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Изучено генетическое разнообразие прокариотного сообщества и углеводородный состав нефтешла-
мов длительного срока хранения (около 25 лет) и текущего накопления (1 год) в Краснодарском крае. Ме-
тодом газовой хроматографии с пламенно-ионизационным детектором (ГХ-ПИД) на хроматографе 
«Shimadzu GC 2010» выявлено уменьшение в 1.3 раза количества средней фракции и снижение в 3.5 раза – 
тяжелой фракции углеводородов в шламе длительного срока хранения, в котором полностью отсутствова-
ли углеводороды С28, С31, С33 в сравнении с шламом текущего накопления, имеющего все углеводороды 
с С11 по С34. Примененные индексы альфа-разнообразия – Шеннона, Chao1, Faith – показали, что в шла-
ме текущего накопления, несмотря на наличие разнообразных фракций углеводородов, микробное сооб-
щество представлено наиболее многообразными таксонами. Метабаркодирование прокариотных сооб-
ществ шламов выявило значительное преобладание домена Bacteria над доменом Archaea, включающим 
3 филума в обоих шламах. В шламе первого года хранения Archaea представляют 28.898%, 12 видов, а в 
шламе длительного хранения 4.207% от всего генетического разнообразия, 9 видов. Домен Bacteria в 
шламе текущего накопления представлен 39 филумами, 76 классами, 123 порядками, 177 семействами. 
Домен Bacteria шлама длительного срока хранения – 27 филумами, 58 классами, 98 порядками, 143 семей-
ствами. В шламе текущего накопления преобладает филум Fusobacteriota. В шламе, который находится на 
длительном хранении, доминируют филумы: Thermotogota, Cloacimonadota и Verrucomicrobiota. 

Ключевые слова: бактериальное сообщество, метабаркодинг, метагеном, нефтяной шлам, углеводоро-
ды, хроматография, 16S рРНК. 

 
Введение. Отходы нефтедобывающей и пе-

рерабатывающей промышленности образуются 
ежегодно и их количество варьирует в зависи-
мости от количества добытой нефти, но в сред-
нем суммарно составляет по разным источни-
кам от 500 тыс. тонн до 3 млн тонн в год. Су-
ществующие подходы к утилизации данных 
отходов разрешают размещать и хранить их в 
шламовых амбарах (шламонакопителях) без 
сортировки, классификации и учета [1, 2].  
Но эта мера, которая должна была стать первым 
шагом к деактивации поллютанта, стала един-
ственным дешевым способом избавиться  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

от растущего количества отходов. Как правило, 
земляные амбары занимают десятки квадрат-
ных километров земель без возможности их 
дальнейшего использования человеком. На от-
крытых участках таких шламонакопителей про-
исходит естественное взаимодействие отхода с 
различными физическими природными явле-
ниями. Нет однозначных данных, что шламона-
копители, построенные 20–55 лет назад, строи-
лись с соблюдением природосберегающих тех-
нологий, что за время эксплуатации не повре-
дились стены амбаров, что содержимое не по-
ступает в почвогрунты и подземные воды [3].  
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Нефтешламы представляют собой грунты 
после ликвидации разливов нефтепродуктов, 
крупнотоннажные промышленные отходы, со-
став которых зависит от следующих критериев: 
способа и места добычи, физико-химических 
свойств нефти, схемы переработки и т.д. Хими-
ческий и гранулометрический состав шламов 
значительно различается, например, в среднем 
по массе 10–56% нефтепродуктов, 30–85% во-
ды, 1.3–46% твердых примесей [4]. Углеводо-
роды (УВ) представлены легкими, тяжелыми и 
смолисто-асфальтеновыми фракциями, а также 
асфальто-смолопарафиновыми отложениями, 
являющимися источником токсических, мута-
генных и канцерогенных факторов. При этом 
помимо изначального разнообразия химическо-
го состава этого отхода со временем он подвер-
гается медленному воздействию атмосферных 
осадков, развитию бактериальной микрофлоры, 
окислительно-восстановительным реакциям, 
так как идет в анаэробных условиях и угнетает-
ся токсичными поллютантами (углеводородами, 
тяжелыми металлами), [5]. Наличие в нефте-
шламе микрофлоры позволяет утверждать, что, 
во-первых, бактерии выработали устойчивость 
к поллютантам, во-вторых, используют в каче-
стве источника углерода и энергии химические 
вещества самого шлама (углеводороды или 
продукты его распада), в-третьих, за счет своего 
метаболизма способны обезвреживать и пере-
водить в доступную форму органические и не-
органические вещества, снижая техногенную 
нагрузку [6]. 

