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ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫЕ ГАЛОФИЛЬНЫЕ БАКТЕРИИ – 
ДЕСТРУКТОРЫ ОРТО-ФТАЛЕВОЙ КИСЛОТЫ 

 
Из рабочей коллекции микроорганизмов лаборатории молекулярной микробиологии и биотехноло-
гии Института экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН было отобрано 5 штаммов грамот-
рицательных бактерий-деструкторов орто-фталата, выделенных из донных отложений водных 
объектов и поверхности шламохранилища, в районе добычи калийных солей (г. Березники, Перм-
ский край). На основании филогенетического анализа (гены 16S рРНК), штаммы были отнесены к 
родам Pseudomonas, Idiomarina, Alcanivorax, Martelella, Breoghania. Установлено, что они явля-
ются галотолерантными микроорганизмами и способны к росту на полноценной среде в присут-
ствии до 100 г/л NaCl, а также к росту на орто-фталевой кислоте в качестве субстрата при содер-
жании до 70 г/л соли в среде культивирования. При выращивании в среде с повышенным засоле-
нием (30 г/л NaCl) у большинства штаммов наблюдались более высокие значения ростовых харак-
теристик (максимальное значение ОП600, удельная скорость роста), чем в среде без добавления со-
ли. У штамма Idiomarina sp. PSH17-1 выявлены повышенные параметры оптической плотности и 
удельной скорости роста в среде с 50 и 70 г/л соли. Полученные результаты исследования могут 
служить основой разработки эффективных биотехнологий для детоксикации и мониторинга фтала-
тов в загрязненных/засоленных почвах. 
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GRAM-NEGATIVE HALOPHILIC BACTERIA-DESTRUCTORS 
OF ORTHO-PHTHALATE 

 
Five strains of gram-negative bacteria-destructors of ortho-phthalate (ortho-PA), isolated from bottom 
sediments and potash production wastes of the region of potassium salt mining (Berezniki, Perm Region), 
were selected from the working collection of microorganisms (Laboratory of Molecular Microbiology and 
Biotechnology, Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, UB RAS). Based on phylogenetic 
analysis (16S rRNA genes), the strains have been identified as members of the genera Pseudomonas, Idi-
omarina, Alcanivorax, Martelella, Breoghania. It was established that the strains are halotolerant micro-
organisms and are capable of growth on a complete medium in the presence of up to 100 g/L NaCl, as 
well as growth on ortho-PA as a substrate with up to 70 g/L of salt in the culture medium. When grown 
in medium with increased salinity (30 g/l NaCl), most strains showed higher growth characteristics (max-
imum OD600, exponential growth rate) than in medium without salt addition. The strain Idiomarina sp. 
PSH17-1 revealed increased parameters of optical density and exponential growth rate in a medium with 
50 and 70 g/l of salt. The features of the ortho-PA destruction for strains of the genus Martelella have not 
been previously described. The results of the study can serve as the basis for the development of effective 
biotechnologies for detoxification and monitoring of phthalates in contaminated saline soils. 

Key words: aerobic bacteria; ortho-phthalic acid; destruction; sodium chloride. 
 

В условиях возрастающей техногенной нагруз-
ки на окружающую среду все большую актуаль-
ность приобретает проблема утилизации устойчи-
вых химических веществ, обладающих токсичны-
ми свойствами и тенденцией к накоплению в эко-
системах. Одними из наиболее широко используе-
мых в промышленности синтетических химикатов 
являются фталаты – соли и эфиры фталевой кис-

лоты. Данные соединения используются для пла-
стификации поливинилхлорида (ПВХ), при синте-
зе полиэфирных волокон и полиэтилена, изготов-
лении строительных материалов [Барштейн, Кири-
лович, Носовский, 1982; Liang, Zhang, Fang, 2008]. 
Высокие концентрации изомеров и эфиров фтала-
тов обнаружены в районах интенсивной работы 
предприятий горнодобывающей промышленности, 
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в частности, в отходах и избыточных рассолах со-
ледобывающих производств (г. Березники, Соли-
камск, Пермский край). Обогащение и переработка 
калийных руд сопровождается использованием ря-
да реагентов, продуктами трансформации которых 
являются фталаты [Бачурин, Одинцова, 2006]. 

Фталаты и их метаболиты обладают гепатоток-
сичными, канцерогенными свойствами, способны 
накапливаться в организме и признаны опасными 
для здоровья человека и животных [Куценко, 
2002].  

