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Среди природных источников известны микробные пигменты, включая меланин, пиоцианин, бакте-

риохлорофилл, виолацеин, продигиозин и каротиноиды, которые проявляют разнообразную биологиче-

скую активность в качестве антиоксидантов и демонстрируют противовоспалительные, противораковые, 

противопаразитарные и антимикробные свойства. Выделение, исследование и идентификация штаммов, 

продуцирующих пигменты, представляют интерес для разработки биотехнологических процессов, наце-

ленных на промышленный биосинтез этих соединений. Изучены антибактериальные свойства сине-

фиолетового (VIO) и красного (RED) пигментов новых штаммов бактерий IB-ST-GO и IB-ST-GOR, выде-

ленных из природных вод воклюзного источника пещеры Шульган-Таш (Южный Урал). Сиквенс-анализ 

гена 16S рРНК выявил принадлежность продуцентов пигментов IB-ST-GO и IB-ST-GOR к представителям 

клада Janthinobacterium lividum с уровнем сходства 99.72 и 99.86% соответственно. Пигменты экстрагиро-

вали 96%-м этанолом из биомассы, полученной при культивировании штаммов на агаризованной среде 

Wakimoto. По результатам спектрофотометрического анализа установлено, что пигмент VIO относится к 

семейству виолацеинов, а пигмент RED – семейству продигиозинов. Выделенные пигменты проверены на 

антибактериальное действие к 8 видам грамположительных и грамотрицательных бактерий, определены 

ингибирующие концентрации обоих неочищенных препаратов. Пигменты VIO и RED проявляют ингиби-

рующий эффект в диапазоне концентраций 1.0–5.0 мг/мл для выборки грамположительных бактерий, то-

гда как в отношении грамотрицательных бактерий уровень ингибирующих концентраций для препарата 

RED составляет 10.0–20.0 мг/мл, а для VIO выше 20.0 мг/мл. Пигмент RED проявляет в большей степени 

дозозависимый эффект и более высокую селективность по отношению к грамположительным бактериям, 

чем препарат VIO. В совокупности оба пигмента являются сильными ингибиторами роста грамположи-

тельных бактерий, в то время как антимикробная активность обоих пигментов в отношении грамотрица-

тельных бактерий невысока. 

Ключевые слова: бактерии, Janthinobacterium, пигмент, виолацеин, продигиозин, антимикробная ак-

тивность. 

 

Введение. Бактериальные клетки продуци-

руют огромное количество биологически ак-

тивных соединений, включая витамины, амино-

кислоты, антибиотики и ферменты. В настоя-

щее время оценена биотехнологическая значи-

мость еще одной группы вторичных метаболи-

тов бактерий – пигментов [1]. Пигменты часто 

описывают как соединения, обладающие спо-

собностью поглощать и отражать определен-

ную часть электромагнитного видимого спек-

тра. При таком широком определении пигменты  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

повсеместно распространены в природе и име-

ют огромное разнообразие химических струк-

тур, свойств и применений [2]. Они обычно ис-

пользуются в качестве красителей в пищевой, 

текстильной или косметической промышленно-

сти, или в качестве фармацевтических продук-

тов, обладающих биологическими активностя-

ми, такими как антиоксидантная, антибактери-

альная или противораковая [3]. Способность 

синтезировать пигменты, различающиеся по 

химическому составу, цвету и растворимости,  
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характерна для многих микроорганизмов. Роль 

пигментов для микроорганизмов может заклю-

чаться в участии в процессах дыхания, для за-

щиты от ультрафиолетового излучения. Кроме 

того, некоторые микроорганизмы синтезируют 

пигменты, обладающие антибактериальными 

и/или противогрибковыми свойствами. Образо-

вание микроорганизмами вторичных метаболи-

тов, обеспечивающих их антагонистические 

эффекты, является адаптацией к условиям су-

ществования в микробном сообществе [4]. 

Пигментам природного происхождения 

уделяется гораздо больше внимание поскольку 

они являются альтернативой синтетическим 

пигментам, что особенно важно при производ-

стве продуктов питания, фармацевтике, косме-

тологии и текстильной промышленности [5, 6]. 

