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ПОЛУЧЕНИЕ БИОВОДОРОДА: ПОСЛЕДНИЕ ДОСТИЖЕНИЯ  
И СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ

Аннотация. Рост численности населения планеты, увеличение спроса на энергию, истоще-
ние запасов ископаемого топлива и пагубное влияние продуктов их сгорания на экологи-
ческое состояние окружающей среды, а также на глобальное изменение климата являются 
не только актуальными проблемами современности, но и несомненно мощным стимулом 
к поиску альтернативных источников энергии. Молекулярный водород, как известно, яв-
ляется энергоносителем с высокой удельной теплотой сгорания, а также нулевым угле-
родным следом, поскольку в результате реакции окисления водорода образуется вода. Н

2
, 

продуцируемый микроорганизмами (к примеру, цианобактериями, микроводорослями и 
бактериями) получил название «биоводород». В данном обзоре рассмотрены современные 
достижения науки в области изучения водородной биоэнергетики, а также пути повышения 
производительности выделения биоводорода.
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Abstract. The growing population of the planet, the increase in demand for energy, the depletion 
of fossil fuels and the detrimental effect of their combustion products on the ecological state of 
the biosphere, as well as on global climate change, are not only urgent problems of our time, 
but also a powerful incentive to search for alternative energy sources. Molecular hydrogen is 
an energy carrier with a high specific heat of combustion and a zero carbon emission, since 
water is formed as a result of the oxidation of hydrogen. H

2
 produced by microorganisms is 

called “biohydrogen”. This review considers the modern achievements of science in the field of 
studying hydrogen bioenergy.
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Введение. В настоящее время существует большое количество причин, требующих ускорения 
исследований в области разработки биотоплива, среди которых и рост населения планеты, и 
ограниченный характер запасов ископаемого топлива, а также отрицательное воздействие про-
дуктов его сгорания на климат [1–3]. Наиболее распространенным, доступным и возобновляе-
мым источником энергии для устойчивого производства топлива является солнечная энергия, 
эффективное использование которой достижимо в результате разработки экономичных систем 
биоконверсии, позволяющих преобразовывать солнечную энергию в химическую, сохраняю-
щуюся в последующем в виде топлива (например, как Н

2
) [4]. Наиболее привлекательны в этом 

отношении процессы, способные улавливать большие объемы свободной энергии, доступной в 
годовом солнечном потоке, и преобразовывать ее в H

2
 [3, 5]. Водород является энергоносителем 

с высокой удельной теплотой сгорания и нулевым углеродным следом и, поскольку в результате 
окисления водорода образуется вода, его можно использовать как экологически чистый источник 
энергии. Газообразный H

2
 является одним из самых универсальных, эффективных и устойчивых 

источников энергии. Среди способов получения водорода биологический путь является наибо-
лее многообещающим [6–15]. Для обозначения водорода, полученного биологическим путем, 
принято использовать термин «биоводород» [1]. Метаболизм биоводорода фотосинтезирующи-
ми организмами впервые был описан для зеленых микроводорослей [16, 17], а вскоре после этого 
[18] для фотосинтезирующих бактерий. В настоящее время известно, что молекулярный водород 
способны выделять микроорганизмы различных групп: зеленые микроводоросли, цианобакте-
рии, анаэробные фотосинтезирующие бактерии и анаэробные ферментативные бактерии [13, 
19–21]. В соответствии с этим, биологические процессы получения водорода классифицируются 
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следующим образом: биофотолиз воды с использованием микроводорослей и цианобактерий; 
фоторазложение органических соединений фотосинтезирующими бактериями; ферментативное 
производство водорода из органических соединений; производство водорода с использованием 
фотосинтеза и ферментации бактерий (рис. 1) [22].

В рамках данного обзора будут рассмотрены механизмы получения биоводорода с помощью 
цианобактерий и микроводорослей, а также приведены результаты недавних исследований в 
этой области.