Способность к деструкции данных веществ об-
наружена у ряда бактерий различных родов, в том 
числе Pseudomonas, Burkholderia, Sphingomonas, 
Arthrobacter, Rhodococcus [Liang, Zhang, Fang, 
2008; Jin et al., 2010; Stanislauskienė et al., 2011]. 
Описан метаболический путь деструкции орто-
фталевой кислоты (орто-ФК) грамотрицательны-
ми штаммами (родов Pseudomonas, Burkholderia) 
через цис-4,5-дигидро-4,5-дигидроксифталат и 4,5-
дигидроксифталат до протокатеховой кислоты 
[Chang, Zylstra, 1998; Vamsee-Krishna, Mohan, 
Phale, 2006]. В то же время, биодеградация фтала-
тов в средах с экстремальными физическими или 
химическими параметрами, в частности, при по-
вышенном засолении среды, изучена недостаточно. 
В ряде исследований показано, что значительную 
долю культивируемых микроорганизмов гиперсо-
леных местообитаний составляют грамотрица-
тельные бактерии классов Gammaproteobacteria и 
Alphaproteobacteria [Ventosa, Nieto, Oren, 1998; 
Oren, 2008]. В литературе представлены немного-

численные данные о способности бактерий данных 
классов (в частности, родов Alteromonas, 
Marinomonas, Marinovum) к росту на орто-ФК в 
условиях осмотического стресса [Iwaki, Nishimura, 
Hasegawa, 2012]. Не исследованы физиологические 
и молекулярно-биологические особенности де-
струкции фталатов данными бактериями. Такие 
исследования представляют интерес как для полу-
чения новых данных о механизмах солеустойчиво-
сти, так и для разработки методов биоремедиации 
природных и техногенных экосистем с высоким 
засолением среды, загрязненных устойчивыми 
ксенобиотиками. 

Цель работы – идентификация, физиологиче-
ские и деградационные характеристики грамотри-
цательных бактерий-деструкторов орто-фталата, 
выделенных из района солеразработок (г. Березни-
ки, Пермский край). 

Материалы и методы исследования 
Объекты исследования. Для проведения ис-

следований из рабочей коллекции микроорганиз-
мов лаборатории молекулярной микробиологии и 
биотехнологии «Института экологии и генетики 
микроорганизмов УрО РАН» было отобрано 5 
штаммов грамотрицательных бактерий-деструкто-
ров фталатов, выделенных из донных отложений 
водных объектов и поверхности шламохранилища, 
расположенных в районе добычи и переработки 
калийных солей (г. Березники, Пермский край) 
(табл. 1). 

Таблица 1 
Штаммы бактерий, выделенные из образцов шламов и донных отложений (г. Березники) 

Образец Штаммы Типовой штамм ближайшего родственного вида 
и номер в базе данных GenBank 

Сходство 
генов 16S 
рРНК, % 

Донные отложения про-
мышленных стоков, 
Промканал 

PG2 Pseudomonas xanthomarina KMM 144T 

(AB176954) 
100 

Поверхность шламохрани-
лища, БКПРУ-3 

PSH17–1 Idiomarina fontislapidosi F23T (AY526861) 99.43 
PSH17-52 Martelella radices BM5-7T (KF560339) 96.72 

Донные отложения рассо-
лосборника, 
БКПРУ-3 

PP22–31 Breoghania corrubedonensis UBF-P1T 
(CQ272328) 

99.37 

B23 Alcanivorax dieselolei B5T (DSM16502) 100 
 

Среды и условия культивирования. Для ро-
ста микроорганизмов использовали минеральную 
среду Раймонда (МСР) [Raymond, 1961] без NaCl и 
c добавлением 30–100 г/л соли. В качестве суб-
страта использовали орто-ФК или одно из следу-
ющих соединений (1 г/л): дибутилфталат (ДБФ), 
диэтилфталат (ДЭФ), протокатеховую кислоту 
(ПКК), бензоат, салицилат, нафталин. Для приго-
товления богатой среды Раймонда (БСР) в мине-
ральную среду Раймонда добавляли 5 г/л триптона 
и 2.5 г/л дрожжевого экстракта в качестве росто-

вых субстратов. Культивирование бактерий в жид-
ких средах проводили при 28°С на термостатируе-
мой качалке при 100 об/мин. Длительность куль-
тивирования – 2–7 сут. 

