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Аннотация
Введение. Содовые шламонакопители занимают значительные земельные площади и являются источником 
постоянного воздействия на объекты гидросферы вследствие щелочной реакции среды (рН до 12) и высокой 
минерализации. Исследование микробиоценозов необходимо для понимания экологических процессов, 
происходящих в этих техногенных образованиях, и оценки состояния окружающей среды. Цель работы — 
исследование изменения микроценоза содового шламохранилища в процессе естественного восстановления 
почвенного и растительного покрова после осушения, а также выявление филогенетических групп — индикаторов 
восстановления окружающей среды после экстремального защелачивания. Методы. Определение количества 
жизнеспособных бактерий, метагеномное секвенирование генов 16S рРНК, атомно-абсорбционный метод 
определения концентрации тяжелых металлов. Результаты. Изучено изменение микробиома при восстановлении 
земель на месте осушенного содового шламохранилища. Показано, что в воде и техногенных поверхностных 
образованиях содового шламохранилища преобладали представители филума Firmicutes, тогда как в осадках соды и 
в объединенном образце грунта старого осушенного содового озера — Proteobacteria. В микробиоме объединенного 
образца грунта осушенного содового озера преобладали семейства Moraxellaceae и Staphylococcaceae (20–23 %), 
а также Pseudomonadaceae и Burkholderiaceae (11–13 %), тогда как на глубине 10  см в большей степени были 
представлены семейства Streptococcaceae и Cellulomonadaceae. Обнаруженные изменения микробного сообщества, 
связанные со сменой состава техногенного образования, могут быть использованы в качестве индикаторов 
восстановления среды.
Ключевые слова: микробиом, содовое шламохранилище, алкалофильные бактерии, алкалотолерантные бактерии, 
гидролитическая активность.

Abstract
Introduction. Soda sludge storage facilities occupy significant land areas and are a source of constant effect on 
hydrosphere objects due to the alkaline reaction of the medium (pH up to 12) and high mineralization. It is required to study 
microbiocenoses to understand the environmental processes occurring in these technogenic formations, and assess the state 
of the environment. Purpose of the study. The authors analyze changes in the microcenosis of a soda sludge storage facility 
during the natural restoration of soil and vegetation cover after draining, and identify phylogenetic groups — indicators of 
environmental restoration after extreme alkalization. Methods. During the study, the determination of the number of viable 
bacteria and metagenomic sequencing of 16S rRNA genes were performed, the atomic absorption method to determine the 
concentration of heavy metals was used. Results. The authors studied changes in the microbiome during land restoration at 
the location of the drained soda sludge storage facility. It is shown that representatives of phylum Firmicutes predominated 
in water and technogenic surface formations of the soda sludge storage facility, whereas Proteobacteria predominated 
in sediments of soda and in the combined soil sample of the old drained soda lake. The families of Moraxellaceae and 
Staphylococcaceae (20–23 %), as well as Pseudomonadaceae and Burkholderiaceae (11–13 %) predominated in the 
microbiome of the combined soil sample of the drained soda lake, while Streptococccaceae and Cellulomonadaceae were 
represented to greater degree at a depth of 10 cm. The detected changes in the microbial community associated with changes 
in the composition of the technogenic formation can be used as indicators of environmental restoration.
Keywords: microbiome, soda sludge storage, alkalophilic bacteria, alkalotolerant bacteria, hydrolytic activity.
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Введение
Кальцинированная сода является одним из 

важнейших продуктов неорганического синтеза 
и производится в России преимущественно ам-
миачным способом в количестве более 2,2 мил-
лиона тонн в год. АО «Березниковский содовый 
завод» (г. Березники, Пермский край) и АО «Баш-
кирская содовая компания» (г. Стерлитамак, Баш-
кортостан) являются крупнейшими российскими 
производителями кальцинированной соды. Нега-
тивное воздействие на окружающую среду про-
изводства соды данным методом — образование 
твердых отходов и промышленных сточных вод 
технологических процессов, которые поступают 
в шламовый коллектор и в виде пульпы подаются 
в отстойник — шламонакопитель [5, 7, 10]. Они 
занимают значительные земельные площади и 
являются источником постоянного воздействия 
на объекты гидросферы, так как имеют щелоч-
ную реакцию среды (рН до 12) и высокую ми-
нерализацию за счет содержания растворенных 
ионов (хлориды, сульфаты, натрий, калий, аммо-
ний), обладающих большой миграционной спо-
собностью. Размещение таких шламонакопите-
лей в черте населенных пунктов и зонах крупных 
водотоков ухудшает санитарно-гигиеническую и 
экологическую ситуацию и угрожает здоровью 
населения [3, 9].

