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УДК 579.66 

Щелочные высокоминерализованные среды являются источником 
микроорганизмов – продуцентов ферментов, востребованных в биотехнологии,  
пищевой промышленности, медицине, сельском хозяйстве. Внеклеточные 
гидролитические ферменты этих микроорганизмов устойчивы к высокому рН и 
минерализации. В рамках двух научных проектов изучено филогенетическое 
разнообразие бактериального сообщества щелочных высокоминерализованных 
сред антропогенного происхождения – содового шламохранилища 
АО «Березниковский содовый завод» (Березники, Пермский край). Источником 
выделения бактериальных культур явились среды действующего 
шламохранилища (содовый шлам, дистиллерная жидкость, поверхностные 
техногенные образования, ограничивающие территорию складирования шлама) 
и старой карты шламонакопителя, на которой происходит восстановление 
растительности. Выделены и идентифицированы алкалотолерантные и 
алкалофильные гидролитические бактерии, обладающие активностями амилазы, 
липазы, протеазы и целлюлазы. Изолированные бактериальные культуры при 
условии дальнейшей селекции представляют интерес для биотехнологии как 
продуценты ферментов, устойчивых к щелочным значениям рН и высокой 
минерализации среды. 
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Гидролитические ферменты широко 

используются в различных отраслях про-

мышленности, медицине, сельском хозяй-

стве. Источниками таких ферментов явля-

ются живые организмы, главным образом 

микроорганизмы. Для успешного приме-

нения ферментов в народном хозяйстве 

необходимо их стабильное функциониро-

вание в различных условиях окружающей 

или реакционной среды, при изменении 

температуры, рН, в присутствии раство-

рителей и солей. Поэтому особый интерес 

вызывают микроорганизмы-продуценты 

ферментов, изолированные из экстре-

мальных сред обитания [12, 14, 17, 19]. 

В рамках выполнения исследователь-

ских проектов на селективных средах, со-

держащих в качестве источника углерода 

крахмал, пептон, твин-80, целлюлозу, из 

различных образцов с территории содово-

го шламохранилища АО «Березников-

ский содовый завод» (Березники, Перм-

ский край) были выделены бактерии, об-

ладающие активностями амилазы, про-

теазы, липазы и целлюлазы. Пробы для 

выделения бактериальных культур были 

отобраны с территории действующей и 

старой карты шламохранилища (рис. 1). 

Физико-химические свойства образцов 

обобщены в табл. 1. 

Проанализировано филогенетическое 

разнообразие бактериального сообщества 

различных сред содового шла-

мохранилища [8]. Методом метагеномного 

секвенирования установлено, что 

бактериальное сообщество представлено  

7 филумами: Firmicutes, Proteobacteria, 

Bacteroidetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, 

Actinobacteria и Candidatus Saccharibacteria, 

из которых доминирующее положение зани-

мают Proteobacteria и Firmicutes [6].  

Известно, что структуру сообщества 

микроорганизмов определяют физико-хи-

мические условия среды. Изменение таких 

показателей, как рН и элементный состав, 

влияет на развитие микроорганизмов раз-

ных таксономических групп и, как следст-

вие, на процессы образования и разложе-

ния органического вещества, осуществляе-

мые сообществами этих микроорганиз-

мов [1, 3]. Высокая щелочность, вызванная 

присутствием карбонатов, бикарбонатов и 

   
а    б    в 

Рис. 1. Новая (а) и старая (б, в) карты шламохранилища АО «Березниковский содовый завод» 

Таблица 1 

Физико-химические свойства образцов 

Образцы рН 
Минерализация Ca2+ Na+ Mg2+ HCO3- Cl- 

мг/кг 

1 11 98 233 474 072,1 851,9 188,2 979,9 59 550,2 

2 7,5 14 095 115 683,5 1 224,3 455,6 733,0 7 874,9 

3 8,5 17 212 280 376,6 2 629,41 5 136,5 1 459,8 9 228,7 

4 8,5 3 834 378 171,2 2 880,56 6 153,7 2 172,6 54,8 

5 8,5 17 212 320 613,7 2 776,13 7 096,0 1 459,8 9 228,7 

Примечание : 1 – содовый шлам, 2 – техногенные поверхностные образования, ограничивающие 

действующее шламохранилище; грунт старой карты: 3 – поверхность, 4 – глубина 5 см,  

5 – глубина 10 см. В таблице отражены концентрации подвижных форм металлов. 
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гидроксидов, а также высокая концентра-

ция солей являются ключевыми фактора-

ми, формирующими структуру микробных 

сообществ в данном биотопе.  