Цианобактерии 
Цианобактерии – древнейшая группа фотосинтезирующих организмов, одна из крупнейших 

и наиболее важных групп прокариот на Земле. Они способны осуществлять оксигенный фото-
синтез и дыхание одновременно в одном отсеке клетки, а также многие цианобактерии способ-
ны фиксировать азот. Эти особенности позволяют им выживать в самых разных местообитаниях 
[24]. Цианобактерии имеют сходство с организмами эукариотического мира, обладающими дву-
мя фотосистемами [25, 26], и являются одной из групп микроорганизмов, пригодных для фото-
биологического выделения водорода [27, 28]. Цианобактерии могут напрямую преобразовывать 
солнечную энергию и воду в биоводород; это представляется возможным за счет наличия специ-
альных ферментов, способных использовать восстановитель, полученный в результате расще-
пления воды, для получения водорода. 

Микроводоросли
Микроводоросли – группа одноклеточных фотосинтезирующих микроорганизмов, которые 

являются источниками возобновляемого биотоплива благодаря тому, что они накапливают в 
клетках жирные кислоты, крахмал и другие ценные соединения [29]. У микроводорослей произ-
водство H2 является результатом объединенной работы фотосинтетической цепи переноса элек-
тронов и пластидиальной [FeFe] – гидрогеназы [30]. 

Ферменты, вовлеченные в водородный метаболизм 
В водородный метаболизм у цианобактерий вовлечены 2 типа ферментов – нитрогеназы и 

гидрогеназы [1, 26, 28, 31–34]. Нитрогеназы катализируют образование водорода одновременно 
с восстановлением азота до аммиака, фиксация азота и образование молекулярного водорода у 
цианобактерий являются взаимосвязанными процессами. Нитрогеназа, в отличие от гидрогена-
зы, катализирует необратимый процесс, который считается более перспективным для исполь-
зования в производстве водорода [26, 28]. У всех N

2
-фиксирующих цианобактерий присутствует 

также и поглощающая гидрогеназа, а некоторые штаммы содержат также и двунаправленную 
гидрогеназу [32, 35, 36]. Поглощающая гидрогеназа перерабатывает H

2
, выделившийся во время 

фиксации N
2
, и, таким образом, уменьшает потери энергии во время катализа нитрогеназы [21, 

Рис. 1. Возможные пути синтеза молекулярного водорода в микроорганизмах (модифицировано по [23])

Fig. 1. Possible pathways for the synthesis of molecular hydrogen in microorganisms (modified according to [23])
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34, 37]. Не фиксирующие азот штаммы обладают только двунаправленным ферментом [35, 36]. 
Двунаправленная гидрогеназа катализирует обратимое восстановление водорода из протонов и 
электронов. Гидрогеназы интегрированы в клеточную сеть таким образом, что они могут утили-
зировать избыток восстановителей для получения водорода [31].

Нитрогеназа является двухкомпонентным металлоферментным комплексом (рис. 2) [36].
Существует несколько типов нитрогеназ отличающихся содержанием различных металлов 

(Mo, V, Fe) в своем активном центре. Процессы, катализируемые этими ферментами, описыва-
ются реакциями (1-3) [36, 38–40]:

[Mo]-нитрогеназа:

[V]-нитрогеназа:

[Fe]-нитрогеназа:

Нитрогеназы кодируются nifHDK-генами.
Обратимая (двунаправленная) гидрогеназа – сложный гетеропентамерный комплекс, состоя- 

щий из 2 структурных фрагментов: гидрогеназы (большая и малая субъединицы: HoxH, HoxY), и 
диафоразной части (субъединицы Hox U, E, F) (рис. 2) [36]. Реакция, катализируемая гидрогена-
зой имеет следующий вид:

Направление реакции зависит от окислительно-восстановительного потенциала компонен-
тов, способных взаимодействовать с ферментом. В присутствии H

2
 и акцепторов электронов, 

гидрогеназа катализирует поглощение H
2
, в присутствии донора электронов с низким потенци-

алом, фермент использует протоны из воды в качестве акцепторов электронов и катализирует 
выделение Н

2
 [31]. Двунаправленная гидрогеназа цианобактерий кодируется генами HoxEFUYH 

[36].
Поглощающая гидрогеназа – гетеродимерный фермент, состоящий из большой субъединицы, 

содержащей активный центр (HupL), и малой субъединицы (HupS) (рис. 2) [32, 41]. Основная 
функция поглощающей гидрогеназы заключается в энергодающем переносе H2 в пул убихинона/
пластохинона. Данный класс гидрогеназ кодируется генами HupSL [1].