Для получения агаризованных сред использо-
вали агар («Helicon», Россия) до конечной концен-
трации 15 г/л. Культивирование микроорганизмов 
осуществляли в термостате при 28С. 

Рост бактерий на орто-фталате при разных 
концентрациях хлорида натрия. Ростовые ха-
рактеристики бактерий изучали в периодической 
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культуре в жидкой МСР с орто-ФК (1 г/л) в каче-
стве субстрата в присутствии NaCl (30, 50, 70 и 90 
г/л) и без соли в среде. 

Культуры бактерий выращивали в колбах Эр-
ленмейера объемом 250 мл (объем среды – 100 мл) 
при 28С, с аэрацией на термокачалке при 100 
об/мин.  

В качестве инокулята использовали культуры в 
экспоненциальной фазе роста, выращенные на 
среде Раймонда, содержащей 3% NaCl, с орто-ФК 
в качестве субстрата. 

Оптическую плотность (ОП) культуральной 
жидкости определяли на спектрофотометре UV-
Visible BioSpec-mini («Shimadzu», Япония) при 
длине волны 600 нм в кювете с длиной оптическо-
го пути 1 см. 

Расчет удельной скорости роста (μ) и длитель-
ности lag-фазы (Tl) проводили по стандартным 
формулам [Нетрусов и др., 2005]. 

Рост бактерий при разных рН среды опреде-
ляли при концентрации 3%-ного NaCl в буферных 
системах, приготовленных на основе БСР. Штам-
мы культивировались на чашках Петри на агари-
зованной среде при рН 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0. Рост 
учитывали на седьмой день культивирования [Ме-
тоды общей бактериологии, 1983]. 

Идентификацию бактерий проводили на осно-
вании анализа генов 16S рРНК. Амплификацию гена 
16S рРНК осуществляли с использованием бактери-
альных праймеров 27F (5`-AGAGTTTGATC 
(A/C)TGGCTCAG-3`) и 1492R (5`-АСGG(C/T) 
TACCTTGTTACGACTT-3`) на амплификаторе My 
Cycler “Bio-Rad Laboratories” (США) согласно 
описанию [Lane, Stackebrandt, Goodfellow, 1991]. 
Определение нуклеотидных последовательностей 
проводили с применением набора реактивов Big 
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v. 3.1 на ав-
томатическом секвенаторе Genetic Analyser 
3500XL “Applied Biosystems” (США) согласно ре-
комендациям производителя, в лаборатории моле-
кулярной биологии и генетики при кафедре бота-
ники и генетики растений ПГНИУ. Филогенетиче-
ский анализ полученных нуклеотидных последова-
тельностей 16S рДНК осуществляли с использова-
нием программ CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/ 
clustalw), Sequence Scanner v 2.0. Поиск гомоло-
гичных последовательностей проводили при ис-
пользовании баз данных GenBank (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov) и EzTaxon (http://www.eztaxon.org). 

Статистическая обработка результатов. 
Эксперименты были выполнены в трехкратной по-
вторности. Полученные данные обрабатывали с 
использованием стандартных пакетов компьютер-
ной программы Microsoft Excel. 

Результаты и их обсуждение 
Идентификация штаммов-деструкторов 
орто-ФК 

Отобранные для исследований грамотрица-
тельные бактерии были выделены из образцов 
донных отложений и шламов района солеразрабо-
ток методом накопительного культивирования в 
минеральной среде с добавлением 3%-ного NaCl и 
орто-ФК в качестве субстрата. Было показано, что 
все пять штаммов, обозначенные как PSH17-1, 
PG2, B23, PSH17-52 и PP22-31, были способны к 
эффективному росту в жидкой минеральной среде 
на орто-ФК (1 г/л) в качестве единственного ис-
точника углерода и энергии. 

На основании проведенного анализа гена 16S 
рРНК три штамма были отнесены к классу Gam-
maproteobacteria филума «Proteobacteria»: штамм 
PSH17–1 имеет наибольшее филогенетическое 
сходство (99.43%) со штаммом типового вида Idi-
omarina fontislapidosi F23T, штамм PG2 – 100%-
ное сходство с типовым штаммом Pseudomonas 
xanthomarina KMM 144T, штамм B23 – 100%-ное 
сходство с типовым штаммом Alcanivorax 
dieselolei B5T. 