Однако эта уникальная искусственная сре-
да — потенциальная среда для обитания экстре-
мофильных микроорганизмов из-за высокого рН 
и высокой концентрации соли. Подобные усло-
вия окружающей среды способствуют отбору 
микроорганизмов, способных расти как в при-
сутствии высоких концентраций соли, так и в 
условиях щелочных значений рН [1, 11, 13, 14, 
16, 21, 22, 25]. Микроорганизмы, живущие в дан-
ных экстремальных условиях, требуют большего 
внимания, поскольку знания о них ограничены, 
в отличие от обитателей всесторонне изученных 
содовых озер естественного происхождения. 
Особый интерес представляет изменение мик-
робиоценоза на территориях старых осушенных 
содовых шламонакопителей, где наблюдается 
постепенное восстановление растительного пок-
рова, хотя в грунте длительное время сохраняют-
ся повышенные концентрации солей. 

Известно, что, с одной стороны, микробиом 
как естественных, так и техногенных сред опре-

деляется их составом и физико-химическими ус-
ловиями и, таким образом, может быть индикато-
ром состояния той или иной среды, с другой сто-
роны, микроорганизмы — одни из важнейших 
факторов ремедиации сред, нормализации их хи-
мического состава и восстановления экосистем. 
В связи с этим исследование микробиоценозов 
необходимо для адекватного понимания экологи-
ческих процессов, происходящих в техногенных 
образованиях. Ранее изменение микробного со-
общества при естественной рекультивации тер-
ритории техногенного содового озера не изуча-
лось. Наибольший интерес в таких экосистемах 
представляют микроорганизмы-гидролитики, 
как с точки зрения изучения взаимосвязей их 
биоразнообразия с восстановлением почвенного 
покрова, так и в качестве источника ферментов 
для биотехнологии и других сфер производства 
[15, 17, 20, 21, 23].

Цель данной работы — исследование измене-
ния микробиоценоза содового шламохранилища 
после его осушения в процессе естественного 
восстановления почвенного и растительного 
покрова, а также выявление филогенетических 
групп – индикаторов восстановления окружаю-
щей среды после экстремального защелачивания.

Материалы и методы
Объектом исследования является содовое 

озеро антропогенного происхождения, располо-
женное на северо-западной окраине г. Березники 
Пермского края на левом берегу Камского водо-
хранилища (59°24.32’ (59°24.54’) с. ш.; 56°49.13’ 
(56°49.22’) в. д.) (рис. 1). 

Отходы Березниковского содового завода 
складируются в действующей и старой картах 
шламонакопителя (рис. 2), которые ограничены 
дамбами из щебня и дресвы известняка, общая 
площадь которого составляет 244 км2, а общий 
объем шлама превышает 10 млн м3 [2].

Отбор проб воды и грунта проводили в сен-
тябре 2017 г. Для исследований микрофлоры 
в действующем шламонакопителе были взяты 
пробы воды, донных отложений, техногенного 
поверхностного образования в прибрежной зоне 
и техногенного поверхностного образования с 
ризосферой растений. В почвоподобных образо-
ваниях осушенного содового озера пробы отби-
рались с поверхности, а также на глубине 5 см и 
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10 см (в точке 59º25.654’ с. ш.; 56º43.328’ в. д.). 
Образцы хранили при температуре +4° С.

