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В работе исследовано влияние одного из основных ферментов брожения – пируватфор-
миатлиазы – на индуцированное минеральным голоданием фотообразование водорода 
клетками зеленой микроводоросли Chlamydomonas reinhardtii. Для этого инкубировали 
культуры дикого типа (CC-125) и мутанта pfl1 без пируватформиатлиазной активности 
на среде без серы на постоянном свету в течение 96 ч и оценивали выделение водорода, 
а также факторы, влияющие на этот процесс: фотосинтетическую активность, дыхание 
и содержание крахмала в клетках. Оба штамма характеризовались сходными значениями 
фотосинтетической активности и содержания крахмала при культивировании на полной 
среде. В условиях дефицита серы культуры мутанта pfl1 начинали выделять водород поз-
же по сравнению с диким типом, однако этот процесс продолжался существенно дольше 
у мутанта. Культуры pfl1 характеризовались более высокой скоростью накопления и рас-
ходования крахмала на начальных и поздних стадиях инкубации без серы соответствен-
но, а также более высокой фотосинтетической активностью на поздних стадиях голода-
ния. Полученные результаты свидетельствуют о тесной взаимосвязи между процессами 
фотосинтетического электронного транспорта, гидрогеназной реакцией, метаболизмом 
углеводов и процессом брожения, указывая на возможность использования методов ге-
нетической модификации реакций брожения для повышения выхода фотосинтетиче-
ского образования водорода в биотехнологии.

Ключевые слова: фотопродукция водорода, серное голодание, брожение, пируватформиат-
лиаза, гидрогеназа, Chlamydomonas

Длительное фотообразование водорода (Н2) яв-
ляется специфической ответной реакцией некото-
рых зеленых микроводорослей на дефицит таких 
макроэлементов, как азот, сера, фосфор, магний 
и др. В основе данного феномена лежит скоордини-
рованное взаимодействие между аэробными и анаэ-
робными процессами в клетке, в том числе первич-
ными реакциями фотосинтеза, в ходе которых 
происходит выделение О2 и восстановление ферре-
доксина (Фд) в хлоропласте, анаэробной реакцией 
окисления Фд и генерации Н2 хлоропластной ги-
дрогеназой, углеводным метаболизмом, включая 
синтез и распад крахмала, дыханием и реакциями 
брожения [1, 2]. Ранее нами было показано, что  
фотообразование Н2 в  клетках Chlamydomonas 
reinhardtii является частью комплексного адаптаци-
онного механизма, обеспечивающего клеточный 
гомеостаз путем регуляции клеточного редокс-по-

тенциала, рН и  энергетического обеспечения  
в условиях минерального голодания [3].

Механизмы длительного фотообразования Н2 
при минеральном голодании достаточно подробно 
изучены с точки зрения перспективы использова-
ния микроводорослей в биотехнологии для полу-
чения наиболее экологически чистого источника 
энергии. В частности, была изучена роль первич-
ных процессов фотосинтеза и процессов запаса-
ния и распада крахмала в фотообразовании Н2 
[4, 5]. В то же время взаимодействие между реак-
циями брожения и фотообразованием Н2 в голо-
дающих клетках изучено в меньшей степени.