Целью настоящей работы являлся анализ ге-
нетического разнообразия последовательностей 
гена 16S рРНК в составе тотальной ДНК мето-
дом метабаркодирования из нефтешлама теку-
щего накопления и длительного срока хранения. 

 
Объекты и методы исследований. Объек-

том исследования служили 2 образца нефтешла-
мов, ранее не подвергавшихся биоремедиации и 
находящихся в открытых шламонакопителях на 
территории Краснодарского края: первый со 
сроком хранения 1 год, второй – около 25 лет. 
Отбор проб проводили в сентябре 2024 г. с глу-
бины 50 см из пяти точек методом конверта и 
для анализа использовали усредненную пробу.  

Оценку количественного и фракционного со-
става углеводородов шламов проводили методом 
газовой хроматографии с пламенно-ионизацион-
ным детектором (ГХ-ПИД) на хроматографе 
«Shimadzu GC 2010» (Shimadzu, Япония) с квар-
цевой капиллярной колонкой Quadrex (Quadrex, 
США) (длина 30 м, диаметр 0.25 мм, толщина 
фазы silphenylene polysiloxane – 0.5 мкм) [7]. 

Метагеномный анализ нефтешламов прове-
ден в Междисциплинарном центре коллективно-
го пользования Казанского (Приволжского) фе-
дерального университета (Казань, Республика 
Татарстан, Россия). ДНК выделена с использо-
ванием набора FastDNA®SPIN Kit for Soil (MP 
Biomedicals, США) и гомогенизатора FastPrep-24 
(MP Biomedicals, США). Библиотеки для секве-
нирования гипервариабельных областей V3 и V4 
гена 16S рРНК подготовлены в соответствии с 
протоколом подготовки библиотеки для метаге-
номного секвенирования 16S (Illumina, Сан-
Диего, Калифорния, США). Первоначальную 
ПЦР проводили с использованием ДНК-матрицы 
и регион-специфичных праймеров, которые со-
вместимы с индексами и адаптерами для секве-
нирования Illumina (прямой праймер: 5'). После 
очистки продуктов ПЦР с использованием маг-
нитных шариков AMPure XT проведена повтор-
ная ПЦР с использованием праймеров из набора 
Nextera XT Index (Illumina, Сан-Диего, Калифор-
ния, США) [8]. Очищенные продукты ПЦР ви-
зуализировали с помощью гель-электрофореза, 
далее набором Qubit dsDNA H определяли коли-
чество двухцепочечной ДНК. Общее разнообра-
зие бактерий и архей в шламе оценивали по ко-
личеству фрагментов гена 16S рРНК. 

 
Статистическая обработка данных. Ста-

тистическую обработку полученных данных 
проводили в программе Microsoft Excel 2016. 
Расчет индексов альфа-разнообразия произво-
дился с помощью программы QIIME2 и базы 
данных Silva138, результаты считали статисти-
чески значимыми при p≤0.05 [9]. 

 
Результаты исследований и обсуждение. 

Построенные хроматограммы качественного 
состава нефтепродуктов (рис. 1) показывают 
различия в соотношении площадей пиков инди-
видуальных углеводородов нефтешламов раз-
ного срока хранения. Шлам текущего накопле-
ния имеет четко выраженные пики УВ до С34. 
Продемонстрирована тенденция к уменьшению 
пиков в шламе длительного хранения. 

