
ПОЧВОВЕДЕНИЕ, 2023, № 5, с. 586–593

586

ИССЛЕДОВАНИЕ МИКРОБНОГО СОСТАВА БЕНТОНИТОВ 
ДВУХ МЕСТОРОЖДЕНИЙ

© 2023 г.   Д. Д. Кошелеваa, *, В. С. Чепцовa, А. Л. Степановa, И. И. Толпештаa, В. В. Крупскаяa, b
aМГУ им. М.В. Ломоносова, Ленинские горы, 1, Москва, 119991 Россия

bИнститут геологии рудных месторождений, петрографии, минералогии и геохимии РАН,
Старомонетный пер., 35, Москва, 119017 Россия

*e-mail: koshadasheleva@gmail.com
Поступила в редакцию 20.10.2022 г.

После доработки 14.12.2022 г.
Принята к публикации 28.12.2022 г.

Бентонитовые глины обладают большой площадью удельной поверхности и большим объемом по-
рового пространства, что определяет их высокую сорбционную способность и позволяет использо-
вать в качестве одного из барьеров при строительстве захоронений радиационно-активных отходов.
Ожидается, что глубокие геологические хранилища будут функционировать тысячи лет, поэтому
актуальна проблема прогнозирования изменений, которые могут произойти с ними за это время.
В процессе функционирования хранилищ бентониты могут изменять свои свойства за счет воздей-
ствия на них микроорганизмов. В работе проанализирована структура микробного сообщества бен-
тонитов двух месторождений: 10-й Хутор (Россия) и Таганское (Казахстан) – при различных темпе-
ратурах (25 и 60°С) инкубации. В бентоните месторождения 10-й Хутор при инкубации при 60°С
выявлено 10 филумов и 92 рода бактерий, а при 25°С – 12 филумов и 94 рода. В бентоните Таган-
ского месторождения при температуре инкубирования 60°С выявлено 14 филумов и 87 родов, а
при 25°С – 15 филумов и 123 рода. В образцах преобладали бактерии типов Proteobacteria и Firmic-
utes. Сделан вывод, что основным фактором, влияющим на формирование микробного сообщества
в исследованных бентонитах, является температура, а не химический и минеральный состав иссле-
дованных бентонитов.
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ВВЕДЕНИЕ

На данный момент разрабатывается система
глубинного геологического захоронения радио-
активных отходов. Для создания подобного захо-
ронения используется система многобарьерной
конструкции [1–3]. Бентонитовые глины облада-
ют большой площадью удельной поверхности и
большим объемом порового пространства, что
определяет их высокую сорбционную способ-
ность и позволяет использовать в качестве одного
из барьеров при строительстве захоронений ра-
диоактивных отходов [4]. Планируется, что глу-
бокие геологические хранилища будут функцио-
нировать тысячи лет, поэтому актуальной является
задача прогноза изменений, которые могут про-
изойти за это время. Чтобы сделать объективный
прогноз, нужно понимать условия, в которых бу-
дут существовать барьеры в глубинных геологи-
ческих захоронениях. Согласно [5], температура
поверхности канистры с радиоактивными отхо-

дами составляет примерно 160°C, и со временем
температура будет постепенно снижаться. Ориен-
тировочно она снизится до 100°C в течение 200 лет.
При этом буферный слой из бентонита будет на-
греваться неравномерно, и его температура будет
варьировать в пределах 60–95°C в зависимости от
расстояния до канистры. Следовательно, важно
знать, какие изменения будут происходить с бен-
тонитом в условиях захоронения при разном тем-
пературном режиме.