Реакции брожения обеспечивают гомеостаз 
клеток в анаэробиозе, поддерживая гликолиз за 
счет утилизации его продукта – пирувата – в усло-
виях низкой активности цикла Кребса и дыхания. 
Обычно брожение сопровождается генерацией 
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АТФ и утилизацией избытка восстановителя 
(НАДН) в клетке. Мультиферментная система бро-
жения активируется в клетках Ch. reinhardtii в ана-
эробных условиях с образованием таких основных 
конечных метаболитов, как формиат, этанол, аце-
тат, а также минорных продуктов: лактата, H2, СО2 
и др. [6]. Начальный этап превращения пирувата 
в ацетил-КоА в клетках хламидомонады контроли-
руется двумя основными реакциями, катализируе-
мыми пируватформиатлиазой (PFL1) и  пируват: 
ферредоксин- оксидоредуктазой, протекающими, 
в  том числе, в хлоропласте. В частности, актив-
ность фермента PFL1 в клетке хламидомонады на-
блюдается в митохондриях и хлоропласте [7, 8]. Ре-
акция, катализируемая PFL1 в присутствии КоА, 
приводит к образованию формиата и  ацетил-КоА. 
Пируват:ферредоксин-оксидоредуктаза катализи-
рует реакцию окисления пирувата в присутствии 
КоА до ацетил-КоА и CO2 с образованием восста-
новленного Фд, который может донировать элек-
трон на гидрогеназу с последующей генерацией 
молекулярного H2. Высокоэнергетическая молеку-
ла ацетил-КоА используется в  качестве субстрата 
в целом ряде метаболических процессов, в том чис-
ле последующих реакциях брожения, при синтезе 
липидов, в цикле Кребса и др.

Ранее с целью исследования процесса броже-
ния у микроводорослей были сконструированы му-
танты Ch. reinhardii со сниженной или отсутствую-
щей активностью PFL1 [9–11] и показано, что 
мутация приводит к уменьшению выхода формиата 
и этанола как основных продуктов брожения и уве-
личению продукции ряда минорных метаболитов, 
включая лактат и СО2, как в темноте так и на свету 
при серном голодании. В клетках мутантов наблю-
дался повышенный выход Н2 в темноте, что свиде-
тельствует о конкурентном преимуществе реакции, 
катализируемой пируват:ферредоксин-оксидоре-
дуктазой, по сравнению с реакцией, катализируе-
мой PFL1 в данных экспериментальных условиях. 
При этом экспрессия гидрогеназы HYD1 была 
сниженной в клетках мутантов. 

В данной работе впервые исследовали влияние 
реакций брожения на длительную фотопродукцию 
Н2 и на процессы, от которых она зависит, в клет-
ках Ch. reinhardtii. Для этого проводили измерения 
и сравнительный анализ содержания H2 в фоторе-
акторе, крахмала в клетках, фотосинтетической ак-
тивности и скорости дыхания в  культурах мутанта 
pfl1-1, лишенного активности фермента PFL1, 
и соответствующего дикого типа СС-125 на разных 
стадиях серного голодания на постоянном свету.

Материалы и методы
Культивирование микроводорослей. Штамм зе-

леной микроводоросли Ch. reinhardtii pfl1-1 (далее 
в тексте pfl1) без активности фермента PFL1 и со-
ответствующий ему дикий тип СС-125 (WT) были 
любезно предоставлены А. Гроссманом [10].

Культуры Ch. reinhardtii растили в фотогетеро-
трофных условиях на трис-ацетатфосфатной среде 
(ТАР), pH 7,0, на постоянном свету. Культивиро-
вание проводили в конических колбах Эрленмей-
ера объемом 300 мл на шейкере (120 об./мин) при 
температуре 25 °С и освещенности 120 мкмоль фо-
тонов м–2 с–1 до достижения концентрации хлоро-
филла (Хл) в среде 10–15 мкг мл-1, что соответ-
ствует поздней логарифмической фазе роста. 

Для переноса на среду без серы клетки триж-
ды осаждали и ресуспендировали в ТАР-среде без 
серы, в которой сульфат был заменен эквивалент-
ным количеством хлорида. После этого культуры 
объемом 8 мл помещали в герметично закрытые 
фотореакторы объемом 12 мл при начальной кон-
центрации Хл 15 мкг мл-1 и инкубировали на шей-
кере (120 об./мин) при температуре 25 °С и осве-
щенности 40 мкмоль фотонов м–2 с–1, которая 
рекомендована как оптимальная для фотопродук-
ции H2 в условиях серного голодания [12]. 

Определение содержания хлорофилла и крахмала. 
Содержание Хл определяли спектрофотометриче-
ски [13] путем экстракции в 95%-ном этаноле. Про-
цедуру анализа крахмала проводили в соответствии 
с описанным ранее методом [6] с  использованием 
амилоглюкозидазы (Sigma, Германия).