По строению активного центра выделяют три основных класса гидрогеназ: [FeFe] – гидро-
геназы, [NiFe] – гидрогеназы, Hmd – гидрогеназы [31, 42–44]. Для микроводорослей характер-
но наличие первого типа ферментов. [FeFe] – гидрогеназа имеет уникальный активный центр 
(H-кластер), активность которого примерно в 100 раз выше, чем у других гидрогеназ [45]. Из-

Рис. 2. Ферменты, вовлеченные в водородный метаболизм у цианобактерий (Модифицировано по [32])

Fig. 2. Enzymes involved in hydrogen metabolism in cyanobacteria (Modified according to [32])

2 3 2 iN 8H 18e 16 2NH H 16 16P+ −+ + + ΑΤΦ→ + + ΑΧΦ+Д (1)

2 3 2 iN 12H 12e 24 2NH 3H 24 24P+ −+ + + ΑΤΦ→ + + ΑΧΦ+Д (2)

2 3 2 iN 21H 21e 42 2NH 7.5H 42 42P+ −+ + + ΑΤΦ→ + + ΑΧΦ+Д (3)

22H 2e H+ −+ ↔ (4)
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вестно, что фермент, [FeFe] – гидрогеназа микроводорослей, кодируется генами HydA1 и HydA2 
и локализуется в хлоропластах [46–48].

Особенностью всех типов ферментов, участвующих в процессе выделения водорода, является 
их высокая чувствительность к кислороду [49, 50]. Более того, известно, что гидрогеназы зеленых 
микроводорослей необратимо ингибируются под действием кислорода, тогда как [NiFe]-гидро-
геназы, характерные для цианобактерий, более устойчивы к О

2
, а их ингибирование имеет обра-

тимый характер [51]. Таким образом, наличие кислорода в среде инактивирует процесс производ-
ства H

2
 [52, 53].

Кроме того, [NiFe]-гидрогеназы синтезируются конститутивно, в то время как экспрессия 
генов [FeFe]-гидрогеназ требует предварительной темновой адаптации в анаэробных условиях 
[1, 54].

Механизмы выделения биоH
2
 

Процесс фотосинтеза представляет собой сложную цепь окислительно-восстановительных 
реакций, протекающих в тилакоидных мембранах хлоропластов. Последовательный перенос 
электронов приводит к тому, что восстановленный ферредоксин (Фд) передает электроны далее 
для восстановления НАДФ и синтеза АТФ. В случае же фотобиологического производства водо-
рода ферредоксин отдает электроны на специальные ферменты, которые и участвуют в метабо-
лизме водорода [55]. 

Цианобактерии и микроводоросли могут выделять биоводород путем прямого и непрямого 
биофотолиза [56]. В ходе прямого биофотолиза восстановитель, образующийся в результате фо-
тосинтеза (ферредоксин или НАД(Ф)Н) переносит под действием света электроны на гидрогена-
зу, и приводит к синтезу молекулярного водорода [2, 13, 56–59] (5):

При непрямом биофотолизе электроны, образующиеся в результате расщепления воды, сна-
чала поступают для синтеза запасных углеводов (крахмал, гликоген), а затем эти органические 
запасы служат донорами электронов для образования H

2
 [8, 60–62]. Преимуществом непрямого 

биофотолиза является возможность использования альтернативных источников углерода в каче-
стве доноров протонов и электронов для генерации водорода [63].