Элементный состав образцов определяли на 
атомно-абсорбционном спектрофотометре AA-
6300 SHIMADZU (Япония). Извлечение водо-
растворимых форм соединений металлов из проб 
проводили следующим образом: к 5 г почвы до-
бавляли 120 мл бидистиллированной воды, тща-
тельно перемешивая. Полученную суспензию 
почвы фильтровали через бумажный фильтр «бе-
лая лента», а затем полученный фильтрат выпа-
ривали до объема 25 мл. К полученному раствору 
добавляли 2–3 капли концентрированной HNO3. 

Кислотную экстракцию металлов проводили 
добавлением к 2 г почвы 10 мл 5 М HNO3, кол-
бы с обратными холодильниками выдерживали 
в течение трех часов на кипящей водяной бане, 
пробы охлаждали и отфильтровывали в мерные 
колбы на 50 мл через бумажный фильтр «Белая 
лента» и доводили объем фильтрата до 50 мл. 
Извлечение подвижных форм соединений метал-
лов из образцов проводили добавлением 50 мл 
ацетатно-аммонийного буферного раствора с рН 
4,8 к 5 г почвы, периодически перемешивая вра-
щательными движениями в течение 24 часов при 
комнатной температуре. Затем пробы отфиль-
тровывали в мерные колбы на 100 мл через бу-
мажный фильтр «Белая лента» и доводили объем 
фильтрата до 100 мл буферным раствором.

Кислотность, содержание карбоната и гид-
рокарбоната определяли в соответствии с ГОСТ 
26423–85. Анализ хлоридов, сульфатов, фосфа-
тов и нитратов проводили в соответствии с ПНД 
Ф 16.1:2:2.3:2.2.69–10. Ионный состав анализи-
ровали с помощью системы капиллярного элек-
трофореза КАПЕЛЬ-105M (Россия) с автосемп-
лером в соответствии с руководством производи-
теля.

Учет численности и выделение культивируе-
мых алкалотолерантных бактерий с протеазной, 
амилазной, целлюлазной и липазной активнос-
тью проводили методом предельных разведений 
на селективных средах. Пробы высевали на ага-
ризованную среду Пфеннига следующего соста-
ва (г/л): NH4Cl — 0,3, KH2PO4 — 0,3, MgCl2 — 
0,3, СаСl2 — 0,03, дрожжевой экстракт — 0,5, 
раствор микроэлементов по Липперту–Витма-
ну — 1 мл. В качестве субстратов вносили до 
концентрации 1,5 %: пептон — для выделения 
протеолитиков, крахмал — для амилолитиков, 
целлюлозу — для целлюлолитиков, твин-80 — 
для липолитиков. Кислотность среды доводили 
1 M раствором NaOH до 8. Культуры инкубиро-
вали при температуре 30° С. Количество бакте-
рий выражали в колониеобразующих единицах 
(КОЕ) на грамм сухой массы. 

Препараты хромосомной ДНК бактерий по-
лучали фенольным методом, модифицирован-
ным для выделения ДНК из актиномицет. Сек-
венирование проводили на приборе Applied 
Biosystem 3500XL [8]. Полученные последова-
тельности сравнивали с хранящимися в мировой 

Рис. 2. Действующая (а) и старая карта (б) шламонакопителя 
АО «Березниковский содовый завод»

Рис. 1. Спутниковая карта шламохранилища 
Березниковского содового завода (URL: https://www.google.

com/maps/place/Березники)

а) б)
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базе данными сервера EzBioCloud (https://www.
ezbiocloud.net/). Метагеномный анализ исследу-
емых образцов по генам 16S рРНК проводили на 
платформе MiSeq (Illumina). Приготовление биб-
лиотеки для секвенирования проводили в соот-
ветствии с инструкциями и протоколами для сек-
венаторов MiSeq (Illumina 50 Rxn / Набор KAPA).

Результаты исследования и обсуждение
Физико-химическая характеристика воды 

и грунтов содового шламохранилища
Известно, что структуру сообщества микро-

организмов определяют физико-химические ус-
ловия среды. Изменения таких показателей, как 
рН и элементный состав, ускоряют или подавля-
ют развитие микроорганизмов разных таксоно-
мических групп, что влияет на процессы обра-
зования и разложения органического вещества, 
которые осуществляются данными сообщества-
ми [4, 6]. Влияние pH и минерализации на со-
став микробиома в различных экосистемах было 
тщательно изучено другими исследователями 
[12, 18, 19, 24, 26]. Данные исследования показа-
ли, что высокая щелочность, вызванная присутс-
твием карбонатов, бикарбонатов и гидроксидов, 
а также высокая концентрация солей, являются 
ключевыми факторами, формирующими струк-
туру микробных сообществ шламохранилищ. 