Положительными свойствами натуральных 

пигментов является возможность биологиче-

ского разложения и возможность их получения 

из различных ресурсов, таких как микроорга-

низмы, растения, животные [7]. Пигменты, по-

лученные из перечисленных выше источников, 

используются реже из-за сложной структуры 

пигментсодержащей ткани и трудностей с их 

извлечением. Среди видов микроорганизмов, 

продуцирующих пигмент, бактерии обладают 

определенными преимуществами, основанными 

на их быстром росте, всесезонной доступности, 

коротком жизненном цикле и простой технике 

размножения [7]. Кроме того, бактериальные 

пигменты обладают противомикробной, проти-

вораковой и антипаразитарной биоактивностью, 

что расширяет их потенциал в качестве фарма-

цевтических продуктов [2, 5]. Последним зна-

чимым достижением биотехнологического 

применения бактериальных пигментов является 

использование виолацеина в одноразовых мас-

ках в борьбе с вирусными заболеваниями [9]. 

Выделение и идентификация штаммов, про-

дуцирующих пигменты, исследование их вторич-

ных метаболитов, представляет большой интерес 

для возможности их использования в инноваци-

онных биотехнологических производствах.  

Целью настоящей работы было изучение 

антимикробных свойств неочищенных этаноль-

ных пигментных экстрактов сине-фиолетового 

и красного цвета, выделенных из новых штам-

мов бактерий рода Janthinobacterium. 

 

Объекты и методы исследования. Мик-

роорганизмы, использованные в работе, и ус-

ловия культивирования. В качестве источни-

ков пигментов использовали бактерии рода 

Janthinobacterium, выделенные из природных 

вод воклюзного источника «Голубое озеро» 

пещеры Шульган-Таш (Капова), Южный Урал 

(N53°02'45.854895 – E57°03'33.564721). Моле-

кулярно-генетическая идентификация штаммов 

бактерий IB-ST-GO и IB-ST-GOR с помощью 

анализа последовательностей гена 16S рРНК 

позволила отнести их к кладу Janthinobacterium 

lividum с уровнем сходства 99.72 и 99.86% со-

ответственно. Штамм IB-ST-GO активно обра-

зовывал сине-фиолетовый пигмент (VIO) на 

вторые сутки на агаризованных и жидких сре-

дах Luria Bertani (LB) и Wakimoto [10] при 

культивировании температуре 24°С. Среда 

Wakimoto (г/л): картофельный отвар – 1000 мл, 

Ca(NO3)2*4H2O – 0.5, Na2HPO4*12H2O – 2, пеп-

тон – 5, сахароза – 15, агар – 15 [10]. Источни-

ком красного пигмента являлся штамм IB-ST-

GOR, который также активно образовывал его 

внутриклеточно на упомянутых выше средах. 

Прочитанные последовательности гена 16S 

рРНК обоих штаммов доступны в Генбанке 

(NCBI) под номерами OQ143958 и OQ144911. 

 

Получение и извлечение пигментного 

комплекса. Для получения пигментов штаммы-

продуценты культивировали на агаризованной 

среде Wakimoto. Культуры выращивали в термо-

стате ТС-80М-2 (Россия) при температуре 24°С  

в течение 7 сут. Выросшую биомассу снимали с 

агара скальпелем, к ней добавляли 96%-й эта- 

нол для экстрагирования пигмента из клеток.  

Далее смесь встряхивали на шейкере MPS-1 

(«Biosan», Латвия) 30 мин, центрифугировали 

при 12000 g в течение 10 мин на Centrifuge CM-

50 («ELMI», Латвия) и отбирали надосадочную 

жидкость, осадок вновь заливали 96%-м этано-

лом. Данную процедуру повторяли до исчезно-

вения окраски в биомассе. Спиртовые экстракты 

пигментов сине-фиолетового (VIO) и красного 

(RED) цвета концентрировали на роторно-

вакуумном испарителе Concentrator 5301 

(«Eppendorf», Германия). Максимумы поглоще-

ния неочищенных этанольных экстрактов пиг-

ментов определяли спектрофотометрически в 

диапазоне длин волн λ=300–800 нм на спектро-

фотометре СФ-56 (Россия). 