В осадке, складируемом в действующем 

шламохранилище, присутствуют кальций и 

хлор в высоких концентрациях,  

что связано с особенностями производства 

кальцинированной соды. Это наиболее  

щелочная и бедная органическим  

веществом среда шламохранилища, однако  

даже в этой среде обитают микроорганиз-

мы: бактериальное сообщество  

представлено филумами Firmicutes, 

Proteobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria, 

Verrucomicrobia, Actinobacteria и 

Candidatus Saccharibacteria (рис. 2). Фило-

генетическое разнообразие исследуемых 

сред невелико, индекс Шеннона, характе-

ризующий разнообразие и выравненность 

сообщества, варьируется в пределах 0,42–

1,39 для филумов и 0,89–1,83 для родов. В 

отношении бактериальных родов наиболь-

шее филогенетическое разнообразие обна-

ружено в содовом шламе и грунте старой 

карты содового шламохранилища, наи-

меньшее – в техногенных поверхностных 

образованиях прибрежной зоны действую-

щей карты содового шламохранилища и 

дистиллерной жидкости [5], где встречают-

ся только представители филумов 

Firmicutes, Proteobacteria и Bacteroidetes. 

Изучаемый нами биотоп крайне беден 

органическим веществом, которое может 

попадать в виде небольшой примеси де-

тергента, используемого в производст-

венном процессе, а также переноситься 

ветром, смывами с берегов, продуциро-

ваться автотрофными микроорганизмами 

и растениями. Отличия в элементном со-

ставе различных сред содового шламо-

хранилища от естественных содовых озер 

находят отражение в различиях состава 

бактериального сообщества. Показано, 

что в исследуемом шламохранилище при 

сочетании высокой щелочности, концен-

трации солей и преобладании солей каль-

ция, доминирующими филумами являют-

ся Proteobacteria и Firmicutes. Доля пред-

ставителей других филумов в водной сре-

де и техногенных поверхностных образо-

ваниях не превышала 5%, а в грунте ста-

рой карты шламохранилища и содовом 

шламе достигала 10 и 22% соответствен-

но. Только в образце грунта старой карты 

с глубины 10 см, содержащем ризосферу 

растений и органические остатки, преоб-

ладали Firmicutes и Acidobacteria, а также 

содержалось большое количество протео-

бактерий и актинобактерий. 

 
Рис. 2. Соотношение филумов бактериального сообщества в средах содового шламохранилища:  

1 – содовый шлам, 2 – дистиллерная жидкость, 3 – техногенные поверхностные образования, 

ограничивающие действующее шламохранилище, 4 – грунт старой карты шламохранилища,  

5 – грунт старой карты шламохранилища с глубины 10 см [6]. 
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При восстановлении земель, занятых 

содовыми шламохранилищами (старая кар-

та шламонакопителя), происходит ряд про-

цессов, связанных с прекращением экс-

плуатации и испарением влаги. При этом 

увеличивается концентрация солей на по-

верхности, но, в то же время, снижается рН 

с экстремально высоких (11–12) до слабо-

щелочных (8–8,5) значений. Появление 

растительного покрова на осушенных тер-

риториях коррелирует с изменением мик-

робиома: на глубине 10 см снижается доля 

протеобактерий, но увеличивается доля 

ацидобактерий и актинобактерий, что мо-

жет быть связано с приближением рН к 

нейтральным значениям, укоренением рас-

тений и появлением микроокружения, соз-

даваемого ризосферой растений. 