По результатам хроматографического ана-
лиза (рис. 2) все УВ разделили на 23 группы в 
зависимости от количества атомов углерода (С). 
Обнаружены различия фракционного состава 
углеводородов в нефтешламе текущего накоп-
ления: средняя фракция (С10-С20) составляет 
3759 мг/кг, тяжелая фракция (С > 20) – 
1587 мг/кг, тогда как в длительно хранившемся 
шламе средняя фракция меньше в 1.3 раза, тя-
желая фракция меньше в 3.5 раза по сравнению 
со шламом текущего накопления.  
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Рис. 1. Хроматограммы шламов: текущего накопления (а), длительного хранения (б): ось х – время в ми-
нутах (min) – это время, через которое пик соответствующего вещества появляется на детекторе; ось у 
справа – интенсивность в uV ( 10.000) – выражена в микровольтах (uV), умноженных на 10 000 ( 10.000) 
масштабированный сигнал, который пропорционален количеству органического вещества, прошедшего 
через детектор, по высоте и площади пиков считается количество веществ; ось у слева kPa (килопаскаль) – 
показывает давление газа-носителя в ходе анализа (контроль стабильности) 
 

 
 
Рис. 2. Фракционный состав углеводородов в шламе длительного хранения и текущего накопления: ось х – 
углеводороды с количеством (от 11 до 34) атомов углерода (С); ось у – количество углеводородов в про-
центах (%). Серым цветом показаны колонки для шлама текущего накопления, черным – для шлама дли-
тельного хранения 
 

Показано отсутствие групп С28, С31, С33 в 
шламе длительного хранения (рис. 2), тогда как 
шлам, находящийся в амбаре год, имеет все УВ 
от С11 до С34. В нефтешламе длительного сро-
ка хранения только УВ средней фракции, а 
именно C11-С14, С17 превышали значения та-
ких же групп шлама текущего накопления.  

Подтверждено, что состав УВ шлама, депо-
нированного в амбарах в течение десятков лет, 

отличается от свежего за счет окисления нефти 
и нефтепродуктов [10]. Свежий шлам разнооб-
разен по качеству и количеству УВ, так как 
процессы самоочищения только начинают за-
пускаться и одновременно угнетаются по тем 
же причинам. По результатам проведенных ра-
нее микробиологических посевов основных фи-
зиологических групп можно выделить умень-
шение количества культивируемых бактерий и 
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полное отсутствие 8 физиологических групп в 
шламе текущего накопления [11]. Обратная си-
туация наблюдается в шламе, 25 лет находя-
щимся под воздействием внешних факторов и 
внутренних процессов самоочищения, – снижа-
ется количество УВ и их разнообразие.  

При анализе генов 16S рРНК прокариотное 
сообщество шламов представлено доменами 
Bacteria – в шламе текущего накопления 71.1% 
и длительного хранения – 95.8%, остальные 
прокариоты относились к домену Archaea. До-
мен Bacteria в шламе текущего накопления 
включает 370 родов и 316 родов в нефтешламе 
длительного хранения. Домен Archaea был ми-
норным: 12 и 9 видов в свежем и старом шла-
мах соответственно. 

Рассчитаны индексы альфа-разнообразия 
прокариотного сообщества – Шеннона, Chao1, 
Faith. Индекс Шеннона довольно распростра-
ненный показатель для оценки разнообразия 
видов и их распределения. Значение индекса 
Шеннона выше у шлама текущего накопления 
(7.432), что указывает на более высокий уро-
вень разнообразия микробиома в отличие от 
нефтяного шлама длительного хранения – 
6.542. Индекс Chao1 предназначен для предпо-
ложительной оценки реального видового разно-
образия сообщества. Данный индекс равен 
484.043 в шламе длительного хранения, в шла-
ме текущего накопления в 1.5 раз больше, что 
характеризует это сообщество как более разно-
образное. Для анализа филогенетического раз-
нообразия между видами в сообществе подсчи-
тан индекс Faith, равный 56.143 у шлама теку-
щего накопления, что указывает на охват гене-
тически удаленных групп прокариотов; у шлама 
длительного хранения индекс Faith на 
14.775 меньше. Примененные индексы Шенно-
на, Chao1, Faith показали, что в шламе текущего 
накопления микробное сообщество представле-
но филогенетически разнообразными таксона-
ми, что может быть связано с присутствием в 
составе шлама большего количества различных 
фракций углеводородов в качестве питательно-
го субстрата. 

Была проведена оценка генетического раз-
нообразия нефтешлама длительного срока хра-
нения и текущего накопления (рис. 3).  