 

Антибактериальная активность эта-

нольных экстрактов пигментов. В исследова-

ниях по выявлению антимикробной активности 

полученных пигментных комплексов использо-
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вали штаммы грамположительных (Bacillus 

subtilis IB-54, B. subtilis IB-22, B. pumilus IB-320, 

B. atrophaeus IB-33, Rhodococcus sp. IB-RD) и 

грамотрицательных (Stutzerimonas stutzeri  

IB-I6С, Pseudomonas extremaustralis IB-13, 

P. extremaustralis IB-13a, P. mandelii IB-14, 

Pantoea agglomerans IB-BF) бактерий. Все тест-

штаммы взяты из коллекции культур микроорга-

низмов лаборатории прикладной микробиологии 

УИБ УФИЦ РАН, а прочитанные их последова-

тельности гена 16S рРНК доступны в Генбанке 

под номерами AM765842.1, MT590663.1, 

MT914510.1, MW586119.1, LT617886.1, 

MN865836.1, MT809041.1. 

Антибактериальную активность этаноль-

ных экстрактов пигментов бактерий рода 

Janthinobacterium выявляли по образованию 

зоны задержки роста тест-культур микроорга-

низмов в месте внесения препарата. Для этого 

чашки Петри с агаризованной средой LB засе-

вали 24-часовой суспензией штаммов в количе-

стве 0.1 мл плотностью (ОП600=0.1), равномерно 

распределив шпателем по всей поверхности 

чашки. После впитывания бактериальной сус-

пензии на поверхность питательной среды то-

чечно наносили по 10 мкл этанольных эктрак-

тов в различной концентрации (VIO – 0.5; 1.0; 

5.0; 10.0; 20.0 мг/мл и RED – 0.5; 2.0; 5.0; 10.0; 

20.0 мг/мл). В качестве контроля использовали 

50%-й этиловый спирт. Результаты оценивали 

через 48–72 ч культивирования при 28°C (для 

грамотрицательных бактерий) и при 37°C (для 

грамположительных бактерий) по наличию или 

отсутствию зоны ингибирования бактериально-

го роста на месте внесенного этанольного экс-

тракта. Для сравнительной оценки использова-

ли такой параметр как площадь зоны задержки 

роста различных штаммов от действия препара-

тов. Для каждой тест-культуры эксперименты 

проводили в трехкратной повторности.  

Статистическая обработка результа-

тов. Математическую обработку данных про-

водили в стандартной компьютерной програм-

ме Origin 7.0 (OriginLab Corp., США). Досто-

верность отличия опытных вариантов от кон-

трольных оценивали с помощью критерия 

Стьюдента. Результаты считали достоверными 

при критерии вероятности р ≤ 0.05. 

 

Результаты и их обсуждение. Качествен-

ный и количественный анализ полученных вто-

ричных метаболитов пигментов включал изуче-

ние спектров поглощения в видимом диапазоне 

длин волн с примыкающим к нему ультрафио-

летовым диапазоном. Спектр поглощения полу-

ченных неочищенных этанольных экстрактов 

пигментных препаратов VIO (сине-фиолетового 

цвета) и RED (красного цвета) регистрировали 

на спектрофотометре в диапазоне от 300 до 

800 нм. Максимумы поглощения растворов для 

VIO приходится на длину волны (λ) 575 нм 

(рис. 1, а), а для RED – 535 нм (рис. 1, б).  

