
А г р о ф и з и к а  2022 № 3  

26 

УДК 579.26 DOI: 10.25695/AGRPH.2022.03.04 
ИЗУЧЕНИЕ НЕФТЕРАЗЛАГАЮЩИХ ТЕРМОФИЛЬНЫХ ПОЧВЕННЫХ БАКТЕРИЙ ИЗ ГРУНТОВ 

СВАЛКИ ТКО ПРИГОРОДНОГО РАЙОНА Г. САНКТ-ПЕТЕРБУРГА 

А. С. Журавлева1, Е. Н. Волкова1, 2, В. Е. Вертебный1, М. В. Спиридонова2, А. С. Галушко1 
1ФБГНУ «Агрофизический научно-исследовательский институт», 

195220, Санкт-Петербург, Гражданский пр., д. 14, Россия; 
2ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет промышленных технологий и дизайна», 

198095, Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, д. 4, Россия 
E-mail: zhuravlan@gmail.com 

Поступила в редакцию 18 апреля 2022 г., принята к печати 31 августа 2022 г. 

Работа посвящена исследованию микробного сообщества свалки ТКО в г. Кудрово (Санкт-

Петербург) и выявлению термофильных углеводородразлагающих бактерий. Лабораторными 
культивационными методами было выделено два штамма термофильных бактерий, относящихся к 
роду Aeribacillus. Выявлено, что оба штамма способны к росту на ацетате натрия, нефти и 
гексадекане в качестве единственных источников углерода при температуре 60°С. Метагеномный 
анализ показал, что доминирующими классами в сообществах из образцов почвогрунтов свалки 
являлись Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Actinobacteria. Среди бетапротеобактерий в 
пробах почвогрунта доминировали представители рода Thiobacillus (3,5%), а актинобактерий – 

представители родов Nocardioides (2,4%) и Iamia (1,8%). В образце почвогрунта с края свалки 
доминирующими актинобактериями являлись представители родов Gaiella (2,6%) и Nocardioides 

(2,0%).  

Ключевые слова: нефтезагрязненная почва, несанкционированная свалка, термофильные бактерии, 
нефтедеструкторы, микробиом. 
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The work is devoted to the study of the microbial community of the solid waste dump in Kudrovo 
(St. Petersburg region) and the identification of thermophilic hydrocarbon-decomposing bacteria. Two 
strains of thermophilic bacteria belonging to the genus Aeribacillus were isolated by laboratory cultivation 
methods. Both strains were found to be capable of growing on sodium acetate, petroleum, and hexadecane 
as the only carbon sources at a temperature of 60°C. The metagenomic analysis showed that the dominant 
classes in the communities from the dump soil samples were Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria, 
Actinobacteria. Representatives of the genus Thiobacillus (3.5%) dominated among betaproteobacteria in 
the soil samples, and representatives of the genera Nocardioides (2.4%) and Iamia (1.8%) dominated 
among actinobacteria. In the soil sample from the edge of the dump, the dominant actinobacteria were 
representatives of the genera Gaiella (2.6%) and Nocardioides (2.0%). 
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ВВЕДЕНИЕ  
Масштабы и токсичность нефтяного 

загрязнения представляют глобальную угрозу и по 
степени опасности для окружающей среды уступают 
только последствиям радиоактивного загрязнения 
(Вишняков и др., 2005). В настоящее время имеется 
незначительное количество сведений об 
экологическом состоянии специфичных по условиям 
антропогенных систем, формирующихся в зонах 
обитания человека, в частности при загрязнении 
нефтепродуктами и комплексном загрязнении почв в 
результате организации свалок в черте города. В 
подобной среде могут развиваться патогенные для 
человека и животных микроорганизмы, в связи с чем 
необходимо проводить изучение таких экосистем и 
осуществлять санитарный контроль их состояния. 