Измерение скорости светового выделения 
и темнового поглощения кислорода. Скорости выде-
ления и поглощения O2 в суспензии микроводо-
рослей измеряли с помощью Oxygraph Plus 
(Hansatech, Великобритания) при постоянном пе-
ремешивании и температуре 25 °С. Перед измере-
нием образцы объемом 1 мл помещали в темноту 
на 5 мин. Скорость фотообразования О2 (скорость 
фотосинтеза) измеряли на насыщающем свету ин-
тенсивностью 1500 мкмоль фотонов м-2 с-1 в при-
сутствии 5 мМ NaHCO3 и выражали в мкмоль O2 
(мг Хл)-1 ч-1. После выключения насыщающего 
света измеряли скорость темнового поглощения 
кислорода (дыхания). При расчете скорости фото-
образования кислорода делали поправку на ско-
рость дыхания.

Газовая хроматография. Концентрацию H2 
в  газовой фазе фотореактора определяли с помо-
щью газового хроматографа Clarus 500 (Perkin 
Elmer Inc., США) с использованием детектора те-
плопроводности и аргона в качестве несущего 
газа. Пробы газовой фазы (200 мкл) отбирали 
с помощью газонепроницаемого шприца Гамиль-
тона (Hamilton, США).

Флуоресценция хлорофилла. Флуоресценцию Хл 
регистрировали с помощью флуориметра Pulse-
Amplitude-Modulation 2000 (Walz, Германия). 
В  ходе экспериментов регистрировали минималь-
ный выход флуоресценции Хл (FО), которую инду-
цировали импульсами возбуждающего света ин-
тенсивностью 0,1 мкмоль фотонов м-2 с-1 
и  длительностью 3 мкс. Для регистрации макси-
мального выхода флуоресценции Хл (FМ) образец 
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дополнительно освещали насыщающей вспышкой 
света интенсивностью 1100 мкмоль фотонов м-2 с-1 
длительностью 0,8 с для перевода центров фотоси-
стемы (ФС) 2 в состояние с восстановленным пер-
вичным хинонным акцептором электронов QA. 
В этом состоянии ФС2 не способна к фотохимиче-
скому преобразованию поглощенной энергии 
и энергия диссипирует в виде тепла или флуорес-
ценции Хл. Максимальную эффективность фото-
химического преобразования энергии в  ФС2 рас-
считывали по формуле: FV / FM=(FM – FO) / FM [14]. 
Перед измерением параметров флуоресценции Хл 
образцы с микроводорослями адаптировали к тем-
ноте в течение 15  мин. Измерения параметров 
флуоресценции проводили либо непосредственно 
в фотореакторе через стеклянную стенку, либо 
в  отобранных из фотореактора образцах после их 
аэрации путем барботирования воздухом в течение 
15 мин в темноте. 

Статистический анализ. В эксперименте ис-
пользовали шесть биологических повторностей 
(6 фотореакторов с культурами WT и 6 фотореак-
торов с культурами мутанта pfl1). Всего провели 
два независимых эксперимента. Количество тех-
нических повторностей зависело от измеряемой 
характеристики. Так, при измерениях флуорес-
ценции Хл и газового состава использовали две 
технические повторности, для остальных характе-
ристик – три. Статистическую значимость разли-

чий определяли с помощью однофакторного  
дисперсионного анализа (One way ANOVA) и  па-
раметрического критерия Тьюки (Tukey test). Раз-
личия между показателями при p < 0,05 считали 
статистически значимыми. 

Результаты и обсуждение
Измерение концентрации клеток и Хл в куль-

турах WT и мутанта pfl1 Ch. reinhardtii в ходе 96 ч 
инкубации на среде без серы на постоянном свету 
не выявило различий в динамике роста этих 
штаммов (данные не приведены), свидетельствуя 
о том, что нарушение процесса брожения оказы-
вает слабое влияние на деление клеток в голодаю-
щих по сере культурах. 