Сходство спектральных свойств изучаемых 

этанольных экстрактов с данными идентифици-

рованных гомологов позволяет предположить, 

что во вторичных метаболитах культур IB-ST-

GO и IB-ST-GOR, присутствует сине-фиоле-

товый пигмент VIO аналогичный виолацеину 

[4, 11], и красный пигмент RED – продигиозину 

[12, 13] соответственно. Дополнительно при-

надлежность фиолетового пигмента к группе 

виолацеинов подтверждена положительным 

тестом Gillis и Logan [14]. Пигмент (виолацеин) 

определяется добавлением по каплям 10% сер-

ной кислоты к неочищенному этанольному 

пигментсодержащему экстракту до появления 

зеленого цвета. Таким образом, исследуемые 

бактерии рода Janthinobacterium могут принад-

лежать к группе, продуцирующей виолацеин и 

продигиозин. 

 
а        б 

Рис. 1. Спектры поглощения этанольных экстрактов пигментных препаратов VIO (а) и RED (б) в диапазо-

не от 300 до 800 нм 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%BB%D0%B8%D0%BD%D0%B0_%D0%B2%D0%BE%D0%BB%D0%BD%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A3%D0%BB%D1%8C%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%84%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D1%82%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B5_%D0%B8%D0%B7%D0%BB%D1%83%D1%87%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A3%D0%BB%D1%8C%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%84%D0%B8%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D1%82%D0%BE%D0%B2%D0%BE%D0%B5_%D0%B8%D0%B7%D0%BB%D1%83%D1%87%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%B5
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а        б 

Рис. 2. Антимикробная активность пигментов в отношении грамположительных бактерий: а – VIO и б – 

RED. * – антибактериальная активность не обнаружена. IB-54 – B. subtilis IB-54, IB-22 – B. subtilis IB-22, 

IB-320 – B. pumilus IB-320, IB-33 – B. atrophaeus IB-33, IB-RD – Rhodococcus sp. IB-RD 

 

Результаты оценки антибактериальной ак-

тивности препаратов, содержащих VIO и RED, 

представлены на рис. 2, а и б. 

Было обнаружено, что этанольный экстракт, 

содержащий VIO (рис. 2, а), проявлял антибакте-

риальную активность в отношении всех пред-

ставленных в данном эксперименте грамположи-

тельных бактерий рода Bacillus и Rhodococcus. 

Для представителей Bacillus ингибирующий эф-

фект VIO имел тенденцию к дозозависимости 

(слабее у B. pumilus IB-320) и был ограничен во 

времени. На третьи сутки после нанесения пиг-

мента отдельные колонии бактерий начинали 

прорастать от периферии к центру нанесения 

пигмента, то есть присутствовал эффект тормо-

жения роста, а не полного его подавления. 

Пигмент RED (рис. 2, б) проявил ингиби-

рующий дозозависимый эффект в отношении 

только двух представителей спорообразующих 

бацилл B. pumilus IB-320 и B. atrophaeus IB-33 в 

диапазоне концентраций 2.0–5.0 мг/мл, тогда 

как в отношении бацилл вида B. subtilis оказал-

ся неэффективным даже в своей высшей кон-

центрации 5.0 мг/мл. 

Интересно отметить, что в отношении пред-

ставителя рода Rhodococcus оба пигмента прояв-

ляли антимикробную активность уже при мини-

мальных концентрациях 0.5 мг/мл, что вероятно 

может быть связано с особенностями гидрофоб-

ной, склонной к адгезии поверхности родококка. 

Если ингибирующий эффект пигмента RED уве-

личивался пропорционально его концентрации, то 

для препарата VIO не зависел от концентрации.  

Результаты оценки антибактериальной ак-

тивности этанольных экстрактов RED на грамот-

рицательные бактерии представлены на рис. 3. 