Стратегии, используемые для повышения продуктивности процесса выделения H
2

Производство водорода биологическим путем сталкивается с рядом трудностей, среди кото-
рых: низкая эффективность и продуктивность процесса, а также чувствительность ферментов, 
катализирующих выделение водорода, к содержанию кислорода в окружающей среде [27, 64]. 
Для преодоления этих сложностей и получения биоводорода в промышленных масштабах в на-
стоящее время используется множество подходов, которые можно объединить в 3 большие груп-
пы: метаболические, генетические и технические подходы. Потенциал образования H

2
 у зеленых 

микроводорослей и цианобактерий зависит от способности конкретного штамма синтезировать 
ферменты, необходимые для метаболизма водорода, и условий культивирования. Результаты 
анализа некоторых данных по эффективности выделения H

2
 штаммами цианобактерий и микро-

водорослей представлены в табл. 1.
Метаболические подходы направлены на улучшение производительности процесса выделения 

H
2
 посредством регуляции внешних факторов: интенсивности освещения [71], pH среды [88, 89], 

температуры культивирования [89], газового состава среды [71, 74, 77] и питательных веществ 
[90].

Также к метаболическим подходам относится применение ингибиторов фотосинтетической 
активности с целью повышения эффективности фотовыделения водорода (кислород, выделяю-

oooo oo
22H 2 H 2+ + ΦΕ ↔ + ΦΕдвосст док (5)
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щийся в процессе фотосинтеза подавляет действие водородных ферментов [91]). К настоящему 
времени исследовано влияние на водородный метаболизм следующих ингибиторов: DCMU [58, 
75], CCCP [87, 92], KCN [75, 90, 93], PCP [93] и другие.

Помимо вышеперечисленных способов часто применяется создание стрессовых условий – 
серное [77–79], азотное [76, 82, 94, 95], фосфорное [84] и магниевое [79] голодания, а также соле-
вой стресс [76].

Показано, что у микроводорослей наиболее эффективное выделение биоводорода отмечается 
в условиях дефицита серы, который ингибирует активность ФС2 и скорость производства кисло-
рода. Это приводит к тому, что процессы потребления кислорода начинают доминировать над его 
выделением, и происходит активация гидрогеназ в анаэробных условиях [96]. Однако Волгушева 

Таблица 1
Сравнение скорости выделения Н

2
  

у некоторых штаммов цианобактерий и микроводорослей
Table  1

Comparison of H
2
 release rates in some strains of cyanobacteria and microalgae

Вид Максимальная скорость выделения H
2

Источник

Цианобактерии

Desertifilum sp. IPPAS B-1220 0.348 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [58]

Calothrix 336/3 48 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [65]

Cyanothece sp. ATCC 51142 465 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [66]

Synechocystis sp. PCC6803-GT 3.26 μмоль H
2
 /мл/ч [67]

Cyanothece sp. strain ATCC 51142 300 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [68]

Oscillatoria sp. Miami BG7 260 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [69]

Anabaena siamensis TISTR 8012 30 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [70]

Anabaena sp. PCC 7120 62.6 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [71]

Synechocystis sp. PCC 6803 40.6 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [72]

Anabaena cylindrica B629 49.3 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [73]

Nostoc sp. PCC 7422 100 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [74]

Anabaena siamensis TISTR 8012 22 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [75]

Aphanothece halophytica 13.80 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [76]

Микроводоросли

C. reinhardtii CC-4147 FUD7 mt+ 5.3 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [77]

C. reinhardtii Stm6 ~40 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [78]

C. reinhardtii 137+ 0.73 μмоль H
2
 /мг Хл/ч  [79]

C. reinhardtii CC-124 21.65 μмоль H
2
 /мг Хл/ч [80]

C. reinhardtii CC-4533 ~40 μмоль H
2
 /мг Хл [81]

C. reinhardtii flv 208 ~60 μмоль H
2
 /мг Хл [81]

C. reinhardtii CC-124 35 μмоль H
2
 / мл газа [82]

Chlorella sp. 10.31 мл/Л [83]

Chlorella sp. IOAC707S 20 мл/Л [84]

C. reinhardtii D239-40 490 мл/Л [85]

C. pyrenoidosa 44 мл/Л [86]

Parachlorella kessleri RA-002 2,20 мМ/Л [87]
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и др. (2017) в своих исследованиях показали, что клетки Chlamydomonas reinhardtii, лишенные Mg, 
демонстрировали более пролонгированное выделение водорода. Это связано с тем, что дефицит 
магния оказывает менее вредное воздействие на жизнеспособность и метаболическую актив-
ность клеток, по сравнению с голоданием по сере [79].