При инкубации WT Ch. reinhardtii на среде без 
серы на свету H2 обнаруживался в газовой фазе фо-
тореакторов через 24 ч после начала эксперимента; 
его содержание на мл культуры составляло 
5,1 мкмоль мл-1, возрастая до 11,2 и 12,8 мкмоль мл-1 

через 48 и 72 ч инкубации соответственно (рис. 1А). 
Через 96 ч количество Н2 в газовой фазе фотореак-
торов снижалось, указывая на прекращение выде-
ления газа в результате общего нарушения метабо-
лических процессов. Необходимо отметить, что 
через 120 ч инкубации без серы происходила гибель 
части культур. Динамика выделения Н2 культурами 
мутанта pfl1 характеризовалась более поздней ини-
циализацией и большей продолжительностью это-

Рис. 1. Количество H2 в газовой фазе фотореактора (А) и содержание крахмала (Б) в культурах WT (белые столбцы) и pfl1 (серые 
столбцы) Ch. reinhardtii при инкубации на среде без серы на постоянном свету (40 мкмоль фотонов м-2 с-1). На рисунке показаны 
средние значения (n=6, биологические повторности) и стандартное отклонение. * – статистически значимые различия между сред-
ними значениями показателей у WT и pfl1, p < 0,05.
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го процесса по сравнению с WT. Так, в культурах 
мутанта H2 отсутствовал в газовой фазе фотореак-
торов через 24 ч инкубации без серы, а в 48 ч его 
количество составляло 7,8 мкмоль мл-1, что ниже 
соответствующего показателя в культурах WT. Че-
рез 72 ч эксперимента количество Н2, выделенного 
клетками WT и pfl1, было примерно одинаковым, 
а к 96 ч величина этого показателя в культурах му-
танта превышала величину у WT примерно на 30%. 
Полученный результат указывает на то, что фото-
образование Н2 в клетках pfl1 характеризуется боль-
шей устойчивостью к стрессу по сравнению с  WT. 
Наши данные отличаются от опубликованных ра-
нее [11], в которой показано, что инактивация фер-
мента PFL1 не оказывает значительного влияния на 
выход Н2 на свету в голодающих по сере культурах 
Ch. reinhardtii. В экспериментах, описанных в упо-
мянутой статье, инкубация без серы проводилась на 
свету интенсивностью 140  мкмоль фотонов м-2 с-1, 
который существенно превышает оптимальную ве-
личину для фотообразования Н2 клетками Ch. 
reinhardtii – 40 мкмоль фотонов м-2 с-1 [12]. Как из-
вестно, избыточная освещенность в условиях сер-
ного голодания способствует фотоингибированию 
и приводит к снижению электронного транспорта 
из фотосинтетической электрон-транспортной 
цепи на гидрогеназу и, соответственно, снижению 
общего выхода Н2.

Как известно, метаболизм крахмала и актив-
ность первичных реакций фотосинтеза являются 
ключевыми факторами, влияющими на способ-
ность зеленых микроводорослей выделять Н2 на 
свету в условиях дефицита элементов минераль-
ного питания [1, 2]. В связи с этим мы изучили из-
менения содержания крахмала и скорости фото-
синтеза в культурах WT и pfl1.

Начальное содержание крахмала в 1 мл культу-
ры было незначительным у обоих штаммов, состав-
ляя около 0,01 мг мл-1 (рис. 1Б). Через 24 ч инкуба-
ции без серы его величина в культурах WT вырастала 
на порядок до 0,11 мг мл-1, а через 48 ч достигала 
максимального значения – 0,13 мг мл-1. На последу-
ющей стадии голодания содержание крахмала в WT 
постепенно снижалось с 0,13 мг мл-1 до 0,08 мг мл-1 
к 72 ч и до 0,05 мг мл-1 к 96 ч. Полученная динамика 
данного показателя у Ch. reinhardtii соответствует ли-
тературным данным и отражает переключение мета-
болизма микроводорослей с активного фотосинтеза 
и деления клеток в стандартных условиях в состоя-
ние с низкой активностью фотосинтеза и редуциро-
ванным делением клеток на начальных стадиях го-
лодания (0–48 ч), когда наблюдается запасание 
углеводов и липидов – в основном, за счет поглоще-
ния ацетата из среды. На последующих стадиях  
серного |голодания (48–96 ч) в клетках микроводо-
рослей полностью инактивируются процессы фик-
сации двуокиси углерода и поглощения ацетата из 
среды, поэтому запасенные углеводы используются 
в качестве источника углерода и энергии. 