Исследуемые нами источники характеризу-
ются щелочными значениями рН. Так, в образцах 
шламохранилища рН воды составляет 11–12,6, 
отложений соды — 11. В пробах грунта старого 
осушенного содового озера кислотность варьи-
ровала в пределах 8–8,5, а рН грунта прибрежной 
части шламохранилища составляла 7,5.

При изучении элементного состава образцов 
определено высокое содержание кальция в об-
разцах из действующего содового шламонако-
пителя и грунте старого содового озера (табл. 1). 
Наименьшее количество кальция определили в 
образцах техногенных поверхностных образо-
ваний прибрежной зоны действующего шламо-
накопителя и воде. Во всех остальных образцах 
концентрация кальция в кислоторастворимых и 
ацетатно-аммонийных фракциях соответство-
вала 260–470 г/кг грунта. Количество магния 
возрастало с увеличением глубины отбора проб 
(13–17,6 г/кг). Концентрация натрия была макси-
мальна в водной фазе и достигала 6 г/л. Также 
были обнаружены тяжелые металлы, в большем 

количестве присутствующие в техногенных по-
верхностных образованиях территории старо-
го содового озера. Общей тенденцией является 
возрастание содержания металлов в грунте вос-
станавливающихся территорий содового шламо-
накопителя по сравнению с действующим, что 
объясняется концентрированием солей при испа-
рении воды.

В образцах из действующего шламонакопите-
ля и с поверхности осушенного содового озера 
установлено доминирование хлорид-ионов. Их 
суммарное содержание в старом содовом озере 
и шламохранилище составляло 9,3 и 74,7 г/кг 
соответственно (табл. 2). С увеличением глу-
бины в образцах возрастало содержание карбо-
натов/гидрокарбонатов, суммарное количество 
которых составило 0,1/5,8 г/кг в старом содовом 
озере и 1,6/3,3 г/кг — в шламохранилище соот-
ветственно. В осадке шламохранилища отме-
чается также значительное содержание аниона 
SО4

2– — 3,8 г/кг. Снижение концентрации CО3
2–, 

SО4
2– и Cl– в образцах старого содового озера по 

сравнению с осадками действующего шламохра-
нилища связано как с вымыванием растворимых 
ионов атмосферными осадками, так и с биоген-
ными процессами, способствующими коррекции 
кислотности. Кроме того, следует отметить зна-
чительное снижение концентрации хлорид-ио-
нов в образцах грунта старого содового озера с 
глубины 5 и 10 см по сравнению с поверхностью.

Учет численности бактерий с различной 
гидролитической активностью

Определено количество жизнеспособных бак-
терий при высеве на среды с крахмалом, твином, 
целлюлозой и пептоном в качестве источников 
углерода (рис. 3). Образцы с территории старого 
содового озера характеризовались высоким со-
держанием микроорганизмов, обладающих ами-
лолитической, целлюлолитической, протеолити-
ческой и липолитической активностью, макси-
мальным на глубине около 5 см (3,31·109 КОЕ/г 
амилолитиков, 2,63·109 КОЕ/г протеолитиков, 
1,40·109 КОЕ/г липолитиков, 1,27·109 КОЕ/г цел-
люлолитиков). Вероятно, такая локализация бак-
терий-гидролитиков связана с расположением 
зоны наибольшего поступления метаболитов с 
экссудатом корней растений, а также накоплени-
ем биогенных органических остатков.
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Ожидается, что более экстремальная среда 
будет характеризоваться меньшей численностью 
микроорганизмов, способных выживать и расти 
в таких сложных условиях. В осадке шламохра-
нилища (рН 11) обнаружено незначительное 
количество микроорганизмов, утилизирующих 
крахмал, целлюлозу и пептон (4,4·104, 3,0·104 и 
2,63·104 КОЕ/г соответственно). Однако в образ-
цах прибрежной зоны, содержащих ризосферу 
растений (рН 8), количество микроорганизмов, 
утилизирующих крахмал, полисахариды, твин-80 
и пептон, повышалось до 8,4·108 КОЕ/г, что, оче-
видно, связано как с выделением биополимеров 
корнями растений, так и с менее экстремальными 
значениями рН. Также наблюдалось увеличение 
количества бактерий, обладающих липолитичес-
кой активностью (до 5,7·109 КОЕ/г). Последнее, 
вероятно, обусловлено применением поверхнос-
тно-активных веществ в технологии содового 
производства и их присутствием в сточных водах 
ОАО «Сода». Таким образом, функциональное 
разнообразие микроорганизмов в исследуемых 
техногенных микроценозах соответствует сфор-
мировавшемуся распределению органических 
субстратов.