Известно около 70 родов устойчивых к присутствию 
нефти и нефтеразлагающих микроорганизмов 
(Красавин и др., 2007; Логинова и др., 2010, 2011; Дат 
и др., 2011; Ivanenko et al., 2020). В естественных 
условиях численность микроорганизмов-

нефтедеструкторов в почве невелика в сравнении с 
общим количеством микроорганизмов, тогда как в 
нефтезагрязненных почвах при низком уровне 
загрязнения она возрастает из-за их способности 
использовать углеводороды в качестве источника 
углерода и энергии для роста (Joo et al., 2008). 

Термофильные бактерии, имеющие 
способность к быстрому росту и производству 
природных поверхностно-активных соединений – 

биосурфактантов и биоэмульсификаторов, обладают 
преимуществом при разложении нефтяных пленок, 
плохо поддающихся биодеструкции (Неустроев, 2016; 
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Batista et al., 2006; Perfumo et al., 2007; Zheng et al., 
2011; Muthukamalam et al., 2016). Термофильные 
микроорганизмы, способные выжить при загрязнении 
нефтью в условиях северного климата, могут быть 
использованы при решении задач биоремедиации 
загрязненных почв посредством внесения самих 
бактериальных клеток или их метаболитов. 
Исследование микроорганизмов, адаптированных к 
климатическим условиям конкретного региона, 
необходимо для последующего обоснования системы 
биоремедиации нефтезагрязненных почв и 
использования в ней препаратов на основе микробных 
культур (Делеган и др., 2015). Преимущественно это 
спорообразующие бактерии, споры которых могут 
быть устойчивы к перепадам температуры и 
приспособлены к неблагоприятным климатическим 
условиям. Ранее такие бактерии были выявлены в 
северных регионах (Журавлева и др., 2021). 

Целью данной работы являлось исследование 
микрофлоры образцов загрязненной почвы, 
отобранных с месторасположения 
несанкционированной свалки бытовых отходов. В 
рамках исследования проводились поиск и выделение 
из почвы термофильных бактерий, способных 
использовать нефть и ее производные. 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ  
Вокруг территории несанкционированной 

свалки в районе г. Кудрово располагались различные 

объекты, такие как комплекс автосервисов, 
шиномонтаж, гаражный кооператив, автостоянка, 
пункт скупки использованных шин и дисков, 
автомойки. С них на территорию свалки в течение 
нескольких лет поступали отработанные 
автомобильные покрышки, пустые бутылки от 
смазочных средств и масел, автомобильных 
жидкостей, пропитанная маслами ветошь, которые 
могли являться источниками загрязнения почвы. Для 
анализа химического состава почвы были отобраны 
шесть проб. Средние значения показателей составили: 
рНKCl – 7.54; Hг – 1,75 мг.экв/100 г–1; S – 

11,1 мг.экв 100 г–1; P2O5 – 90,5 мг кг–1; К2О – 99 мг кг–

1. Для микробиологических исследований в работе 
использовались две средние пробы, взятые из 
поверхностного слоя (до 5 см) почвы: с края свалки и с 
ее территории. Пробы отбирались в пяти точках на 
площади 4252 м2 (площадь свалки). 

Методология научного исследования была 
основана на сочетании лабораторно-культивационных 
и современных молекулярно-генетических методов 
при работе с микроорганизмами, что позволило 
использовать преимущества обоих подходов.  

Определение содержания нефтепродуктов в 
почве проводилось спектрофотометрическим методом 
в соответствии с методическими указаниями (МУК 
4.1.1956-05 (2005)). В табл. 1 показана концентрация 
нефтепродуктов в исследуемых образцах грунтов. 

Таблица 1. Характеристика образцов почвы из зоны влияния свалки 

Проба Координаты Описание 

Содержание 
нефтепродуктов, 

масс% 

К 2 59.895008, 30.497765 Загрязненный грунт с территории свалки 0,69 

К 6 59.894306, 30.495956 Загрязненный грунт с края свалки 1,02 

 

Состав сред и условия выделения 
накопительных и чистых термофильных культур 
нефтеразлагающих бактерий описаны в работе 
(Журавлева и др., 2021). 