Культуры мутанта pfl1 продемонстрировали 
похожую с культурами WT динамику содержания 
крахмала в ходе эксперимента (рис. 1Б), однако 
количество запасенного в течение 48 ч крахмала 
превышало значения в культурах WT практически 
в два раза. В последующие 48 ч инкубации наблю-
далось более быстрое снижение содержания крах-
мала в культурах мутанта по сравнению с WT, 
и величина этого показателя в 96 ч была примерно 
одинаковой у обоих штаммов. Полученный ре-
зультат указывает на значительно более выражен-
ную способность мутанта аккумулировать и расхо-
довать крахмал на ранних и поздних стадиях 
голодания соответственно. Ранее было показано, 
что способность голодающих по сере клеток 
Ch. reinhardtii аккумулировать значительные запа-
сы крахмала является важным фактором, оказыва-
ющим позитивное влияние на выход Н2 [15].

Фотосинтетическую активность и дыхание 
в клетках Ch. reinhardtii оценивали по скорости вы-
деления O2 в присутствии NaHCO3, как источника 
СО2, на насыщающем свету и по скорости погло-
щения О2 в темноте соответственно (таблица). 
Скорость выделения O2 отражает активность фото-
синтетического электронного транспорта на ко-
нечные акцепторы, иные чем О2. В контрольных 
культурах (0 ч) скорость фотосинтеза составляла 
около 300 мкмоль O2 (мг Хл)-1 ч-1 у WT и pfl1. Де-
фицит серы в среде индуцировал инактивацию фо-
тосинтеза, скорость которого в культурах WT сни-
жалась примерно на 100 мкмоль O2  (мг  Хл)-1  ч-1 

каждые 24 ч в течение 72 ч, падая до нулевого уров-
ня к 96 ч. У мутанта наблюдалось скачкообразное 
снижение скорости фотосинтеза в интервале вре-
мени 24–48 ч: с 245 до 81 мкмоль O2 (мг Хл)-1 ч-1. 
Однако клетки мутанта, в отличие от WT, сохраня-
ли фотосинтетическую активность на поздней ста-
дии серного голодания (96 ч) на уровне 29 мкмоль 
O2 (мг Хл)-1 ч-1. Функционирование фотосинтети-
ческого электронного транспорта в клетках pfl1 на 
поздней стадии серного голодания согласуется 
с сохранением у мутанта способности к фотообра-
зованию Н2 и повышенным расходом крахмала. 

Таблица 

Скорости светового выделения О2 (фотосинтез, мкмольO2  
(мг Хл)-1 ч-1) и темнового поглощения О2 (дыхание, мкмольO2  

(мг Хл)-1 ч-1) в культурах WT и pfl1 Ch. reinhardtii  
в ходе инкубации на среде без серы на постоянном свету 

Время 
инкубации, ч

WT PFL1
Фотосинтез Дыхание Фотосинтез Дыхание

0 306±15 23±2,4 308±12 28±2,2
24 230±13* 26±4,2 245±16* 32±3,5
48 126±14* 26±2,8* 81±13* 34±3,2*
72 30±8 24±3,2 27±9 30±2,7
96 0 22±4,3 31±4 27±2,3

