 в такой системе, которая без учета потерь на промежуточных этапах и 

потребления света на этапе фотоферментации не превышает 0,55%. 
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