Два штамма отнесены к классу Alphaproteobac-
teria: штамм PSH17-52 показал наибольший уро-
вень филогенетического сходства (96.72%) со 
штаммом Martelella radices BM5-7T; и штамм 
PP22-31, наиболее филогенетически близкий типо-
вому штамму Breoghania corrubedonensis UBF-P1T 
(99.37%) (см. табл. 1). 

Физиологические характеристики и 
способность штаммов расти на 
ароматических субстратах 

Поскольку штаммы были выделены из донных 
отложений и шлама района солеразработок, была 
исследована способность штаммов к росту в усло-
виях повышенной минерализации среды. Установ-
лено, что штаммы-деструкторы были способны к 
росту в богатой среде Раймонда как без добавле-
ния соли, так и при повышенном засолении среды 
(до 90–100 г/л NaCl) (табл. 2) и относятся к гало-
толерантным микроорганизмам [Кашнер 1981]. 
Штаммы Idiomarina sp. PSH17-1 и Martelella 
sp.PSH17-52 растут на БСР в присутствии до 120 
г/л NaCl. 

Установлено, что исследуемые штаммы спо-
собны к росту на БСР в диапазоне рН 6.0–8.0 с оп-
тимальным значением рН 7.0. Штамм Idiomarina 
sp. PSH17-1 рос на БСР при рН 5.0. 

Все исследуемые штаммы-деструкторы орто-
ФК способны к росту на протокатеховой кислоте 
(ПКК) – основном метаболите разложения фтала-
тов, который утилизируется с расщеплением аро-
матического кольца по мета- или орто-пути до 

http://www.eztaxon.org/
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основных метаболитов клетки [Liang, Zhang, Fang, 
2008]. Три штамма (PG2, PSH17-1 и PSH17-52) 
растут на сложном эфире фталевой кислоты – ди-
бутилфталате (ДБФ), а штаммы PG2 и PSH17-52 

растут на диэтилфталате (ДЭФ). Штамм Breogha-
nia sp. PP22-31 способен также к росту на бифени-
ле, нафталине и салицилате. 

Таблица 2 
Рост бактерий в присутствии различных концентраций соли 

Штамм Концентрация NaCl (г/л), БСР 
Без NaCl 30 60 100 120 

Idiomarina sp. PSH17-1 ++ +++ ++ ++ + 
Pseudomonas sp. PG2 ++ ++ + + – 
Alcanivorax sp. B23 ++ +++ ++ + – 
Martelella sp. PSH17-52 ++ +++ ++ + + 
Breoghania sp. PP22-31 ++ +++ ++ + – 

Примечание. «–» – отсутствие роста бактерий; слабый рост «+» – колонии размером менее 1 мм; средний рост 
«++» – колонии размером 1–2 мм; хороший рост «+++» – колонии размером более 3 мм. 

 

Рост бактерий на орто-ФК при разной 
солености среды 

Установлено, что все штаммы способны к эф-
фективному росту в жидкой минеральной среде на 
орто-ФК в присутствии до 70 г/л NaCl в среде 
культивирования. Для штамма PG2 наблюдался 
слабый рост при 90 г/л NaCl.  

Для всех исследованных штаммов установлена 
прямая зависимость между повышением содержа-
ния соли в среде культивирования и увеличением 
длительности лаг-фазы роста. Наиболее продолжи-
тельная лаг-фаза роста наблюдалась при содержа-
нии 70 г/л NaCl в среде культивирования (от 30 ч. 

для штамма Martelella sp. PSH17-52 до 118 ч. для 
штамма Idiomarina sp. PSH17-1) (рисунок). 

При этом с повышением засоления среды вели-
чина максимальной оптической плотности культу-
ры для исследуемых штаммов снижалась незначи-
тельно (табл. 3). Для большинства штаммов 
наиболее высокие значения максимальной ОП600 
зафиксированы при росте в среде с 30 г/л NaCl, а 
для штамма Idiomarina sp. PSH17-1 – в среде с 50 
и 70 г/л соли. Максимальная оптическая плотность 
штамма Alcanivorax sp B23В зафиксирована в сре-
де без добавления соли. Наиболее высокие значе-
ния максимальной оптической плотности наблю-
дались у штамма Pseudomonas sp PG-2 
(ОП600 = 1.06 при концентрации соли 30 г/л). 