В процессе существования инженерного ба-
рьера бентониты могут претерпевать изменения
не только из-за физического воздействия повы-
шенных температур, но и из-за воздействия мик-
роорганизмов на них [6]. Микроорганизмы были
обнаружены в различных исследуемых месторож-
дениях бентонита [7, 8]. Кроме того, микроорга-
низмы могут быть занесены во время строитель-
ства хранилища радиоактивных отходов [9], а
также с потоком грунтовых вод во время эксплуа-
тации [10].
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В длительном эксперименте, который прово-
дился акционерным обществом по атомной энер-
гии Канады в лаборатории, расположенной под
землей, была проведена сравнительная характери-
стика биомассы микроорганизмов в бентонитах в
1997 и 2007 гг. Установлено, что в 1997 г. биомасса
аэробных гетеротрофов в бентонитах составляла
среднем 3.88 КОЕ/г, а анаэробных гетеротрофов –
1.63 КОЕ/г. Через 10 лет была отмечена общая
тенденция изменения численности микроорга-
низмов – количество гетеротрофных аэробов
уменьшилось, а численность анаэробных гетеро-
трофов осталась примерно на том же уровне [8].

В коммерческом бентоните MX-80 (Вайоминг,
США) численность микроорганизмов составляла
1.64 × 105 КОЕ/г аэробных гетеротрофов и 2.5 ×
× 103 КОЕ/г анаэробных гетеротрофов. Домини-
рующими филумами выступали Firmicutes (77%),
Proteobacteria (22.6%). В доминирующем филуме
Firmicutes авторы выделили следующие домини-
рующие классы – Bacillales и Clostridiales (8.5 и
64% соответственно) [11].

Бентониты разных месторождений характери-
зуются разным видовым составом микроорганиз-
мов. В бентоните месторождения Almeria в Испа-
нии обнаружены бактерии 14 различных филумов
таких, как Acidobacteria, Actinobacteria, Armati-
monadetes, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria,
Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Gemmatimona-
detes, Planctomycetes, Proteobacteria, Nitrospirae,
Verrucomicrobia и неопознанный филум. При
этом доминировали представители филумов Pro-
teobacteria и Bacteroidetes [7].

В исследовании [15] изучали разнообразие
микроорганизмов в бентоните из Китая (уезд Синхэ
автономного района Внутренняя Монголия). Наи-
большее количество обнаруженных микроорга-
низмов принадлежало филумам Thaumarchaeota
(50%) и Euryarchaeota (10%). Второй по распро-
страненности филум был Proteobacteria (16%)
[12]. При оценке классов были выделены следую-
щие доминанты: β-Proteobacteria, Actinobacteria,
Thermoplasmata, Bacilli, α-Proteobacteria, γ-Pro-
teobacteria, Fusobacteria, and Methanobacteria.

В бентоните National Standard (Вайоминг, США)
доминировали бактерии филумов Firmicutes (81%),
Proteobacteria (10%), Actinobacteria (8%) и Chloro-
flexi (1%). В доминирующем филуме Firmicutes,
можно выделить следующие доминирующие
классы – Bacillales и Clostridiales (21.9 и 57.8% со-
ответственно). В бентоните Canaprill (Канада)
было обнаружено три филума: Firmicutes (37%) и
Proteobacteria (39%), Chloroflexi (24%) [11].

Микроорганизмы, обитающие в бентонитах,
могут изменять свойства минералов в процессе
своей жизнедеятельности [13]. Некоторые груп-
пы бактерий могут влиять на функционирование
компонентов глубинного хранилища радиоак-

тивных отходов, например, сульфидпродуцирую-
щие бактерии, которые могут способствовать
коррозии металлических контейнеров [14, 15], и
железоредукторы, которые могут восстанавли-
вать Fe(III), локально изменяя физические и хи-
мические свойства бентонитов [16]. Кроме того, в
результате функционирования микроорганизмов
выделяются различные газы, которые могут быть
причиной образования трещин в бентонитовой
прослойке и нарушать ее герметичность [17].

Из вышесказанного следует, что микроорга-
низмы являются одним из факторов, способных
повлиять на функционирование хранилища ра-
диоактивных отходов.