Следует отметить, что микробиоценозы со-
довых шламохранилищ недостаточно изучены. 

а
б в

г

1,00E+00

1,00E+01

1,00E+02

1,00E+03

1,00E+04

1,00E+05

1,00E+06

1,00E+07

1,00E+08

1,00E+09

1,00E+10

1-1 1-2 1-3 1-4 2-1 2-2 2-3

Рис. 3. Количество КОЕ/г бактерий на среде с крахмалом (а), целлюлозой (б), твин-80 (в), пептоном (г). 
Образцы 1-1, 1-2, 1-3, 1-4 отобраны с территории осушенного содового озера с глубины 5 см и 10 см, 

поверхности и объединенная проба соответственно; 2-1, 2-2, 2-3 — техногенные поверхностные образования, 
донные отложения и вода соответственно, отобраны с территории действующего шламохранилища

Имеются лишь единичные данные: так, исследо-
вание содового шламонакопителя в Польше по-
казало, что общее количество бактерий в подоб-
ной среде составило 106–108 КОЕ/г [16].

Метагеномный анализ микробного сооб-
щества содового шламохранилища 

На основании сравнительного метагеномно-
го анализа было показано, что в образцах доми-
нируют представители филумов Proteobacteria 
и Firmicutes (рис. 4). В воде и техногенных по-
верхностных образованиях содового шламохра-
нилища преобладали представители филума 
Firmicutes, тогда как в осадках соды и в объ-
единенном образце грунта старого осушенного 
содового озера превалировали протеобактерии. 
В образце, взятом с глубины 10 см из грунта 
осушенных территорий, преобладали Firmicutes 
и Acidobacteria, а количество протеобактерий
и актинобактерий было сопоставимо. 

Филогенетическое разнообразие микробио-
ценоза грунта старой карты содового шламона-
копителя было более выражено по сравнению 
с образцами осадков, воды и поверхностных 
техногенных образований вблизи действую-
щего содового шламохранилища. В микроби-
оме объединенного образца грунта осушен-
ного содового озера преобладали семейства 
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Moraxellaceae и Staphylococcaceae (20–23 %), 
а также Pseudomonadaceae и Burkholderiaceae 
(11–13 %), тогда как на глубине 10 см в боль-
шей степени были представлены семейства 
Streptococcaceae и Cellulomonadaceae (рис. 5). 
Бактерии семейства Cellulomonadaceae являются 
ассоциативными микроорганизмами раститель-
ных симбиозов, и их появление связано с восста-
новлением растительного покрова на этих терри-
ториях. В воде действующего шламонакопителя 
были обнаружены представители трех семейств: 
Staphylococcaceae (65 %), Moraxellaceae (30 %) и 
Lachnospiraceae (2 %). В осадках соды и грунте 
прибрежной части стафилококки и моракселлы 
также преобладали, и филогенетическое раз-
нообразие микроорганизмов увеличивалось по 
сравнению с водой.

