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В качестве биоэлектрокатализатора в реакции окисления глюкозы был изучен белковый экстракт
микробных клеток. Микробный белковый экстракт, полученный из культуры Escherichia coli BB,
рассматривается в данной работе как модельная система, содержащая все ферменты жизненного
цикла бактерий. Данная система продемонстрировала медиаторный механизм взаимодействия с
инертным стеклоуглеродным электродом в буферном растворе с глюкозой в качестве субстрата. Эф-
фективность биоэлектрокаталитического процесса зависела от типа медиаторной системы; приро-
ды, температуры, рН и ионной силы буферного раствора. Было показано, что белковый экстракт
содержит NAD-зависимую Fe-глюкозодегидрогеназу и демонстрирует плотности тока при медиа-
торном окислении глюкозы, которые хорошо сопоставимы с известными данными для чистых фер-
ментов дегидрогеназ и микробных систем на E. coli. Полученные результаты свидетельствуют о пер-
спективе дальнейших исследований и практического применения нового типа биоэлектрокатали-
затора.
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ВВЕДЕНИЕ
Биоэлектрокаталитические процессы в насто-

ящее время являются интенсивно изучаемыми.
Это связано не только с необычностью и сложно-
стью исследуемых объектов, но и большими пер-
спективами их практического применения. Высо-
кая селективность к большому ряду субстратов
обуславливает перспективу применения биоэлек-
трокатализаторов в сенсорных системах, а превос-
ходная каталитическая способность и индиффе-
рентность к окиси углерода открывает потенци-
альные возможности для замены платиновых
катализаторов в низкотемпературных топливных
элементах. Области применения биологических
топливных элементов на данный момент ограни-
чены генерируемой ими мощностью. Но они уже
нашли свою нишу в качестве портативных источ-
ников энергии для устройств, потребляющих
низкие мощности электроэнергии (мобильные
телефоны, самопитаемые биосенсоры, устрой-
ства для энергоснабжения имплантируемых ме-
дицинских приборов) [1].

Биоэлектрокаталитические системы можно
условно разделить на 2 группы: ферментативные
топливные элементы, работающие на чистых эн-
зимах, и микробные топливные элементы (МТЭ).
Однако основной проблемой получения чистых
ферментов является очень сложная и длительная
процедура их выделения и очистки, что значи-
тельно ограничивает их применение в реальных
системах из-за экономической нецелесообразно-
сти. Производство микробных катализаторов до-
вольно просто по сравнению с ферментативны-
ми, но жизненный цикл и стабильность микроб-
ного топливного элемента ограничены, и, кроме
того, отходы жизнедеятельности бактерий в элек-
тролите могут негативно влиять на работу элек-
трохимического элемента. Резюмируя, можно
сказать, что сочетание преимуществ чистых фер-
ментов (отсутствие продуктов жизнедеятельно-
сти организма, селективность к субстрату) и мик-
робных (простота получения) катализаторов вы-
глядит очень привлекательно для практики.
Такого сочетания можно добиться, используя сы-
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рые, т.е. не прошедшие очистку, экстракты мик-
роорганизмов – микробные белковые экстракты.

В нашей предыдущей работе [2] идея исполь-
зования белкового экстракта в биоэлектроката-
литической реакции окисления глюкозы уже
проверялась на целесообразность. В данной рабо-
те микробные белковые экстракты, полученные
из культуры E. coli, изучались как модельная си-
стема. Выбор пал на культуру E. coli, поскольку
эта культура широко используется для биоэлек-
трокаталитических исследований, например,
[3‒9] (табл. 1).

В работе [2] было показано, что дегидрогеназ-
ная активность белковых экстрактов, оценивае-
мая по реакции с 2,3,5-трифенилтетразолием
хлоридом (ТТХ), зависит от стадии роста культу-
ры и природы субстрата. В отношении субстратов
глюкоза и цитрат калия белковые экстракты про-
демонстрировали высокую биокаталитическую
активность, а наиболее высокая биоэлектроката-
литическая активность в электрохимической
ячейке наблюдалась при использовании ферри-
цианида калия и метиленового синего как медиа-
торов. Однако оптимальные условия для функци-
онирования белковых экстрактов в предыдущей
работе так и не были найдены. Кроме того для
ферментов и микробных систем известны много-
численные типы медиаторов: азиновые произ-
водные (феназин [10], метиленовый синий
[11, 12], тионин [13], нейтральный красный
[14, 15], метиленовый зеленый [16], рибофлавин
[17, 18]), ферроцен и его производные (1,1'-ди-

карбоксиферроцен [19], ферроценкарбоновая
кислота [20], 4-ферроценилфенол [21]), редокс-
полимеры осмия [22–24], производные хинона
(бензохинон [25, 26], 2,5-дибромо-1,4-бензохи-
нон [27]. Такое большое разнообразие медиато-
ров обусловлено особенностью структуры моле-
кул ферментов, поскольку необходима совмести-
мость медиатора с редокс-центром энзима [28].
Таким образом, выбор медиаторной системы
очень важен для эффективного осуществления
медиаторного биоэлектрокатализа.