Цель работы – оценка состава микробного со-
общества глин месторождений 10-й Хутор (Рес-
публика Хакасия, Российская Федерация) и Та-
ганское (Республика Казахстан), которые пред-
полагается использовать для конструирования
хранилища радиоактивных отходов, при разных
температурных условиях инкубации.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования были бентониты ме-

сторождений 10-й Хутор и Таганское.
Месторождение Таганское расположено в

Республике Казахстан, в Тарбагатайском районе
Восточно-Казахстанской области, в 445 км к юго-
востоку от г. Усть-Каменогорска, в 20 км к юго-
востоку от с. Акжар, в 74 км к западу от пристани
Тарбагатай на оз. Зайсан [18]. Месторождение 10-й
Хутор расположено в Российской Федерации, в
8 км юго-западнее г. Черногорска Усть-Абакан-
ского района [19, 20].

Бентониты отличаются по минеральному и хи-
мическому составам (табл. 1, 2) [21, 22]. Оба име-
ют практически одинаковое содержание монтмо-
риллонита. В месторождении Таганское больше
кварца и кальцита по сравнению с месторожде-
нием 10-й Хутор. Только в бентоните месторож-
дения Таганское есть пирит и полевые шпаты.
В бентоните месторождения 10-й Хутор почти в
4 раза больше содержание иллита, чем в место-
рождении Таганское. В бентоните месторожде-
ния 10-й Хутор присутствуют примеси каолини-
та, микроклина и альбита (около 4%).

В бентоните месторождения Таганское содер-
жится больше железа, чем в месторождении 10-й
Хутор. В бентоните месторождения 10-й Хутор
отмечаются оксиды фосфора и титана [21, 22].

Эксперимент по инкубированию бентонитов
проводили следующим образом. Навески бенто-
нитов массой 100 г помещали во фторопластовые
стаканы, приливали к ним 300 мл раствора мине-
ральных солей c pH 7.3, стаканы плотно закрыва-
ли крышками и помещали в термостат на 6 мес.,
при температурах 25 и 60°С. Раствор солей ими-



588

ПОЧВОВЕДЕНИЕ  № 5  2023

КОШЕЛЕВА и др.

тировал состав грунтовых вод, планируемого ме-
ста создания хранилища радиоактивных отходов.
Данные о составе используемого раствора опуб-
ликованы ранее [23].

После 6 мес. инкубирования образцы высуши-
вали при температуре 60°С. Из высушенных бен-
тонитов экстрагировали ДНК. Для экстракции
использовали навеску 250 мг хорошо усредненно-
го образца. Экстракцию ДНК проводили при по-
мощи набора для выделения ДНК DNeasy Power-
Lyzer PowerSoil Kit (Qiagen, Германия) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя.

Для определения микробного состава бенто-
нитов проводили высокопроизводительное се-
квенирование генов 16S рРНК бактерий на
платформе Illumina. Ампликоны получали с ис-
пользованием праймеров 515F+Pro-mod-805R
(последовательность 5' – GTGBCAGCMGCCGCGG-
TAA 3' и 5' – GACTACNVGGGTMTCTAATCC 3'
соответственно) [24, 25]. Были получены парно-
концевые прочтения по 250 пн. Секвенирование
проводили в компании Knomics-Biota [26]. Дан-
ные анализировали с помощью Mothur v.1.44.3 [27]
согласно протоколу MiSeq SOP [28] с использова-
нием SILVA SEED v132 для выравнивания и SILVA
v138 для таксономической классификации [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Количество качественных прочтений варьи-

ровало в диапазоне от 67899–90001 на образец.
Покрытие для всех образцов было не ниже 96%.

В бентоните месторождения 10-й Хутор при
инкубации 60°С было идентифицировано 10 фи-
лумов и 92 рода бактерий, при инкубации 25°С –
12 филумов и 94 рода. В бентоните месторожде-
ния Таганское при инкубации 60°С было иденти-
фицировано 14 филумов и 87 родов, при инкуба-
ции 25°С – 15 филумов и 123 рода.

При анализе альфа-разнообразия при помощи
индекса Чао наибольшее разнообразие бактерий
было выявлено в образце месторождения Та-
ганское, инкубированного при 60°С, а наи-
меньшее – в образце месторождения 10-й Хутор,
инкубированного при температуре 60°С. Индекс
Шеннона показал аналогичные результаты (табл. 3).