 
Рис. 3. Антимикробная активность пигмента RED 

в отношении грамотрицательных бактерий: * – 

антибактериальная активность не обнаружена; IB-

I6С – P. stutzeri IB-I6С; IB-13 – P. extremaustralis 

IB-13; IB-13a – P. extremaustralis IB-13a; IB-14 – 

P. mandelii IB-14; IB-BF – P. agglomerans IB-BF 

 

Все грамотрицательные тест-культуры ока-

зались нечувствительными к действию VIO в 

диапазоне концентраций 5.0–20.0 мг/мл, за ис-

ключением штамма Stutzerimonas stutzeri IB-I6C, 

у которого наблюдался ослабленный рост в зоне 

внесения препарата в высшей своей концентра-

ции 20.0 мг/мл. Следует отметить, что штаммы 

P. extremaustralis IB-13, P. extremaustralis IB-13a, 

P. mandelii IB-14 выделены из грунтов подзем-

ных сред (пещера Киндерлинская), что и бакте-

рии рода Janthinobacterium, являющиеся проду-

центами пигментов. Тестируемые пседомонады 

синтезируют повышенный уровень внеклеточ-

ных ЭПС, флуоресцирующих пигментов пио-

цианина и сидерофора пиовердина, подтверж-

денных спектрофотометрическим анализом  
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и эффектом гашения флуоресценции при взаи-

модействии с Fe
3+ 

(данные не опубликованы). 

Эндофитная бактерия Pantoea agglomerans IB-

BF также продуцирует пигмент, но другой хи-

мической природы – каротин [15]. Подобные 

вторичные метаболиты, некоторые из которых, 

являясь сигнальными молекулами в системе QS, 

вполне могут взаимодействовать с пигментами и 

тем самым снижать ингибирующий эффект [16]. 

Все грамотрицательные тест-бактерии бы-

ли более чувствительны к красному пигменту 

RED (рис. 3). У трех видов P. extremaustralis  

IB-13, IB-13a, P. mandelii IB-14 и Pantoea 

agglomerans IB-BF концентрация пигмента 

10.0 мг/мл вызывала задержку роста, для вида 

Stutzerimonas stutzeri IB-I6c тот же эффект на-

блюдался уже при концентрации 5.0 мг/мл. Ин-

гибирующее действие пигмента RED в отноше-

нии грамотрицательных бактерий было дозоза-

висимым и видоспецифичным, как и в случае 

воздействия на грамположительные бактерии. 

Вторичные метаболиты часто выполняют 

функции, отличные от непосредственных по-

требностей бактерий в росте и размножении. 

Многие из этих молекул биологически активны, 

а некоторые обладают токсичными свойствами 

для конкурирующих видов, что дает бактериям 

конкурентное преимущество [5, 17]. Антимик-

робная активность этих двух соединений ранее 

уже была изучена. Сообщается, что виолацеин 

активен в отношении многих грамположитель-

ных бактерий, включая Staphylococcus, Bacillus 

и Streptococcus [18], но совсем немногие гра-

мотрицательные бактерии чувствительны к не-

му [19]. Несмотря на это, его спектр распро-

страняется не на все грамположительные 

штаммы. Например, Enterococcus faecalis ATCC 

29212 не подвергался воздействию виолацеина 

[20]. Продигиозин ингибирует рост широкого 

спектра грамположительных и грамотрицатель-

ных бактерий [21]. Кроме того, сообщалось, что 

продигиозин индуцирует выработку аутолизи-

нов у активно растущих B. subtilis и других ви-

дов Bacillus [22]. 

Антимикробная активность обоих соедине-

ний частично обусловлена их липофильной при-

родой [23]. При введении в бактериальную куль-

туру, продигиозин и виолацеин быстро прони-

кают в мембраны микроорганизма и нарушают 

их целостность, что приводит к утечке АТФ и 

белка [23]. В работе Cauz с соавторами были 

смоделированы взаимодействия между виола-

цеином и бактериальными мембранами, и в ре-

зультате высказано предположение, что это со-

единение не внедряется глубоко в липидный 

слой [24]. Позднее было обнаружено, что, в от-

личие от виолацеина, продигиозин внедряется 

гораздо глубже в липидный слой мембраны, и 

далее проникая в цитоплазматическую мембра-

ну, обеспечивает ингибирующий эффект против 

некоторых грамотрицательных штаммов [25].  

В дополнение к разрушению мембран, проди-

гиозин, по-видимому, вызывает дополнительные 

повреждения внутри бактерии, включая образо-

вание активных форм кислорода (АФК) [26, 27] 

и взаимодействует с бактериальной геномной 

ДНК [26]. Этот последний аспект его активности 

подтверждает более раннее исследование, в ко-

тором было показано, что продигиозин расщеп-

ляет двухцепочечную ДНК in vitro [28]. 