Показано, что на глубине 10 см изме-

няется и состав семейств домена Bacteria: 

значительно снижается доля семейства 

Moraxellaceae и Staphylococcaceae, но по-

являются представители семейства 

Streptococcaceae, которое становится до-

минирующим, и Cellulomonadaceae 

(рис. 3). Известно, что бактерии семейст-

ва Cellulomonadaceae являются ассоциа-

тивными микроорганизмами раститель-

ных симбиозов, и их появление связано с 

восстановлением растительного покрова 

на этих территориях. В осадке содового 

шламохранилища, представляющем со-

бой, главным образом, гидрокарбонаты 

кальция со значительной долей хлорид-

ионов, доминируют семейства 

Moraxellaceae и Staphylococcaceae [6]. 

Образцы с территории старой карты со-

дового шламохранилища характеризова-

лись высоким содержанием микроорганиз-

мов, обладающих амилолитической, цел-

люлозолитической, протеолитической и 

липолитической активностью (рис. 4). Та-

 

Рис. 3. Соотношение семейств бактериального сообщества в содовом шламе (а)  

и грунте старой карты шламохранилища с глубины 10 см (б) [6] 

 

 
Рис. 4. Соотношение гидролитических микроорганизмов в содовом шламе (1),  

техногенных поверхностных образованиях, ограничивающих действующее шламохранилище (2), 

грунте старой карты шламохранилища с глубины 10 см (3),  

ризосфере растений, произрастающих в прибрежной зоне действующего шламохранилища (4) [6] 
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кая локализация бактерий-гидролитиков 

связана с расположением зоны наиболь-

шего поступления метаболитов с экссуда-

том корней растений, а также с накопле-

нием биогенных органических остатков. 

Наиболее равномерно микроорганизмы с 

изучаемыми гидролитическими активно-

стями представлены в ризосфере расте-

ний прибрежной зоны действующего 

шламохранилища. На поверхности грунта 

старой карты 73% от исследованных со-

ставляли протеолитические микроорга-

низмы, а на глубине 10 см 43% приходи-

лось на долю целлюлозолитиков. 

Таким образом, количество протеоли-

тиков было максимально на поверхности, 

а доля целлюлозолитиков возрастала с 

увеличением глубины, что, вероятно, свя-

зано с тем, что белки, как легкоусвояемые 

биополимеры, содержатся в большем ко-

личестве на поверхности, в свежих био-

генных материалах. С увеличением глу-

бины количество легко гидролизуемых 

биогенных веществ, в т.ч. белков, липи-

дов, крахмала снижается, но количество 

целлюлозы, составляющей большую мас-

су в составе растительных остатков, оста-

ётся высоким. В содовом шламе подав-

ляющее количество гидролитических 

бактерий было представлено липолитика-

ми, как и в техногенных поверхностных 

образованиях прибрежной зоны дейст-

вующего шламохранилища. 

Для получения чистых бактериальных 

культур, обладающих гидролитическими 

активностями, использовали два подхода: 

выделение на среде с селективными суб-

стратами в отсутствие экстремальных ус-

ловий (рН 8) и на богатой среде с рН 11 

без селективных субстратов. Такой под-

ход, исключающий объединение несколь-

ких лимитирующих факторов при выде-

лении чистых культур, позволил расши-

рить материал для скрининга фермента-

тивных активностей [7]. Идентификацию 

выделенных бактериальных культур про-

водили молекулярно-генетическим мето-

дом. Ампликоны с использованием прай-

меров к гену 16S рРНК получали мето-

дом ПЦР и секвенировали на приборе 

Genetic Analyzer 3500xl («Applied 

Biosystems», США). Сравнение  

нуклеотидных последовательностей  

генов 16S рРНК проводили с использова-

нием онлайн-сервиса EzBioCloud 

(https://www.ezbiocloud.net/). 

На умеренно-щелочных средах с се-

лективными субстратами (крахмалом, 

пептоном, твин-80, целлюлозой) выделе-

ны алкалотолерантные бактерии [8]. Сре-

ди бактериальных культур, изолирован-

ных из материала старого содового шла-

монакопителя, значительную часть со-

ставляли протеобактерии. Так, на средах 

с твин-80 и пептоном были выделены  

в основном представители класса 

Alphaproteobacteria – главным образом 

Ensifer morelensis, а также виды рода 

Pseudoxanthomonas, Gammaproteobacteria. 