Таблица 3 
Удельная скорость роста μ (ч-1) и максимальная оптическая плотность (ОП600) бактерий в 

присутствии различных концентраций хлорида натрия 

Штамм Без NaCl 30 г/л 50 г/л 70 г/л 90 г/л 
μ ОП600 μ ОП600 μ ОП600 μ ОП600 μ ОП600 

PP22-31 0,012 0,74 0,019 0,75 0,012 0,73 0,011 0,72 0,001 0,22 
PSH17-52 0,011 0,79 0,032 0,95 0,005 0,56 0,002 0,32 0,001 0,15 
PSH17-1 0,012 0,73 0,007 0,72 0,011 0,75 0,013 0,76 0,001 0,25 
PG-2 0,026 1,04 0,024 1,06 0,018 0,96 0,012 0,94 0,004 0,45 
B23 0,015 1,01 0,023 0,88 0,016 0,93 0,020 0,89 0,001 0,22 

 
Скорость экспоненциального роста культуры 

(μ) также незначительно менялась с повышением 
концентрации соли в среде культивирования 
штаммов (табл. 3). Наиболее высокая удельная 
скорость роста зафиксирована для штамма Mar-
telella sp. PSH17-52 (μ=0.032ч-1) в присутствии 30 
г/л NaCl в среде. 

Как показано в ряде исследований для штам-
мов родов Pseudomonas, Halomonas, снижение па-
раметров роста, а также степень утилизации ксе-
нобиотиков в условиях повышенного засоления 
среды могут быть обусловлены адаптационными 
процессами, протекающими в клетках, а также 
снижением доступности ароматических субстратов 
при засолении среды [Xu, Li, Gu, 2007; Oie, Al-

baugh, Peyton, 2007]. 

Заключение 
Исследованные грамотрицательные штаммы 

разных таксономических групп (родов Pseudomo-
nas, Idiomarina, Alcanivorax, Martelella, Breogha-
nia), выделенные из района солеразработок, явля-
ются галотолерантными микроорганизмами и спо-
собны к росту на полноценной среде в присутствии 
до 100 г/л NaCl, а также к росту на орто-ФК в ка-
честве субстрата при содержании до 70 г/л соли в 
среде культивирования. Для большинства исследу-
емых штаммов зафиксированы более высокие ро-
стовые показатели при выращивании в среде с по-
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вышенным засолением (30 г/л NaCl), чем в среде 
без добавления соли. Штамм Idiomarina sp. 
PSH17-1 имеет наиболее высокие ростовые харак-
теристики в среде с 50 и 70 г/л соли. Ранее не были 
описаны особенности деструкции орто-ФК для 
штаммов рода Martelella. Наши исследования по-

казали, что рост штамма Martelella sp. PSH17-52 
на орто-ФК наблюдался практически без подгото-
вительной фазы, при этом максимальная удельная 
скорость роста и максимальное значение ОП600 за-
фиксированы в среде с 30 г/л NaCl. 

 
Рост штаммов Pseudomonas sp. PG2 (А), Alcanivorax sp. B23 (Б), Breoghania sp. PP22-31 (В), 

Idiomarina sp. PSH17-1 (Г), Martelella sp. PSH17-52 (Д) в МСР на орто-ФК (1 г/л) при разных 
концентрациях хлорида натрия (г/л): 1 – без NaCl; 2 – 30; 3 – 50; 4 – 70; 5 – 90 

 
Три исследуемых штамма способны к росту на сложных эфирах орто-ФК – дибутилфталате 

В Г 

А Б 

Д 
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(ДБФ) и диэтилфталате (ДЭФ). Наибольшей суб-
стратной специфичностью обладает штамм 
Breoghania sp. PP22-31, способный к росту на ор-
то-ФК, бифениле, нафталине и салицилате. Пока-
зано, что данные штаммы-деструкторы орто-ФК 
способны к росту на протокатеховой кислоте – ос-
новном метаболите разложения фталатов. 

Приведенные результаты исследования галото-
лерантных штаммов-деструкторов фталатов могут 
быть использованы для разработки новых иннова-
ционных биотехнологических методов мониторин-
га и очистки объектов окружающий среды от 
устойчивых токсичных ароматических соединений 
(в том числе, фталатов) в условиях высокого засо-
ления. 

Работа выполнена в рамках государственного 
задания, номер госрегистрации темы: 
01201353247. 
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