Домен Archaea в обоих шламах был представ-
лен 3 филумами: Euryarchaeota с единственным 
классом Methanobacteria, Halobacterota с двумя 
классами Methanomicrobia и Methanosarcinia, по-
следний филум Thermoplasmatota, класс 

Thermoplasmata. В шламе первого года хранения 
Archaea представляют 28.898% относительного 
содержания прокариот, разделенных на 8 родов 
бактерий: Methanobacterium, Methanobrevibacter, 
Methanosphaera, Methanocorpusculum, 
Methanoculleus, Methanofollis, Methanosaeta, 
Methanosarcina. В шламе длительного срока хра-
нения Archaea составляют 4.207% от общего ге-
нетического разнообразия, делятся на 4 рода: 
Methanosphaera, Methanoculleus, Methanosarcina и 
Candidatus Methanomethylophilus. Все виды пер-
вых двух филумов представлены в обоих шламах 
метаногенными бактериями. Ранее архей находи-
ли в осадке после анаэробной переработки нефте-
содержащих отходов, но их доля составляла 0.6% 
[12], что может говорить об интенсификации ме-
таногенеза в шламах. Так как в процессе хранения 
количество органических веществ снижается, то и 
численность метаногенов в шламе длительного 
хранения меньше, чем в текущего накопления.  

       
 
Рис. 3. Филумы прокариот доменов Archaea и 
Bacteria. По оси х (Sample) находятся 2 образца: 
К1 – шлам текущего накопления, К2 – шлам дли-
тельного хранения. По оси у – количество генов 
филумов в процентах (%) 
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Домен Bacteria (71.102%) в шламе текущего 
накопления составляют 39 филумов, 76 классов, 
123 порядка, 177 семейств. Представители фи-
лума Chloroflexi включает 12.894% относитель-
ной частоты встречаемости, в нем самый мно-
гочисленный порядок в исследованном образце 
Anaerolineales, который занимает 10.542% раз-
нообразия сообщества.  

Следующий по многочисленности – филум 
Firmicutes (11.465%), где преобладают классы 
Clostridia и Bacilli 4.967 и 1.284% соответст-
венно, при этом количество родов этих классов 
составляет 13 и 25 соответственно. Следую-
щий по выраженности филум Bacteroidota 
(10.387%), к которому отнесены представители 
порядка Bacteroidales, входящие в 9.567% от-
носительного разнообразия всего сообщества. 
Малочисленными, составляющими 1–5% от 
общего числа генетического разнообразия, яв-
ляются 8 филумов: Patescibacteria (8.077%), 
Actinobacteriota (7.339%), Proteobacteria 
(5.462%), Thermotogota (4.477%), Synergistota 
(2.568%), Deferribacterota (1.423%), 
Desulfobacterota (1.362%), Cloacimonadota 
(1.362%). Оставшиеся 20 филумов вносят 
3.48% в разнообразие генов шлама текущего 
накопления.  

Домен Bacteria (95.793%) шлама длительно-
го срока хранения имеет в своем составе 27 фи-
лумов, 58 классов, 98 порядков, 143 семейств. 
По относительной частоте встречаемости генов 
филум Firmicutes занимает 32.617% от всего 
генетического разнообразия шлама и включает 
91 род бактерий. В этом филуме основную 
часть занимают классы Bacilli – 7.070% и 
Clostridia – 24.323%. Представители филума 
Bacteroidota составляют 21.707% относительно-
го разнообразия, где 21.648% занимает класс 
Bacteroidia. Следующий по выраженности фи-
лум Fusobacteriota с единственным представи-
телем семейства Leptotrichiaceae, занимающим 
15.685%. Филумы Proteobacteria и 
Actinobacteriota составляют по 7.265 и 7.212%. 
Малочисленными, составляющими 1–5% от 
общего числа генетического разнообразия, яв-
ляются 5 филумов: Chloroflexi (4.355%), 
Synergistota (1.171%), Deferribacterota (1.083%), 
Desulfobacterota (4.355%), Patescibacteria 
(1.012%). Оставшиеся 15 филумов вносят 
2.142% в разнообразие генов шлама длительно-
го срока хранения.  