Получение последовательностей нуклеотидов 
гена 16S рРНК с использованием стандартных 
праймеров 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 
и 1492R (5'-ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3') для 
чистых культур штаммов было проведено в компании 
«Евроген» (г. Москва). Анализ нуклеотидных 
последовательностей и построение филогенетического 
древа осуществлялись с помощью библиотек NCBI 
BLAST и методов Neighbour-Joining и Maximum 
Likelihood (Tamura, Nei, 1993; Chevenet et al., 2006; 
Dereeper et al., 2008; Dereeper et al., 2010), а также 
программ MUSCLE, Gblocks, PhyML, TreeDyn, MEGA 

(https://www.megasoftware.net/; Kumar et al., 2018). 
Длина анализируемых последовательностей 
составляла 1439-1444 нуклеотидов. 

Исследования филогенетического состава 
микробных сообществ проводились с использованием 
оборудования ЦКП «Геномные технологии, 
протеомика и клеточная биология» ФГБНУ 
ВНИИСХМ (Санкт-Петербург). Методика подробно 
описана в работе (Журавлева и др., 2021). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
Согласно основам почвенной микробиологии, 

почвы разных регионов содержат микроорганизмы, 
наиболее приспособленные к обитанию в данном 
регионе и данной экологической нише. Известны три 
физиологические группы почвенных 
микроорганизмов-нефтедеструкторов в зависимости 
от температуры среды обитания: термофильные, 
мезофильные и психрофильные. Однако данное 
разделение достаточно условно, так как температура 
является непрерывно действующим фактором, и 
провести четкую (до градуса) границу диапазонов 
температуры среды обитания микроорганизмов 
невозможно (Делеган и др., 2015). Ранее были 
получены накопительные культуры мезофильных 
микроорганизмов из образцов грунтов свалки г. 
Кудрово и выделены чистые культуры, способные 
разрушать как нефть, так и отдельные углеводороды – 

компоненты нефти (Волкова и др., 2020).  
Идентификация термофильных бактериальных 

штаммов показала, что выделенные штаммы K2-2 и K6 

принадлежат к роду Aeribacillus, сравнительно недавно 
отделенному от близкого к нему роду Geobacillus 
(Miñana-Galbis et al., 2010) и на настоящий момент 
насчитывающему два вида (Miñana-Galbis et al., 2010; 
Finore et al., 2017) (рис. 1). Штаммы бактерий рода 
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Aeribacillus, выделенные в рамках настоящего 
исследования, близкородственны штаммам TS12 и PZ-

1, не являющимся типовыми и обнаруженным в 
регионах с жарким климатом. Так, штамм TS12 
Aeribacillus pallidus был выделен в 2017 г. из горячего 
источника Танджунг Шакти (Индонезия) (Ramadhan et 
al., 2017), а штамм Aeribacillus sp. PZ-1 – в 2012 г. в 
Китае (Pan et al., 2012). 

При исследовании роста выделенных чистых 
культур бактерий на отдельных органических 
субстратах была выявлена их способность к росту на 
нефти и отдельных углеводородах. Оба штамма росли 
за счет разложения ацетата натрия (рис. 2), нефти и 
гексадекана (данные не представлены) в качестве 
единственных источников углерода при температуре 
60°С. 

 

Рис. 1. Фрагмент филогенетического древа близкородственных штаммов, полученного путем применения 
алгоритмов Neighbour-Joining и Maximum Likelihood к матрице попарных расстояний (Tamura, Nei, 1993; 

Chevenet et al., 2006; Dereeper et al., 2008; Dereeper et al., 2010; Edgar, 2004; Kumar et al., 2018). Длина ветвей 
соответствует количеству нуклеотидных замен на сайт, масштаб (0.010) соответствует одной нуклеотидной 

замене на каждые 100 нуклеотидов 

 

 

Рис. 2. Кривая роста штаммов K2-2, K6 (Aeribacillus sp.) на ацетате натрия и в контроле  
(без органического субстрата) 
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В ходе опытов обнаружено, что максимальная 
оптическая плотность при высеве на ацетат натрия 
(1,2) наблюдалась через 2–3 суток для культуры K2-2 

и 1–7 суток для культуры K6. Максимальная 
оптическая плотность культур в конце опыта при 
культивации их на жидкой среде ВД с добавлением 
нефти составляла 0,7 для культуры K2-2 и 0,31 для 
культуры K6, а для гексадекана – 1,28 и 0,94 
соответственно. При этом рост на гексадекане был 
существенно более медленным, чем на других 
субстратах, и занял семь суток. 