Во всех образцах доминировали бактерии фи-
лума Proteobacteria (>55% последовательностей).
В образцах, инкубированных при 60°С, доля фи-
лума Firmicutes увеличилась на 21.7–22.5%. В об-
разце бентонита Таганского месторождения, ин-
кубированного при температуре 60°С, доля филу-
ма Actinobacteriota уменьшилась на 3.9%. Образец
из месторождения 10-й Хутор имел высокую до-
лю филума Bacteria_unclassified. В обоих бенто-
нитах доля филума Proteobacteria в образцах, ин-
кубированных при 60°С, была на 25–39% мень-
ше, чем в образцах, инкубированных при 25°С
(рис. 1).

Во всех исследуемых образцах при обеих тем-
пературах инкубации доминировал класс Gam-
maproteobacteria. В образцах, инкубированных
при 60°С, доля микроорганизмов класса Symbio-
bacteriia составляла 19 и 4.6% для месторождений
10-й Хутор и Таганское соответственно. При 25°С
бактерии класса Symbiobacteriia идентифициро-
ваны не были.

При 60°С в бентоните месторождения 10-й Ху-
тор также обнаружены неидентифицированные
классы домена Bacteria (Bacteria_unclassified) и
филума Firmicutes (Firmicutes_unclassified) (22.7 и
2.8% соответственно), а в бентоните месторожде-
ния Таганское, инкубированном при той же тем-
пературе (60°С), кроме вышеперечисленных, об-
наружены среди доминантов классы Bacilli, Acti-
nobacteria и Firmicutes_unclassified (11.9, 6 и 7.4%
соответственно). В бентонитах, инкубированных
при 25°С, выявлены бактерии класса Alphaproteo-
bacteria в отличие от образцов, инкубированных
при 60°С (рис. 2).

Во всех четырех исследуемых образцах доми-
нировали бактерии семейства Comamonadaceae

Таблица 2. Химический состав исследуемых бентонитов, %

* Потери при прокаливании.

Месторождение Na2O MgO Al2O3 SiO2 K2O CaO Fe2O3 TiO2 P2O5 MnO ППП*

Таганское 1.1 3.75 16.29 61.61 0.22 1.42 6.67 – – – 7.97
10-й Хутор 1.04 2.96 18.1 58.87 0.64 1.38 4.17 0.74 0.14 0.09 7.64

Таблица 1. Минеральный состав исследуемых бенто-
нитов, %

Порода 10-й Хутор Таганское

Монтмориллонит 77.1 73
Микроклин 3.3 –
Иллит 3.7 1
Кварц 13.3 22.5
Плагиоклазы (Альбит) 4.9 –
Кальцит 0.7 2.3
Каолинит 0.7 –
Пирит – 1.2
Полевые шпаты – <0.5
Сумма 100.0 100.0
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(β-Proteobacteria). В обоих образцах бентонитов,
инкубированных при 60°С, также доминировали
неидентифицированные бактерии (Bacteria_un-
classified) и представители рода Caldinitratiruptor
(Firmicutes).

В образцах бентонитов обоих месторождений
после инкубирования при 25°С доминировали не-
идентифицированные бактерии порядка Burkholde-
riales (β-Proteobacteria), также многочисленными
оказались представители семейства Oxalobacteraceae

(β-Proteobacteria) и рода Cavicella (γ-Proteobacteria)
(рис. 3).