К группе активных нефтедеструкторов от-
носят такие филумы, как Proteobacteria и 

Actinobacteria. Например, в результате биоре-
медиации почвы, загрязненной нефтью, в опыт-
ных образцах после 12 недель биоремедиации 
количество представителей классов 
Gammaproteobacteria и Alphaproteobacteria со-
ставляло 53–73% и 22–39% соответственно, фи-
лум Actinobacteria после 17-летней рекультива-
ции насчитывал 0.4–2.1% от общего количества 
бактерий в сообществе [12–14]. Другое иссле-
дование загрязненной нефтепродуктами почвы 
в руднике показывает доминирование культи-
вируемых бактерий родов: Pseudomonas, 
Flavobacterium и Rhodococcus через 30 дней мо-
дельного эксперимента [15]. В проанализиро-
ванных нефтяных шламах текущего и длитель-
ного хранения численность протеобактерий не 
столь значительна, составляет 5.461 и 7.265% 
соответственно, актинобактерий в обоих шла-
мах не более 7%. Роды Flavobacterium и 
Rhodococcus отсутствуют, род Pseudomonas 
включает от 0.3 до 0.6% прокариот. Предполо-
жительно в шламах роль нефтедеструкторов 
выполняют бактерии указанных филумов, а 
также некоторые другие, например, класс 
Bacilli. Полученные данные показывают, что 
количество генов определенного таксона лишь 
косвенно указывает на его роль в микробном 
сообществе.  

 
Заключение. Проведенная работа позво-

лила выявить взаимосвязь длительности хра-
нения и разнообразия прокариотного сообще-
ства. В результате длительного хранения, воз-
действия внешних и внутренних (биотических) 
факторов среды в нефтяном шламе выявлено 
уменьшение количества средней и тяжелой 
фракции углеводородов, тогда как в шламе, 
хранящемся в накопителе год, насчитывается в 
4.8 раза больше углеводородов. В изученных 
шламах выявлены доминирующие филумы, 
характерные только для определенного срока 
хранения: шлам текущего срока хранения – 
филум Fusobacteriota, шлам длительного сро-
ка – филумы Thermotogota, Cloacimonadota, 
Verrucomicrobiota. Рассчитанные индексы аль-
фа-разнообразия прокариотного сообщества 
(Шеннона, Chao1, Faith) показали, что в шламе 
текущего накопления микробное сообщество 
представлено наиболее разнообразными так-
сонами. Результаты настоящего исследования 
могут быть полезны для разработки биореме-
диационных мероприятий при обезвреживании 
шламов.  
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The genetic diversity of the prokaryotic community and the hydrocarbon composition of long-term storage 

(approximately 25 years) and current accumulation (1 year) oil sludge in the Krasnodar Territory were studied. 
Gas chromatography with a flame ionization detector (GC-FID) on a Shimadzu GC 2010 chromatograph revealed 
a 1.3-fold decrease in the amount of the medium fraction and a 3.5-fold decrease in the heavy hydrocarbon frac-
tion in the long-term storage sludge, which was completely free of C28, C31, C33 hydrocarbons, compared to the 
current accumulation sludge, which contains all hydrocarbons from C11 to C34. The applied alpha diversity in-
dices – Shannon, Chao1, Faith – showed that in the current accumulation sludge, despite the presence of various 
hydrocarbon fractions, the microbial community is represented by the most diverse taxa. Metabarcoding of proka-
ryotic communities in the sludges revealed a significant predominance of the Bacteria domain over the Archaea 
domain, comprising three phyla in both sludges. In the first-year storage sludge, Archaea represent 28.898% 
(12 species) of the total genetic diversity, while in the long-term storage sludge, it represents 4.207% (9 species). 
The Bacteria domain in the current accumulation sludge is represented by 39 phyla, 76 classes, 123 orders, and 
177 families. The Bacteria domain in the long-term storage sludge comprises 27 phyla, 58 classes, 98 orders, and 
143 families. In recently stored sludge, the phylum Fusobacteriota predominates. In long-term stored sludge, the 
phyla Thermotogota, Cloacimonadota, and Verrucomicrobiota predominate. 

Keywords: bacterial community, metabarcoding, metagenome, oil sludge, hydrocarbons, chromatography, 
16S rRNA. 