Для определения таксономической структуры 
сообществ почвогрунтов применялся метагеномный 
подход, используемый при изучении разных 
природных зон и экосистем – как естественных, так и 
антропогенно измененных (Семенов, 2019; Baldrian et 

al., 2012; Abbasian et al., 2016; Gorbacheva et al., 2018). 
Микробные сообщества загрязненных грунтов со 
свалки г. Кудрово отличаются преобладанием 
представителей типа Proteobacteria (табл. 2), что 
характерно для почв, загрязненных нефтепродуктами, 
однако в них, помимо этого, высока доля 
представителей типа Actinobacteria. 

Таблица 2. Филогенетический состав сообществ бактерий и архей почвогрунта свалки г. Кудрово при 
различных уровнях нефтезагрязнения на уровне класса (в процентах сиквенсов от общего числа). 

 Тип Класс K2-2 K6 

Archaea 
Euryarchaeota Methanomicrobia 0,37 0,00 

Thaumarchaeota Nitrososphaeria 1,77 1,50 

Bacteria 

Acidobacteria 

Acidobacteriia 0,53 0,87 

Blastocatellia (Subgroup 4) 1,47 2,43 

Subgroup 6 0,43 0,97 

Thermoanaerobaculia 0,07 0,27 

unclassified Acidobacteria 0,00 0,17 

Actinobacteria 

Acidimicrobiia 5,27 4,00 

Actinobacteria 9,93 10,37 

Thermoleophilia 0,93 3,17 

unclassified Actinobacteria 0,27 1,03 

Bacteroidetes 
Bacteroidia 3,50 6,80 

Ignavibacteria 0,23 0,00 

Chloroflexi Anaerolineae 2,17 0,43 

Cyanobacteria Oxyphotobacteria 0,00 0,17 

Firmicutes 

Bacilli 2,10 0,63 

Clostridia 1,70 0,90 

Negativicutes 0,00 0,03 

Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes 0,20 0,07 

Nitrospirae Nitrospira 0,43 0,43 

Planctomycetes 

Phycisphaerae 0,07 0,17 

Planctomycetacia 1,00 2,30 

unclassified Planctomycetes 0,00 0,07 

Proteobacteria 

Alphaproteobacteria 8,00 10,93 

Betaproteobacteria 11,17 7,70 

Deltaproteobacteria 0,70 1,53 

Gammaproteobacteria 4,27 3,63 

unclassified Proteobacteria 0,40 0,30 

Verrucomicrobia Verrucomicrobiae 0,50 2,27 

 
Доминирующими классами в сообществах из 

отобранных образцов почвогрунтов являлись 
Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Actinobacteria. 

Доминирующими бетапротеобактериями в пробе 
почвогрунта с территории свалки г. Кудрово были 
представители рода Thiobacillus (преимущественно 
аэробные облигатные автотрофы, использующие 
неорганические соединения серы, включая 

