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Abstract. An isolate of the green alga Botryococcus braunii collected from Lake Shira in 2022 has 
been studied for the first time as a producer of degradable bioplastics polyhydroxyalkanoates (PHAs) 
and hydrocarbons. The compositions of fatty acids, hydrocarbons, and PHAs were determined. The 
hydrocarbons synthesized by the isolate were mainly represented by dienes with carbon chain lengths 
C27 and C29. The study demonstrated the inability of the axenic culture of B. braunii to synthesize 
PHAs and the presence of polymer in the biomass of unialgal and non-axenic culture (up to 7–10 %). 
The bacterial component of the algal-bacterial consortium was studied, and bacteria Pseudomonas 
mendocina, Pseudomonas koreensis, and Aeromonas hydrophila, capable of PHA synthesis, were 
discovered in it and identified. The study showed that the unialgal and non-axenic culture of B. braunii 
can be a source of not only algal hydrocarbons, but also degradable bioplastics PHAs.
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Зеленая колониальная водоросль Botryococcus – ​ 
продуцент ценных метаболитов

Н. О. Жилаа, б, С. В. Прудниковаб,  
А. Г. Дегерменджиа, Т. Г. Воловаа, б
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Аннотация. Впервые исследован изолят зеленой водоросли Botryococcus braunii, 
выделенный из озера Шира в 2022 году, как продуцент разрушаемых биопластиков 
полигидроксиалканоатов (ПГА) и углеводородов. Определен состав жирных кислот, углеводородов 
и полигидроксиалканоатов. Углеводороды, синтезируемые изолятом, представлены в основном 
диенами с длиной углеродной цепи С27 и С29. Показана неспособность аксеничной культуры B. 
braunii к синтезу ПГА и наличие в биомассе альгологически чистой и неаксеничной культуры 
полимера (до 7–10 %). Изучена бактериальная компонента консорциума «водоросль-бактерии», 
в котором обнаружены и идентифицированы бактерии Pseudomonas mendocina, Pseudomonas 
koreensis, Aeromonas hydrophila, способные к синтезу ПГА. Показано, что альгологически чистая 
и неаксеничная культура B. braunii является источником не только водорослевых углеводородов, 
но также и разрушаемых биопластиков ПГА.

Ключевые слова: Botryococcus braunii, озеро Шира, жирные кислоты, поли(3-гидроксибутират), 
углеводороды.
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Введение

Зелена я колониа льна я водоросль 
Botryococcus, насчитывающая 16 видов, ши-
роко распространена в природе (Guiry, Guiry, 
2024). Наиболее изучаемый вид – ​Botryococcus 
braunii Kützing, продуцирующий метаболиты 
различной природы, среди которых – ​липиды, 
углеводороды, белки, углеводы и пигменты 
(Collotta et al., 2018). B. braunii – ​особенный 

вид фотосинтезирующего продуцента, направ-
ляющий большую часть потребляемого CO2 
на биосинтез метаболитов. Это обеспечивает 
высокую продукцию углеводородов по срав-
нению с другими видами зеленых водорослей 
на фоне низкой скорости роста и низкого об-
разования биомассы клеток. B. braunii является 
также представителем микроводорослей, об-
ладающим способностью выделять углеводо-
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роды во внеклеточную среду, что представляет 
несомненный практический интерес (Chaudry 
et al., 2018). Привлекательность B. braunii как 
продуцента целевых продуктов определяется 
способностью к росту за счет усвоения CO2 
в процессах оксигенного фотосинтеза. Послед-
нее особо значимо в связи с наблюдающимся 
накоплением СО2 в биосфере и поиском реше-
ний для снижения углеродного следа.

Значимость B. braunii как продуцента 
целевых продуктов усиливают появившие-
ся сообщения о  способности синтезировать 
полигидроксиалканоаты (ПГА)  – ​«зеленые» 
биопластики микробиологического проис-
хождения (Kavitha et al., 2016a, b). ПГА – ​био-
разрушаемые полимеры, синтез которых 
возможен с  использованием различных суб-
стратов, включая отходы (Koller, Mukherjee, 
2022), и перспективные для применения в раз-
личных сферах  – ​от  коммунального и  сель-
ского хозяйства до  фармакологии и  биоме-
дицины (Palmeiro-Sánchez et al., 2022). ПГА 
имеют большой потенциал для вклада в “The 
Circular Economy” (Koller, Mukherjee, 2022), 
так как представляют собой биотехнологиче-
ский аналог полипропилена для постепенной 
замены синтетических пластиков на  основе 
нефти, накопление которых в биосфере пред-
ставляет собой глобальную экологическую 
проблему (Geyer, 2020).