Примечание: В таблице приведены средние значения 
(n = 6, биологические повторности) и стандартное отклоне-
ние. * – статистически значимые различия между средними 
значениями показателей у WT и pfl1, p < 0,05.
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Скорость дыхания в клетках Ch. reinhardtii при 
культивировании на полной среде (0 ч) составила 
23 и 28 мкмольO2 (мг Хл)-1 ч-1 у WT и pfl1, соответ-
ственно (таблица). Дефицит серы в среде индуци-
ровал сходные изменения скорости дыхания 
в клетках обоих штаммов, а именно, незначимый 
рост величины данного показателя на 10–15% 
в  течение 48 ч с последующим снижением при-
мерно до начального уровня в конце эксперимен-
та (96 ч). Таким образом, дыхание изменялось 
сходным образом в клетках WT и pfl1 в ходе инку-
бации на среде без серы, однако количественно 
скорость дыхания в клетках мутанта была выше 
примерно на 20% таковой у WT. Ранее было вы-
сказано предположение о том, что высокая ско-
рость дыхания в клетках Ch. reinhardtii способству-
ет фотообразованию Н2 в условиях серного 
голодания, поддерживая анаэробиоз в культуре 
при остаточной активности ФС2 [16].

Ранее нами было показано, что дефицит серы 
индуцирует снижение активности ФС2 в клетках 
Ch. reinhardtii не только в результате необратимой 
деструкции ФС2, но и в результате обратимой ре-
гуляции редокс-состояния акцептора QA в ФС2 
в  зависимости от редокс-состояния пластохино-
нового пула [4]. Так, восстановление пластохино-
нового пула на анаэробной стадии серного голо-

дания приводит к восстановлению QA на свету и, 
соответственно, функциональной инактивации 
ФС2. Аэрирование образцов голодающих микро-
водорослей индуцирует окисление пластохиноно-
вого пула кислородом и, соответственно, реакти-
вацию ФС2. Параметр флуоресценции FV /FM 
широко используется для неинвазивной оценки 
квантового выхода фотохимического преобразо-
вания энергии в ФС2. Измерение этого параметра 
в голодающей культуре микроводорослей до и по-
сле аэрации позволяет оценить вклад редокс-зави-
симого компонента в регуляцию ФС2. Результаты 
измерений FV /FM в фотореакторе и в аэрирован-
ных образцах WT и pfl1 на разных стадиях инку-
бации без серы показаны на рис. 2. Изменения  
величины FV /FM в фотореакторах были схожи 
с  соответствующими изменениями скорости вы-
деления О2 (фотосинтетической активности) (см. 
таблицу). Так, культуры pfl1 характеризовались 
более быстрым снижением величины FV /FM по 
сравнению с WT в интервале 24–48 ч, а в конце 
эксперимента (96 ч) величина FV /FM у мутанта до-
стоверно превышала соответствующее значение 
этого параметра у WT примерно на 30%. На пол-
ностью анаэробных стадиях голодания (72 и 96 ч) 
аэрация образцов индуцировала многократный 
рост активности ФС2. Величина FV /FM в аэриро-

Рис. 2. Изменения параметра флуоресценции хлорофилла FV /FM в культурах WT (А) и мутанта pfl1 (Б) Ch. reinhardtii при инкуба-
ции на среде без серы на постоянном свету. Белым цветом обозначены результаты измерений в закрытом фотобиореакторе, се-
рым – результаты для аэрированных образцов. На рисунке показаны средние значения (n = 6, биологические повторности) 
и стандартное отклонение.
а, б – статистически значимые различия между средними значениями FV /FM в образцах до и после продувки воздухом, p < 0,05.
* – статистически значимые различия между средними значениями FV /FM у WT (А) и pfl1 (Б), p < 0,05.
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ванных образцах через 96 ч инкубации без серы 
была заметно выше (примерно на 100%) в клет-
ках pfl1 по сравнению с клетками WT, указывая 
на более активное и стабильное состояние ФС2 
у  мутанта на поздней стадии серного голодания. 
Ранее отмечалось, что электронный транспорт 
через ФС2 и фотообразование Н2 клетками ми-
кроводорослей в условиях серного голодания яв-
ляются тесно взаимосвязанными процессами 
[16]. Так, активность ФС2 обеспечивает более 
интенсивный транспорт электронов от воды на 
гидрогеназу через ряд фотосинтетических пере-
носчиков, способствуя фотообразованию Н2. 
При этом выделяемый в ФС2 кислород быстро 
поглощается в  реакциях дыхания. Восстанови-
тельные эквиваленты для дыхания преимуще-
ственно генерируются в процессе деградации 
крахмала, накопленного на начальных стадиях 
серного голодания. 