Кроме того, были изолированы предста-

вители класса Bacilli (филум Firmicutes). 

На среде с крахмалом наблюдалось боль-

шее таксономическое разнообразие изо-

лятов: были выделены культуры 

Sphingopyxis panaciterrae и Ensifer 

morelensis, относящиеся к классу 

Alphaproteobacteria, Pseudomonas peli 

(класс Gammaproteobacteria), Microcella 

putealis и Arthrobacter ginsengisoli (филум 

Actinobacteria, порядок Micrococcales), 

Bacillus cereus (филум Firmicutes, класс 

Bacilli) и Pedobacter quisquiliarum (филум 

Bacteroidetes, класс Sphingobacteria). 

На среде с целлюлозой, являющейся 

наиболее сложно метаболизируемым суб-

стратом из используемых, выделены 

культуры Lysobacter prati (класс 

Gammaproteobacteria), Paenarthrobacter 

aurescens (филум Actinobacteria, порядок 

Micrococcales), Metabacillus indicus (фи-

лум Firmicutes, класс Bacilli). 

Из образцов с территории действую-

щего шламохранилища изолировали пре-

имущественно культуры актинобактерий, 

порядок Micrococcales (представители ро-

дов Actinotalea, Arthrobacter, Citricoccus, 

Microbacterium, Microcella, Micrococcus, 

Paenarthrobacter), а также Firmicutes; 

класс Bacilli (виды рода Bacillus).  

Большую часть изолятов, выделенных на 
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среде  с рН 11, составляли представители  

актинобактерий, в том числе  

были выделены виды рода Oerskovia  

(филум Actinobacteria; порядок 

Micrococcales), а также алкалофильные 

бациллы B. aequororis, B. halmapalus, 

B. zhangzhouensis, которые не выделялись 

на средах с более низким pH. 

Нами был проведен скрининг гидро-

литических активностей у выделенных 

изолятов (табл. 2) [7]. 

Таким образом, изолированные нами 

бактериальные культуры обладали гид-

ролитическими активностями (амилаз-

ной, липазной, целлюлазной) и являлись 

алкало- и галотолерантными, а предста-

вители актинобактерий и бацилл, выде-

ленных на среде с рН 11, обладали свой-

ствами алкалофилов. Эти качества выде-

ленных штаммов могут служить основой 

их биотехнологического применения в 

качестве продуцентов гидролитических 

Таблица 2. 

Гидролитическая активность бактерий, выделенных из различных сред  
содового шламохранилища 

 