Проведен множественный регрессионный 
анализ зависимости количества прочтений 
нуклеотидных последовательностей гена 16S 
рДНК отдельных филумов от концентрации 
металлов в образцах. Обнаружена высокая по-
ложительная корреляционная связь содержа-
ния представителей филума Firmicutes с кон-
центрацией Ca, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, 

0
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Неидентифицировано

Candidatus Saccharibacteria

Acidobacteria

Actinobacteria

Verrucomicrobia
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Candidatus Saccharibacteria — с концентрацией 
Na, Actinobacteria и Acidobacteria — с концент-
рацией Mg. Однако высокая положительная кор-
реляционная связь была достоверна только для 
Bacteroidetes (p = 0,02), что можно объяснить 
широкой распространенностью галофильности 
среди представителей этого филума. 

По ГОСТ 17.4.1.0283 к первому классу опас-
ности относятся высокотоксичные Zn, Pb, Cd, ко 
второму (умеренно опасным веществам) — Cu и 
Ni, к третьему классу опасности — Mn. Обнару-
жена высокая корреляция содержания актинобак-
терий и ацидобактерий с концентрацией метал-
лов второго класса опасности, средняя корреля-
ционная связь — с концентрацией высокотоксич-
ных металлов: Zn (Firmicutes, Proteobacteria), Cd 
(Firmicutes), Pb (Actinobacteria). Актинобактерии, 
содержание которых коррелирует с концентраци-
ей металлов первого и второго классов опаснос-
ти, известны своими биодеградативными способ-
ностями и устойчивостью к тяжелым металлам. 
Большинство филогенетических групп, относя-
щихся к филуму Firmicutes, обладают грамполо-
жительным морфотипом, что также обеспечивает 

Рис. 4. Соотношение филумов домена Bacteria в образцах старого осушенного и действующего содового 
шламохранилища. Образцы 1-2, 1-4 отобраны с территории осушенного содового озера с глубины 10 см 
и объединенная проба соответственно; 2-1, 2-2, 2-3 — техногенные поверхностные образования, донные 

отложения и вода соответственно, отобраны с территории действующего шламохранилища

Не идентифицировано
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их толерантность к ряду ксенобиотиков и токси-
кантов, а также к тяжелым металлам.

При восстановлении земель, занятых содовы-
ми шламохранилищами, происходит ряд процес-
сов, связанных с прекращением эксплуатации и 
осушением. При этом увеличивается концен-
трация солей на поверхности, но в то же время 
снижается рН с экстремально высоких (11–12) 
до слабощелочных (8–8,5) значений. Появление 
растительного покрова на осушенных террито-
риях коррелирует с изменением микробиома: на 
глубине 10 см снижается доля протеобактерий, 
но увеличивается доля ацидобактерий и актино-
бактерий, что может быть связано с приближени-
ем рН техногенных поверхностных образований 
к нейтральным значениям и появлением микро-
окружения, создаваемого ризосферой растений. 
На глубине 10 см изменяется и состав семейств 
домена Bacteria: значительно снижается доля 
семейства Moraxellaceae и Staphylococcaceae, 
но появляются представители семейства 
Streptococcaceae, которое становится домини-
рующим. В осадке содового шламохранилища, 
представляющим собой главным образом гидро-
карбонаты кальция со значительной долей хло-
рид-ионов, доминируют семейства Moraxellaceae 
и Staphylococcaceae, за которыми следуют се-
мейства Spingomonadaceae и Comamonadaceae.

Выводы
Таким образом, наблюдаются изменения в со-

ставе микробиома при восстановлении осушен-
ных территорий старой карты содового шламо-

накопителя как по сравнению с действующим 
шламохранилищем, так и в зависимости от 
глубины отбора проб. Индикатор восстановле-
ния среды, подвергнутой длительному воздейс-
твию экстремально высоких рН, — появление 
представителей семейств Streptococcaceae и 
Cellulomonadaceae домена Bacteria в подповерх-
ностных слоях грунта, что связано с приближе-
нием рН к нейтральным значениям и постепен-
ным восстановлением растительного покрова. 
При этом концентрации солей в таких средах 
остаются в пределах высоких значений. Обна-
руженные изменения микробного сообщества, 
связанные со сменой состава техногенного обра-
зования, имеют закономерный систематический 
характер и могут быть использованы в качестве 
индикаторов восстановления среды. 
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