Анализируя структуру бактериальных сооб-
ществ на уровне рода можно отметить, что во всех
исследуемых образцах доминантным родом являл-
ся неидентифицированный род семейства Coma-
monadaceae. В образцах, которые были инкубиро-
ваны при 25°С, доля Burkholderiales_unclassified
была больше, чем при 60°С. После инкубирова-
ния при 25°С в бентоните Таганского месторож-

Таблица 3. Значения индексов альфа разнообразия: К1 – 10-й Хутор, 60°С, К2 – 10-й Хутор, 25°С, К3 – Таган-
ское, 60°С, К4 – Таганское, 25°С
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Рис. 1. Структура микробных сообществ исследуемых образцов на уровне филумов: К1 – 10-й Хутор, 60°С; К2 – 10-й Ху-
тор, 25°C; К3 – Таганское, 60°С; К4 – Таганское, 25°С.
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Рис. 2. Структура микробных сообществ исследуемых образцов на уровне классов: К1 – 10-й Хутор, 60°С; К2 – 10-й Ху-
тор, 25°С; К3 – Таганское, 60°С; К4 – Таганское, 25°С.
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Рис. 3. Структура микробных сообществ исследуемых образцов на уровне рода: К1 – 10-й Хутор, 60°С; К2 – 10-й Хутор,
25°С; К3 – Таганское, 60°С; К4 – Таганское, 25°С.
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дения численность неидентифицированного ро-
да Oxalobacteraceae_unclassified была больше на
5.9–10.2%, чем в остальных образцах. Род Caldini-
tratiruptor обнаружен в обоих бентонитах, инкуби-
рованных при 60°С.

По данным взвешенного UniFrac анализа мик-
робные сообщества образцов К1 (10-й Хутор,
60°С) и К3 (Таганское, 60°С) были наиболее по-
хожи по таксономической структуре и составу.
Вторую пару похожих образцов составляли образ-
цы К2 (10-й Хутор, 25°С) и К4 (Таганское, 25°С)
(табл. 4).

Во всех четырех образцах доминировали бак-
терии семейства Comamonadaceae (32–47%).
Микроорганизмы этого семейства могут влиять
на субстраты путем накопления β-гидроксибути-
рата, гидролиза ацетамида и восстановление нит-
рата до нитрита [30], также среди семейства Co-
mamonadaceae встречаются анаэробные денитри-
фикаторы и железоредуцирующие бактерии [31].
Caldinitratiruptor является факультативной микро-
аэрофильной нитратредуцирующей бактерией [32].
Данные процессы могут сопровождаться выделе-
нием газообразного азота и как следствие способ-
ствовать растрескиванию бентонита [23]. Кроме
того, все доминирующие группы микроорганиз-
мов являются аэробами и в процессе дыхания вы-
деляют углекислый газ, что также может спрово-
цировать растрескивание бентонитов. Газогене-
рация микроорганизмами рассматривается как
один из факторов, влияющих на герметичность
хранилищ радиоактивных отходов [17].

При сравнении состава микробных сообществ
исследуемых бентонитов и других бентонитов
можно отметить следующие сходства: во всех
бентонитах (MX-80, Almeria, National Standard,
бентонит из уезда Синхэ в Китае) большую долю
составляют представители филума Proteobacteria.
В бентонитах месторождений 10-й Хутор и Таган-
ское бактерии филума Proteobacteria являются
наиболее многочисленными. Также в бентонитах
месторождений MX80, National Standard, Cana-
prill и Almeria многочисленными являются пред-
ставители Firmicutes. В бентонитах месторожде-
ний 10-й Хутор и Таганское филум Firmicutes яв-
ляется одним из доминирующих.

При рассмотрении других таксонов микроор-
ганизмов бентонитов различных месторождений
сходства не выявлено, что можно объяснить раз-
ным минеральным составом и разными условия-
ми существованиями микроорганизмов.

Отмеченное увеличение доли представителей
филума Firmicutes при росте температуры инку-
бации можно объяснить тем, что представители
этого филума способны к образованию спор и об-
ладают высокой устойчивостью к повышенным
температурам [33, 34]. Присутствие филума Acti-
nobacteriota в образцах, инкубированных при

60°С, может быть обусловлено тем, что оптималь-
ные температуры жизнедеятельности многих бак-
терий этого филума лежат в диапазоне 20–42°С.
Это может быть причиной увеличения численно-
сти представителей этого филума в образцах, ин-
кубированных при 25°С [35].