Штамм Е, Ед/л· Биомасса, мг/мл Е, Ед/мг 

Амилолитическая активность* 

Actinotalea fermentans 6-К 10,98 10,3 4,51 

Arthrobacter agilis 10-К 16,11 5,8 2,36 

Arthrobacter ginsengisoli 29-К 14,91 7,1 10,55 

Bacillus aquimaris 25-К 10,37 7,1 4,91 

Bacillus aequororis 5-ДБ 20,69 5,8 11,80 

Bacillus cereus 24-К 10,58 10,8 2,21 

Bacillus toyonensis 28-К 10,23 10,6 11,34 

Bacillus vietnamensis 19-К 10,77 7,5 3,93 

Brevibacterium pityocampae 4-ДБ 22,06 5,5 8,67 

Ensifer morelensis 26-К 30,32 7,6 11,81 

Microbacterium kitamiense 16-ДБ 23,15 12,1 3,95 

Microcella putealis 9-ДБ 19,52 20,1 2,69 

Oerskovia enterophila 13-ДБ 18,92 8,4 7,23 

Oerskovia jenensis 10-ДБ 20,05 6,7 11,11 

Oerskovia paurometabola 3-ДБ 18,91 16,5 2,96 

Paenisporasarcina quisquiliarum 4-К 14,83 3,7 20,03 

Pedobacter quisquiliarum 9-К 17,38 5,2 12,19 

Paenarthrobacter nitroquajacolicus 27-К 14,71 3,7 8,65 

Pseudomonas peli 13-К 10,05 4,5 9,96 

Sphingopyxis panaciterrae 8-К 16,10 6,1 4,40 

Липолитическая активность* 

Bacillus aquimaris 8-Т - н/о- 0,12 

Bacillus aequororis 5-ДБ 0,95 4,6 1,85 

Bosea lathyri 5-Т - н/о 0,18 

Brevibacterium pityocampae 4-ДБ 1,20 7,0 1,17 

Citricoccus zhacaieasis 12-Т - н/о 0,18 

Ensifer morelensis 13-Т 0,34 3,4 0,33 

Exiguobacterium undae 10-Т - н/о 0,14 

Metabacillus litoralis 9-Т - н/о 0,13 

Microbacterium kitamiense 16-ДБ 1,46 3,6 2,62 

Microcella putealis 9-ДБ 1,45 4,4 1,50 

Oerskovia enterophila 13-ДБ 1,44 8,0 0,88 

Oerskovia jenensis 10-ДБ 1,16 5,7 1,68 

Oerskovia paurometabola 3-ДБ 1,15 3,7 2,37 

Pseudomonas peli 3-Т 0,83 1,9 2,97 

Pseudoxanthomonas mexicana 16-Т 0,25 2,3 0,54 

Pseudoxanthomonas putridarboris 17-Т - н/о 0,41 

Sphingopyxis chelensis 4-Т - н/о 0,19 
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ферментов,  устойчивых к высокой ще-

лочности и минерализации. 

Биомасса выделенных бактериальных 

штаммов может быть использована в ка-

честве препаратов в сельском хозяйстве и 

других отраслях промышленности. Так, 

биопрепараты на основе целлюлозолити-

ческих микроорганизмов могут быть ис-

пользованы для обработки кормов, содер-

жащих сено и другое растительное сырьё; 

в качестве пробиотика, улучшающего пе-

реваривание целлюлозы [16]; для предоб-

работки целлюлозосодержащего сырья в 

процессе получения спирта [11]; улучше-

ния разложения соломы при внесении ее 

в почву [2]; биоаугментации при метано-

вом брожении с целью увеличения выхо-

да метана [18]; в производстве биотопли-

ва [10]. Липаза и амилаза экстремофилов 

также имеют большой потенциал исполь-

зования в пищевой, фармацевтической, 

бумажной промышленности, могут вхо-

дить в состав детергентов [13, 20]. 

Биопрепараты на основе липаз и ами-

лаз могут быть использованы в кормо-

производстве в качестве добавок к кор-

мам для улучшения их усвояемости. Так, 

известно, что незрелость пищеваритель-

ной системы 2–3-недельных цыплят при-

водит к неполному усвоению крахмала, а 

введение экзогенной амилазы позволяет 

им более полно использовать питатель-

ные вещества [4, 15]. Добавление в корм 

экзогенной липазы интенсифицирует ра-

боту органов внутренней секреции жи-

вотных, при этом повышается концентра-

ция эндогенного трипсина и амилазы, 

улучшается и ускоряется пищеваритель-

ный процесс, что приводит к снижению 

стоимости кормов, повышению интенсив-

ности роста свиней и птицы [9]. Таким 

образом, выделенные штаммы после 

дальнейшей селекции перспективны для 

использования в биотехнологии и сель-

ском хозяйстве. 

Заключение 

В рамках двух исследовательских про-

ектов изучено филогенетическое разнооб-

разие бактериального сообщества различ-

ных сред содового шламохранилища 

АО «Березниковский содовый завод»  

(Березники, Пермский край). Методом 

метагеномного секвенирования выявлены 

основные филогенетические группы  

бактерий, встречающиеся в этих биото-

пах. Установлено, что бактериальное  

сообщество этих сред отличается крайне 

низким разнообразием с доминированием 

Proteobacteria и Firmicures.  

Изучена сукцессия бактериального со-

общества старой карты содового шламо-

хранилища. Обнаружены изменения мик-

робного сообщества, которые могут быть 

использованы в качестве индикаторов 

восстановления среды. Появление пред-

ставителей семейства Cellulomonadaceae, 

которые являются ассоциативными  

микроорганизмами растительных сим-

биозов, свидетельствует о восстановле-

нии почвенного покрова. 