Полученные в работе результаты свидетель-
ствуют о том, что клетки pfl1, в отличие от WT, ха-
рактеризуется более выраженной способностью 
к  фотопродукции Н2 на поздних стадиях серного 
голодания, когда наблюдается сильное угнетение 
метаболической активности в клетках. Также му-
тант характеризуется более интенсивным расходо-
ванием запасенного крахмала и более высокой 
фотосинтетической активностью, а также актив-
ностью ФС2 на поздних стадиях серного голода-
ния, что оказывает стимулирующее действие на 
фотообразование Н2 и отражает, в целом, 
бόльшую устойчивость к стрессу. Подобное дей-
ствие мутации pfl1 на способность клеток 
Ch. reinhardtii адаптироваться к анаэробным усло-
виям, индуцированным серным голоданием на 
свету, может быть следствием, например, сниже-
ния выхода токсичных продуктов брожения, таких 

как формиат и этанол, в клетках мутанта, что мо-
жет оказывать общее позитивное воздействие на 
жизнеспособность клеток. Мутант pfl1 характери-
зовался не только способностью накапливать 
больше крахмала, чем WT, но и низкой способно-
стью аккумулировать липиды. Общее содержание 
жирных кислот в культуре WT увеличивалось при-
мерно в два раза в течение 24 ч голодания, в то 
время как в культуре pfl1 этот показатель увеличи-
вался только на 20%. В последующие часы экспе-
римента общее содержание жирных кислот обоих 
штаммов оставалось практически неизменным 
(данные не приведены). Данный эффект мутации 
pfl1 может быть обусловлен снижением образова-
ния ацетил-КоА, который является субстратом 
для синтеза жирных кислот. Перераспределение 
запасов углерода между углеводами и липидами 
в  клетках pfl1 в пользу углеводов может способ-
ствовать фотообразованию Н2. 

Таким образом, в работе показано, что реак-
ции брожения оказывают значительное влияние 
на фотопродукцию Н2 голодающими по сере клет-
ками Ch. reinhardtii, особенно на поздних стадиях, 
а мутации на уровне пируватформиатлиазы могут 
рассматриваться в качестве перспективных для 
увеличения продолжительности процесса фото-
продукции Н2 в биотехнологических целях.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 20-64-
46018). Результаты, полученные флуоресцентным 
методом, выполнены в рамках научного проекта 
государственного задания МГУ №121032500058-7. 
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The study investigated the effect of the major fermentation enzyme – pyruvate formate lyase – 
on hydrogen photoproduction by green microalga Chlamydomonas reinhardtii under mineral 
deprivation. Cultures of the wild type (CC-125) and mutant pfl1 without pyruvate formate 
lyase activity were incubated on a medium without sulfur in the sealed photoreactors under 
constant illumination for 96 h. During experiment, accumulation of hydrogen in gas phase of 
photoreactors and factors affecting hydrogen production, such as photosynthetic activity, 
respiration, and starch content in cells were assessed. Both strains showed similar 
photosynthetic activity and starch content when cultivated in the complete medium. Under 
sulfur depletion, the cultures of the pfl1 mutant began to evolve hydrogen later than the wild 
type; however, this process lasted much longer in the mutant. The pfl1 cultures showed higher 
rates of starch accumulation and breakdown at the initial and late stages of sulfur deprivation, 
respectively. Moreover, the mutant was characterized by higher photosynthetic activity at the 
later stage of starvation. The obtained results indicate close relationships between 
photosynthetic electron transport, hydrogenase reaction, carbohydrate metabolism and 
fermentation process, pointing to the prospect of using genetic engineering to modify 
fermentation reactions in order to improve photosynthetic hydrogen production in 
biotechnology.
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