Согласно нашим данным, только при 60°С
развивались бактерии рода Caldinitratiruptor, веро-
ятно, потому что температура инкубации соот-
ветствовала оптимальным значениям для жизне-
деятельности этого рода – 65°C [32].

Отмеченное выше отсутствие рода Burkholde-
riales_unclassified при 60°С может быть связано с
тем, что большинство представителей порядка
Burkholderiales являются мезофилами с опти-
мальной температурой роста около 40°С [36].

При анализе филогенетического расстояния
между микробными сообществами (UniFrac) сде-
лан вывод, что между собой наиболее похожи
бактериальные сообщества образцов месторож-
дений 10-й Хутор (республика Хакасия) и Таган-
ское (Республика Казахстан), инкубированные
при 25°С; другую пару похожих образцов состав-
ляли бентониты, инкубированные при 60°С. Сле-
довательно, главным фактором, влияющим на
формирование микробного сообщества в настоя-
щем исследовании, выступала температура, а не
химический и минеральный состав бентонитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучено микробное разнообразие двух бенто-

нитов месторождений 10-й Хутор (Хакасия, Рос-
сия) и Таганское (Казахстан) при разных темпе-
ратурах инкубации (25 и 60°С). Во всех исследо-
ванных образцах доминировали бактерии филума
Proteobacteria; при 60°С в обоих бентонитах уве-
личивалась доля бактерий филума Firmicutes.

Полученные данные свидетельствуют, что
температура инкубации является основным фак-
тором, определяющим таксономический состав и
структуру микробных сообществ исследованных
бентонитов. Следовательно, в условиях длитель-
ной эксплуатации глубинного геологического
хранилища состав микробного сообщества может

Таблица 4. Данные анализа UniFrac взвешенный.
К1 – 10-й Хутор, 60°С; К2 – 10-й Хутор, 25°С; К3 – Та-
ганское, 60°С; К4 – Таганское, 25°С

Параметр K1 K2 K3 K4

K1 0 0.642 0.497 0.655

K2 0.642 0 0.626 0.505

K3 0.497 0.626 0 0.554

K4 0.655 0.505 0.554 0
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меняться вместе с изменением температуры внут-
ри хранилища.
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Investigation of the Microbial Communities of Bentonites 
from Two Different Repositories under Different Temperature of Incubation

D. D. Kosheleva1, *, V. S. Cheptsov1, A. L. Stepanov1, I. I. Tolpeshta1, and V. V. Krupskaya1, 2

1Lomonosov Moscow State University, Soil Science Faculty, Moscow, 119991 Russia
2 Institute of Geology of Ore Deposits, Petrography, Mineralogy and Geochemistry, Russian Academy of Science,

Moscow, 119017 Russia
*e-mail: koshadasheleva@gmail.com

Bentonite clays have a large specific surface area and a large Vume of pore space, which determines their high
sorption capacity and allows them to be used as one of the barriers in the construction of deep geological re-
positories (DGR). It is expected that DGR will function for thousands of years, so the problem of forecasting
changes that may occur during this time is relevant. During the functioning of DGR, bentonites can change
their properties due to microbiological effects. In this work was analyzed the microbial community structure
of two bentonites from 10th Khutor and Taganskoye disposal at different temperatures (25 and 60°C) of in-
cubation. In bentonite from the 10th Khutor deposit, 10 phyla and 92 genera of bacteria were identified during
incubation at 60°С, while 12 phyla and 94 genera were identified during incubation at 25°С. In bentonite
from the Taganskoye deposit, 14 phyla and 87 genera were identified during incubation at 60°С, and 15 phyla
and 123 genera were identified during incubation at 25°С. Samples were dominated with bacteria of Proteo-
bacteria and Firmicutes phyla. It was concluded that is the main factor influencing the formation of the mi-
crobial in the studied bentonites community is temperature, and not the chemical and mineral composition
of examined bentonites.

Keywords: clay minerals, bentonite, microbial impact