Методом высева на селективные сре-

ды определено количество бактерий с ли-

политической, протеолитической, амило-

литической и целлюлозолитической ак-

тивностями, минимальное количество 

бактерий-гидролитиков (до 10 000 клеток 

Окончание таблицы 2. 

 

Штамм Е, Ед/л· Биомасса, мг/мл Е, Ед/мг 

Целлюлозолитическая активность** 

Lysobacter prati 1-Ц 0,47 6,7 0,17 

Metabacillus indicus 8-Ц 0,41 7,3 0,17 

Microbacterium pygmaeum 11-Ц 0,49 13,8 0,07 

Paenarthrobacter aurescens 6-Ц 0,41 8,9 0,10 

Pseudomonas peli 14-К 10,21 5,1 11,88 

Примечание : « - » – активность отсутствует, н/о – не определяли. В Ед/л выражена 

активность внеклеточных гидролаз в культуральной жидкости, в Ед/мг выражена активность 

гидролаз, ассоциированных с клетками, *Ед = мкмоль/мин, **Ед = ммоль/сут. 
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на 1 г) обнаружено в содовом шламе 

(рН 11). Показано, что максимальная чис-

ленность микроорганизмов амило-, цел-

люлозо- и протеолитиков наблюдается в 

образцах, содержащих ризосферу, а так-

же в верхнем слое грунтов восстанавли-

вающихся территорий, имеющих расти-

тельный покров. Данное распределение 

микроорганизмов соответствует содержа-

нию биополимеров в изучаемых средах. 

На среде с рН 8 и селективными суб-

стратами (твин-80, пептон, крахмал, цел-

люлоза) выделено 67 алкалотолерантных 

изолятов, которые обладают соответст-

вующими гидролитическими активностя-

ми; на полноценной среде с рН 11 выде-

лено 11 алкалофильных изолятов, обла-

дающих гидролитическими активностя-

ми, сопоставимыми с таковыми изолятов, 

выделенных первым способом. Иденти-

фицировано 58 штаммов, и последова-

тельности 16S рРНК депонированы в 

GenBank. Выделены алкалотолерантные 

бактерии, проявляющие активность  

гидролитических ферментов, способные 

расти в широком диапазоне значений  

рН (от нейтральных до рН 11), и алкало-

фильные гидролитические бактерии,  

растущие при рН 10-11. 

Изучен биотехнологический потен-

циал выделенных и идентифицирован-

ных бактерий-гидролитиков, устойчи-

вых к щелочной среде и высокому  

содержанию солей.  

Изолированные бактериальные куль-

туры при условии дальнейшей селекции 

представляют интерес для биотехнологии 

как продуценты ферментов, устойчивых к 

щелочным значениям рН и высокой ми-

нерализации среды. Такие ферменты име-

ют большой потенциал для производства 

моющих средств, биоремедиации, пище-

вой и химической промышленности, 

сельского хозяйства. 
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Alkaline highly mineralized environments are a source of microorganisms that produce enzymes 

which are in demand in biotechnology, food industry, medicine, and agriculture. The extracellular 

hydrolytic enzymes of these microorganisms are resistant to high pH and mineralization. Within the 

framework of two scientific projects, the phylogenetic diversity of the bacterial community of 

alkaline highly mineralized media of anthropogenic origin, that is, the soda sludge of the 

Bereznikovsky Soda Plant (Berezniki, Perm Region) was studied. The sources of the isolation of 

bacterial cultures were the environments of the sludge storage (soda sludge, distiller water, surface 

technogenic formations that restrict the territory of the sludge storage) and the old sludge storage, on 

which vegetation is being restored. Alkalotolerant and alkalophilic hydrolytic bacteria with amylase, 

lipase, proteases and cellulose activities have been isolated and identified. Isolated bacteria, subject 

to further selection, are of interest for biotechnology as producers of enzymes that are resistant to 

alkaline pH and high mineralization of the medium. 
 

Keywords: Alkalotolerant bacteria, alkalophiles, halotolerant bacteria, hydrolytic enzymes, 

metagenomic analysis. 
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