Водоросль B. braunii широко распро-
странена в естественных условиях в пресных 
и  солоноватых водах и  является компонен-
том «цветения» последних (Aaronson et al., 
1983; Metzger, Largeau, 1999); встречается 
она и  в  уникальном лечебном озере Шира, 
которое характеризуется устойчивой страти-
фикацией биологических и химических ком-
понент. Впервые изолят этой водоросли был 
выделен из озера Шира в 2001 году. На осно-
вании исследованного состава жирных кис-
лот и  идентифицированной структуры угле-

водородов организм был отнесен к B. braunii, 
раса А (Zhila et al., 2001). В течение ряда лет 
выраженного развития этой водоросли в озе-
ре не наблюдали, и  только в полевом сезоне 
2022  года в  результате бурного «цветения» 
был выделен новый изолят B. braunii. Цель 
данной работы – ​исследование нового изоля-
та B. braunii не только как продуцента угле-
водородов, но также и разрушаемых полиги-
дроксиалканоатов.

Материалы и методы

В период массового развития фитоплан-
ктона в  озере Шира (июль 2022  года) в  ли-
торальной зоне с  поверхности воды были 
отобраны пробы, содержащие свыше 90  % 
Botryococcus, что было определено с  ис-
пользованием микроскопии (Биолаб, Рос-
сия). С  применением общепринятых мето-
дов была получена альгологически чистая 
культура водоросли, в  том числе свободная 
от  бактериальной компоненты, которую вы-
ращивали на модифицированной среде Прата 
(Kalacheva et al., 2002) c чередованием циклов 
день/ночь длительностью по 14 и 10 ч. Альго-
логически чистую культуру получали путем 
переноса отдельных колоний B. braunii с по-
мощью микропипетки Пастера в стерильную 
питательную среду. Для получения аксенич-
ной культуры B. braunii водоросли культиви-
ровали на жидкой среде Прата с добавлением 
антибиотика имипенема в концентрации 100 
мкг/мл и 0,1 % глюкозы в темноте в течение 
суток. Затем готовили серию десятикрат-
ных разведений и  высевали в  чашки Петри 
на 1,5 % агаризованную среду Прата для по-
лучения изолированных колоний. Получен-
ные микроколонии переносили в жидкую сре-
ду Прата и культивировали в течение суток c 
чередованием циклов день/ночь длительно-
стью по 14 и 10 ч. Проверку чистоты прово-
дили путем высева 0,1 мл культуры на чашки 
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с мясопептонным агаром; чашки инкубирова-
ли при 30 °C в течение 3 суток. Показателем 
аксеничности культуры B. braunii было от-
сутствие роста сопутствующей микрофлоры 
на мясопептонном агаре.

Анализ состава жирных кислот (ЖК) 
липидов, ПГА, идентификация струк-
туры углеводородов выполнены с  при-
менением хроматографии, совмещенной 
с  масс-спектрометрией на  хроматографе 
(7890/5975C, Agilent Technologies, USA). Со-
став жирных кислот и  углеводородов опре-
деляли в  экспоненциальной фазе роста, со-
держание ПГА  – ​в  стационарной фазе роста 
культуры B. braunii. Для идентификации бак-
терий проводили секвенирование V4 региона 
гена 16S рРНК при помощи праймеров 515F 
(5′-TATGGTAATTGTGTGCCAGCMGCCGC
GGTAA‑3′) и  806R (5′-AGTCAGTCAGCCGG
ACTACHVGGGTWTCTAAT‑3′) (Caporaso et 
al., 2011), и модифицированной пары: 515F-Y 
(5′-TATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCG
GTAA‑3′) (Parada et al., 2016) и 806RB (5′-AG
TCAGTCAGCCGGACTACNVGGGTWTCTA
AT‑3′) (Apprill et al., 2015). Генетический ана-
лиз проводили на платформе Illumina MiniSeq 
(MiniSeq Mid Output Reagent Kit) в  лабора-
тории фармакогеномики ИХБФМ СО РАН 
по протоколу Pichler et al. (2018).

Результаты и обсуждение

Водоросль, выделенная из  озера Шира, 
образует колонии, представленные одиноч-
ными или многочисленными клетками, со-
единенными друг с другом слизистыми тяжа-
ми. Клетки зеленого цвета, овальной формы, 
длина которых составляет 5–12 мкм, шири-
на – ​3–7 мкм.