элементарную серу (Boden, 2017)). Они повсеместно 
встречаются в различных природных средах и 
характеризуются существенным разнообразием, в 
роду присутствуют галофильные, ацидофильные и 
термофильные бактерии, некоторые представители 
проявляют устойчивость при высоких уровнях 
загрязнения токсичными металлами (Kumar et al., 
2020). Класс Actinobacteria в образце с территории 
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свалки представлен преимущественно родами 
Nocardioides и Iamia (в указанном роду имеется 
единственный на настоящий момент известный 
представитель, характеризующийся 
грамположительными неподвижными клетками, 
аэробный, не способный к спорообразованию) 
(Kurahashi et al., 2009). Род Nocardioides был выделен 
как род грамположительных, чувствительных к 
кислым условиям аэробных мезофильных 
актиномицетов, образующих подобие мицелия 
(Prauser, 1984). Многие штаммы Nocardioides играют 
важную роль в биоремедиации почв. Они способны к 
разложению различных поллютантов, в том числе 
алканов, пиридина, фенолов, фенантрена, а также 
гербицидов (Yoon, Park, 2006). В образце почвогрунта 
с края свалки представители данного рода также были 
обнаружены в числе доминирующих актинобактерий 
(2,0%) совместно с представителями рода Gaiella 
(2,6%). По некоторым сведениям, представители рода 
Gaiella были обнаружены в большом количестве в 
почвах, загрязненных бензином, и авторы считают 
весьма перспективным изучение представителей 
данного рода в отношении разложения нефтяных 
углеводородов (Bidja, Abena et al., 2020). 

В целом в изученных образцах почвогрунтов 
насчитывалось 143 рода бактерий и архей в образце 
К2-2 и 213 родов в образце К6. Можно заключить, что 
при загрязнении нефтепродуктами на уровне 1,02% в 
исследованных образцах почв произошло увеличение 
разнообразия микробного сообщества, вызванное 
присутствием поллютанта. При этом в 
нефтезагрязненной почве не наблюдалось ярко 
выраженного доминирования отдельных родов, что 
свидетельствует о большей выравненности обоих 
сообществ не только в образце с территории свалки, но 
и в образце с ее края. Однако условия, 
складывающиеся в изученных грунтах, специфичны, 
существенно отличаются от условий зональных почв, 
в том числе нефтезагрязненных, и являются 
подходящими для развития различных групп 
микроорганизмов, включая бактерии, способные 
метаболизировать соединения серы.  

Бактерии, обнаруженные в изучаемых образцах 
почвы с помощью лабораторных культивационных 
методов, при метагеномном анализе выявлены не 
были, что свидетельствует о том, что они или 
занимают малый процент бактериального метагенома, 

или были отнесены к роду Bacillus из-за их высокого 
сходства, требующего более точного генетического 
анализа. Род Bacillus занимает в метагеноме образцов 
почвогрунтов К2-2 и К6 0,70 и 0,17 % соответственно. 

ВЫВОДЫ 
Выделение термофильных микробных культур 

при помощи лабораторных культивационных методик 
и их идентификация позволили выявить присутствие в 
почвогрунтах свалки г. Кудрово двух различных 
штаммов бактерий рода Aeribacillus, способных к 
использованию ацетата натрия, нефти и гексадекана в 
качестве единственных источников углерода при 
температуре 60ºС и перспективных для дальнейшего 
изучения с целью создания микробных консорциумов 
для ремедиации нефтезагрязненных почв северных 
регионов. 

С помощью генетических методов исследовано 
разнообразие микробного сообщества грунтов свалки 
ТКО г. Кудрово и выявлены доминирующие 
представители классов Betaproteobacteria, 

Alphaproteobacteria, Actinobacteria, при этом 
сообщество характеризуется отсутствием 
выраженного доминирования отдельных таксонов, 
характерного для нарушенных почв и грунтов, 
видовым разнообрази ем и выравненностью. 
Выявлено, что доминирующими 
бетапротеобактериями в пробах почвогрунта с 
территории свалки г. Кудрово являются представители 
рода Thiobacillus (3,5 %), а актинобактериями – 

представители родов Nocardioides (2,4 %) и Iamia 
(1,8%). В образце почвогрунта с края свалки 
доминирующими актинобактериями оказались 
представители родов Gaiella (2,6 %) и Nocardioides 
(2,0%). Некоторые из выявленных представителей 
исследованных микробных сообществ могут быть 
перспективными для изучения в отношении их 
способности к разложению углеводородов и других 
поллютантов. 
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