Генетические подходы к повышению эффективности выделения биоводорода включают иссле-
дования по разработке О

2
-толерантной гидрогеназы для устойчивого производства биоH

2
 [97], а 

также исследования, связанные с поиском способов переключения потока электронов на гидро-
геназу. В исследовании Eilenberg с соавт. (2016) показан двойной эффект мутанта C. reinhardtii, в 
котором комплекс Фд и гидрогеназы показал более высокую толерантность в отношении к О

2
, а 

также большую продукцию Н
2
, в связи с тем, что поток электронов от ФС2 шел непосредственно 

на комплекс Фд и гидрогеназы [80]. Подобные результаты были получены при исследовании му-
танта C. reinhardtii по белку D1, в котором была произведена двойная аминокислотная замена [98]. 
Точно так же мутанты C. reinhardtii, нокаутированные по белку ФНР (ферредоксин-НАДФ-ре-
дуктаза), показали более высокую фотопродукцию водорода, чем дикие типы [81].

Другим генетическим подходом является разработка укороченных антенных комплексов 
[99–102]. В мутантах с усеченными антеннами скорость фотосинтеза достигает насыщения при 
гораздо более высокой интенсивности света. В исследованиях Kosourov et al. (2011) показано, 
что усечение светособирающих антенн в клетках водорослей не только улучшает продуктивность 
фотосинтеза, но и увеличивает эффективность фотопродукции H2 при высокой интенсивности 
света в течение длительного времени. Так, мутант C. reinhardtii tla1 (CC-4169) демонстрировал в 
6 раз более высокую скорость выделения водорода при интенсивном свете по сравнению с роди-
тельским штаммом [101].

Создание искусственных микроРНК (amiRNAs) является одной из новейших методик повы-
шения уровня биоH

2
. Последние исследования позволили отметить, что при серном голодании у 

C. reinhardtii сверхэкспрессируются некоторые эндогенные микроРНК. Эти наблюдения привели 
к разработке нескольких искусственных микроРНК (amiRNAs) для увеличения выхода водорода 
путем стимуляции более быстрого потребления кислорода или подавления экспрессии гена psbA, 
который кодирует белок D1, связанный с ФС2 [103, 104]. 

Таким образом, методы генетической инженерии позволяют устранять конкурирующие пути 
и направлять поток электронов в сторону синтеза Н

2
.

Технические подходы заключаются в масштабировании культивирования микроводорослей в 
биореакторах особого типа, снижающих затраты на производство [105]. В настоящее время уже 
создано множество фотобиореакторов закрытого типа (вертикальные колонные, трубчатые, пло-
скопанельные и т. д.). Однако, разработка подходящего фотобиореактора для производства водо-
рода микроорганизмами все еще остается сложной и актуальной задачей [106, 107]. При создании 
«идеального» фотобиореактора необходимо учитывать следующие параметры: фотобиореактор 
должен быть закрытой системой, во избежание потерь произведенного водорода; конструкция 
должна обеспечивать удобство и простоту стерилизации; а также обеспечивать высокое соотно-
шение освещаемой поверхности к объему культуры. 

Другим не менее актуальным способом повышения скорости выделения биоводорода являет-
ся иммобилизация клеток на различных носителях. Таким путем достигаются защита микроор-
ганизмов от неблагоприятных воздействий и постоянство условий культивирования [53, 72, 77].

Заключение

Подводя итог, можно утверждать, что истощение ископаемого топлива значительно стиму-
лировало интерес во всем мире к разработке устойчивых источников энергии. Цианобактерии 
и микроводоросли рассматриваются в качестве потенциальных производителей биоводорода, 
однако стоимость производства и низкая эффективность процесса снижают конкурентоспособ-
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