Состав жирных кислот и углеводородов 
определяли в  экспоненциальной фазе роста, 
так как известно, что максимальное накопле-
ние углеводородов у  B. braunii происходит 

в  этой фазе роста (Metzger, Largeau, 1999). 
Состав ЖК липидов выделенной водоросли 
главным образом представлен насыщенны-
ми и моноеновыми кислотами с длиной цепи 
от  С14 до  С32 (рис.  1а). В  качестве основной 
насыщенной ЖК определена пальмитиновая 
кислота (до  34  % от  суммы ЖК). Моноено-
вые кислоты (С16 и  С18) представлены двумя 
изомерами. В  составе ЖК липидов водорос-
ли определены моноеновые длинноцепочеч-
ные жирные кислоты. Ранее показано, что 
жирнокислотный спектр липидов B. braunii 
представлен насыщенными и  моноеновыми 
жирными кислотами с четным числом угле-
родных атомов от 14 до 30 (Metzger et al., 1991; 
Templier et al., 1991; Metzger, Largeau, 1999). 
Основными жирными кислотами, как было 
установлено, являлись пальмитиновая, олеи-
новая и  октакозеновая кислоты, содержание 
которых значительно варьировало в  зависи-
мости от штамма. Также, помимо октакозено-
вой кислоты, были идентифицированы и дру-
гие длинноцепочечные моноеновые кислоты 
(Metzger et al., 1991; Metzger, Largeau, 1999).

Во  фракции углеводородов, составляю-
щей 50–60  % от  суммы липидов B. braunii, 
главным образом определены насыщенные 
и  диеновые углеводороды С20-С31 (рис.  1б). 
Исследованный состав ЖК и структура угле-
водородов B. braunii, выделенного из  озе-
ра Шира в  2022  году, аналогичны изоляту 
2001 года, следовательно, организм относит-
ся к  расе А,  синтезирующей углеводороды 
с  нечетным количеством атомов углерода 
от C27 до C31, с линейной, неразветвленной 
структурой. Масс-спектры диеновых угле-
водородов C27 и  C29 приведены на  рис.  2. 
Для большинства исследованных штаммов 
B. braunii расы A доминирующими углево-
дородами являлись диены С27-С31. Помимо 
диенов в  составе углеводородов идентифи-
цированы триены с  нечетным количеством 
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Рис. 1. Состав жирных кислот (а) и углеводородов (б). ДЦН – ​длинноцепочечные (C20-С26) насыщенные 
ЖК, ДЦМ  – ​длинноцепочечные (C20-С32) моноеновые ЖК, другие* (С14:0, С15:0, С16:1), другие**  – ​
насыщенные углеводороды С20-С29, триеновые углеводороды С27-С29

Fig. 1. Composition of fatty acids (a) and hydrocarbons (b). LCN – ​long-chain (C20-C26) saturated FAs, LCM – ​
long-chain (C20-C32) monoenoic FAs, others* (C14:0, C15:0, C16:1), others** – ​saturated hydrocarbons C20-C29, 
trienoic hydrocarbons С27-С29
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атомов углерода C27-C31 (Metzger, Largeau, 
1999). По составу углеводородов с доминиро-
ванием диенов, содержащих нечетное количе-
ство атомов углерода C27-C31, выделенный 
из  озера Шира штамм похож на  природные 
образцы B.  braunii из  австралийских озер 
Тараго и Сорренто (Wake, Hillen, 1981). Угле-
водородный состав с  преобладанием C29-
углеводородов также был характерен и  для 
других штаммов расы A – ​как для музейного 
штамма Austin (Metzger et al., 1986), так и для 
природных штаммов, выделенных из  озера 
Чальяпата, лагуны Ккота Пата (Боливия), 
озер Шомсон (Франция), Укаймеден (Марок-
ко) (Metzger et al., 1985, 1989).

Способность B. braunii, выделенной 
из  озера Колавай (Индия), синтезировать 
поли(3-гидроксибутират) [П(3ГБ)], накапли-
вающийся в  клетках в  виде гранул, описана 
в работах (Kavitha et al., 2016a, b). Однако ав-
торы не представили данные о наличии или 
отсутствии в  исследованной культуре водо-
росли бактерий-спутников. При этом только 
обнаружение ПГА в аксеничной культуре во-
доросли может служить доказательством син-
теза ПГА именно B. braunii, а не бактериями-
спутниками. Известно, что колонии B. 
braunii являются пристанищем для бактерий-
эпибионтов (Chirac et al., 1985). Внеклеточные 
метаболиты водоросли служат для бактерий 
питательными компонентами, а  витамины, 
синтезируемые бактериями, потребляются 
водорослью. Среди спутников B. braunii, спо-
собных синтезировать ПГА, описаны пред-
ставители Flavobacterium, Corynebacterium, 
Azotobacter, Pseudomonas (Chirac et al., 1985).

Способность водоросли B. braunii, вы-
деленной в 2022 году, синтезировать ПГА ис-
следована на образцах биоматериала, взятых 
из аксеничной и неаксеничной культуры во-
доросли. Содержание ПГА определяли в ста-
ционарной фазе роста, так как известно, что 

максимальное накопление ПГА происходит 
в этой фазе роста (Muneer et al., 2020). Уста-
новлено отсутствие П(3ГБ) и иных типов ПГА 
даже в  следовых количествах в  аксеничной 
культуре. Хроматографический анализ образ-
цов, взятых из неаксеничной культуры, пока-
зал наличие ПГА (рис.  3), представленного 
П(3ГБ); его продукция составляла до 7–10 % 
от  веса сухой биомассы. Это является при-
емлемым для фотосинтетической продукции 
ПГА (Fritz et al., 2020).