В нашей работе в выборке грамположи-

тельных бактерий VIO оказался более активным, 

чем пигмент RED, по крайней мере, это относит-

ся к эффекту, направленному против представи-

телей Bacillus. Так, для образования площади 

зоны задержки роста IB-33 под влиянием VIO в 

концентрации 1.0 мг/мл красного пигмента RED 

требуется почти в 5 раз больше (5.0 мг/мл). Для 

другого бациллярного штамма IB-320 под дейст-

вием пигмента VIO зона задержки роста была в 

2.5 раза больше зоны, образованной под воздей-

ствием пигмента RED при исходных равных 

концентрациях 2.0 мг/мл. Для выборки тести-

руемых грамотрицательных бактерий более 

сильным ингибитором роста был пигмент RED, 

тогда как для фиолетового пигмента выбранный 

уровень концентраций оказался не бактерицид-

ным и требует повышения.  

Таким образом, результаты наших иссле-

дований показали, что новые штаммы 

Janthinobacterium sp. IB-ST-GO и IB-ST-GOR, 

выделенные из природных вод воклюзного ис-

точника пещеры Шульган-Таш способны образо-

вывать пигменты, относящиеся к семействам 

виолацеинов и продигиозинов соответственно, и 

обладающие антимикробной активностью. Из 

совокупности данных видно, что пигмент VIO 

(виолацеин) подавляет рост преимущественно 

грамположительных бактерий, и практически не 

действует на грамотрицательные бактерии. Пиг-

мент RED (продигиозин) обладает антимикроб-

ной активностью широкого спектра действия в 

отношении как грамположительных, так и гра-

мотрицательных бактерий, проявляя дозозависи-

мый эффект и более высокую селективность по 

отношению к грамположительным бактериям. 
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Microbial pigments are known among natural sources, including melanin, pyocyanin, bacteriochlorophyll, 

violacein, prodigiosin and carotenoids, which exhibit a variety of biological activity as antioxidants and demon-

strate anti-inflammatory, anti-cancer, antiparasitic and antimicrobial properties. Isolation, research and identifica-

tion of pigment-producing strains are of interest for the development of biotechnological processes aimed at in-

dustrial biosynthesis of these compounds. The antibacterial properties of blue-violet (VIO) and red (RED) pig-

ments of new strains of bacteria IB-ST-GO and IB-ST-GOR isolated from natural waters of the Shulgan-Tash 

cave's vaucluse spring (Southern Urals) have been studied. Sequence analysis of the 16S rRNA gene revealed that 

the producers of IB-ST-GO and IB-ST-GOR pigments belong to representatives of Janthinobacterium lividum 

with a similarity level of 99.72 and 99.86% respectively. The pigments were extracted with 96% ethanol from 

biomass obtained by cultivating strains on Wakimoto agar medium. According to the results of spectrophotomet-

ric analysis, it was found that the VIO pigment belongs to the violacein family, and the RED pigment belongs to 

the prodigiosin family. The isolated pigments were tested for antibacterial action against 8 types of gram-positive 

and gram-negative bacteria, inhibitory concentrations of both crude preparations were determined. VIO and RED 

pigments exhibit an inhibitory effect in the concentration range of 1.0–5.0 mg/ml for a sample of gram-positive 

bacteria, whereas for gram-negative bacteria, the level of inhibitory concentrations for RED is 10.0–20.0 mg/ml, 

and for VIO above 20.0 mg/ml. RED pigment exhibits a more dose-dependent effect and a higher selectivity to-

wards gram-positive bacteria than VIO. Together, both pigments are strong inhibitors of the growth of gram-

positive bacteria, while the antimicrobial activity of both pigments against gram-negative bacteria is low. 

Keywords: bacteria, Janthinobacterium, pigment, violacein, prodigiosin, antimicrobial activity. 