Полимер, обнаруженный в  неаксенич-
ной культуре B. braunii, представляет со-
бой, по  всей видимости, продукт бактерий, 
а  не  собственно водоросли. Для проверки 
этого предположения выполнены микробио-
логические исследования водорослевой не-
аксеничной культуры на  предмет наличия 
в ней бактерий и определения способности их 
к синтезу ПГА. Высев проб культуры на пи-
тательный агар (Nutrientagar, HiMedia) и от-
бор изолированных колоний бактерий по-
казал, что их общая численность в культуре 
B. braunii составляет (5,77±0,45)∙105 КОЕ/мл. 
С  применением молекулярно-генетических 
методов, включающих секвенирование при 
помощи универсальных праймеров на  V4 
регион гена 16S рРНК, идентифицировано 
четыре вида бактерий-спутников водоросли: 
Aeromonas hydrophila (Chester 1901) Stanier 
1943, Rheinheimera aquimaris Yoon et al. 
2007, Pseudomonas koreensis Kwon et al. 2003 
и Pseudomonas mendocina Palleroni 1970 (по-
следовательности фрагментов гена 16S рРНК 
идентифицированных штаммов депонирова-
ны в GenBankNCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) под номерами OR 754193 – ​OR 754196). 
При этом свыше 70  % приходится на  пред-
ставителей рода Pseudomonas: P.  mendocina 
(53,9  %) и  P.  koreensiss (22,7  %). Третий 
по  численности организм A. hydrophila 
(12,8 %); и четвертый – ​R. aquimaris (10,6 %). 
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Согласно литературным данным, многие 
виды рода Pseudomonas синтезируют поли-
гидроксиалканоаты. Вид P. mendocina может 
накапливать два типа ПГА  – ​содержащие 
как короткоцепочечные мономеры, такие как 
3-гидроксибутират, так и со средней длиной 
цепи  – ​3-гидроксиоктаноат и  3-гидроксиде-
каноат, что подтверждается наличием двух 
разных ПГА‑синтаз, кодируемых генами 
phbC и phaC (Hein et al., 2002; Chanasit et al., 
2016). Для вида P. koreensis также показано 
наличие генов phaC1 и phaC2, кодирующих 
ПГА‑синтазу класса II, что указывает на спо-
собность к  аккумуляции среднецепочеч-
ных ПГА (Chao, Lingwei, 2011; Muneer et al., 
2020). Различные штаммы вида A. hydrophila 
описываются как перспективные продуцен-
ты ПГА не  только гомополимера П(3ГБ), 
но  и  сополимера поли(3-гидроксибутирата-
со‑3-гидроксигексаноата) (П(3ГБ‑со‑3ГГ)) 

(Możejko-Ciesielska et al., 2019). Так, при 
выращивании A. hydrophila NIU 01 на среде 
с кокосовым маслом бактерии синтезирова-
ли П(3ГБ), содержание которого превышало 
50 % (Chen et al., 2013). При крупнотоннаж-
ном культивировании штамма A. hydrophila 
4AK4 на  среде с  глюкозой и  лауриновой 
кислотой бактерии синтезировали сополи-
мер П(3ГБ‑со‑3ГГ) с  высокими выходами 
(Chen et al., 2001). Данные о  способности 
R. aquimaris синтезировать ПГА в доступной 
литературе отсутствуют. Таким образом, 
90  % бактериальной компоненты в  консор-
циуме «водоросли/бактерии» представлено 
P. mendocina, P. koreensis, A. hydrophila, спо-
собными синтезировать не  только коротко-
цепочечный П(3ГБ), но и среднецепочечные 
ПГА, содержащие мономеры 3-гидроксигек-
саноата, 3-гидроксиоктаноата и 3-гидрокси-
деканоата.

Рис.  3. Хроматограмма полимера и масс-спектр метилового эфира 3ГБ. Время удержания мономеров: 
5,696 – ​метиловый эфир 3ГБ, 10,170 – ​метиловый эфир бензойной кислоты

Fig. 3. Polymer chromatogram and mass spectrum of 3HB methyl ester. Monomer retention time: 5.696 – ​3HB 
methyl ester, 10.170 – ​benzoic acid methyl ester
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Заключение

Впервые показано, что колониальная во-
доросль B. braunii раса А, обитающая в озере 
Шира, при выращивании в лабораторной аль-

гологически чистой и  неаксеничной культу-
ре, является источником не только водоросле-
вых углеводородов, но также и разрушаемых 
биопластиков полигидроксиалканоатов.
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