Целью настоящего исследования являлось
изучение влияния природы редокс-медиатора и
некоторых экспериментальных условий (рН,
температура, тип буферного раствора, введение
кофермента) на биоэлектрокаталитическую ак-
тивность микробных белковых экстрактов, полу-
ченных из культуры E. coli BB, в реакции окисле-
ния глюкозы.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Реагенты

KH2PO4, K2HPO4, KOH, H3PO4, NaH2PO4,
Na2HPO4,TRIS, MOPS and HEPES (Sigma Aldrich,
p.a.) были использованы для приготовлении бу-
ферных растворов в тридистиллированной воде
(SZ97A Automatic third pure-water distillator,
Shanghai Yarong Biochemistry instrument factory).
Метиленовый синий, нейтральный красный, ри-
бофлавин, феррицианид калия, бензохинон,
2,4-динитрофенол и нитрат железа(III) (Alfa Aesar,

Таблица 1. Биоэлектрокаталитические системы на основе чистых ферментов, полученных из E. coli. Плотности
тока указаны относительно геометрической поверхности электродов (анода)

Система Плотность тока, мкA/см2 Ссылка

МТЭ с E. coli (стеклоуглеродный анод, кислородный 
газодиффузионный катод, 2-гидрокси-1,4-нафтохинон в качестве 
медиатора)

180  [3]

МТЭ с E. coli (анод, катод: платинированный титан, мембрана: 
Nafion 117)

138  [4]

МТЭ с E. coli (катод: MnO2, анод: углерод, мембрана, медиатор: 
метиленовый синий)

39  [5]

3-Электродная жидкостная ячейка (анод: иммобилизованная 
глюкозооксидаза с ферроцен-модифицированным линейным 
полиэтиленимином, электрод сравнения: насыщ. каломельный)

153 ± 26  [6]

МТЭ с E. coli (анод: графит/ПТФЭ, катод: 40 мас. % Pt/C, 
мембрана: Nafion 117)

0.123  [7]

3-Электродная жидкостная ячейка (анод: ФАД-глюкозодегидро-
геназа/FcMe2–C3–полиэтиленимин, противоэлектрод: платино-
вая сетка, электрод сравнения: насыщ. каломельный)

285  [8]

Ферментативный ТЭ (анод: сажа Ketjenblack EC-600JD, 
НАД-зависимая глюкозодегидрогеназа, катод: сажа Ketjenblack 
EC-600JD, билирубиноксидаза)

0.17  [9]
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>98%, p.a.) были использованы в качестве редокс-
медиаторных систем. Глюкоза (Avogadro, ultrapure)
была использована в качестве субстрата.

Получение белкового экстракта из E. coli

Бактерии выращивали в среде LB, содержащей
1% (в/о) пептона Bacto™ (“BD”, США), 0.5%
(в/о) дрожжевого экстракта Bacto™ (“BD”,
США), 1% (в/о) NaCl и 0.1% (в/о) глюкозу. Коло-
нию E. coli BB, выращенную на твердой среде (LB,
2% агар) инокулировали в 10 мл LB для получения
ночной культуры. Ночную культуру (1 мл) вноси-
ли в 100 мл LB в 500-мл колбах и выращивали при
37°С при интенсивной аэрации. Через 4, 6 или 8 ч
после начала выращивания бактерии осаждали
центрифугированием при 1700 g и использовали
для получения экстракта.

Осажденные бактерии ресуспендировали в бу-
ферном растворе PB (0.1 M Na2HPO4, 0.1 M
NaH2PO4, pH 7.1) из расчета 1 мл на 100 мл выра-
щенной культуры. Клетки разрушали на льду на
ультразвуковом дезинтеграторе УЗДН-2Т при ча-
стоте 22 кГц в ходе пяти серий по 10 с, охлаждая
образцы между сериями. Экстракты осветляли
центрифугированием при 15000 g в течение
15 мин. Экстракты хранили при температуре
‒20°С. Дегидрогеназную активность полученных
экстрактов определяли при помощи ТТХ, кото-
рый под действием дегидрогеназ восстанавлива-
ется до окрашенного ТТХ-формазана [2]. В каче-
стве субстрата – источника электронов и прото-
нов, для восстановления ТТХ использовали
глюкозу. Реакционная смесь готовилась на ка-
лий-фосфатном буферном растворе и содержала
10 мг/мл белка, 33.3 мМ субстрата, 0.17% ТТХ. Ре-
акцию проводили при температуре 37°С в течение
часа, для остановки реакции в образцы добавляли
4.2 объема смеси этиловый спирт: уксусная кис-
лота (19 : 1). Денатурированный белок осаждали
центрифугированием, супернатант отбирали для
измерения количества ТТХ-формазана. Интен-
сивность окрашивания образцов определяли фо-
тометрией при длине волны 532 нм на планшет-
ном фотометре “Эфос-9305” (“МЗ Сапфир”,
Россия), неспецифичное поглощение света опре-
деляли при длине волны 620 нм. Количество фор-
мазана в образцах определяли по калибровочной
кривой, полученной с использованием чистого
ТТХ-формазана.

Для определения содержания ионов в актив-
ном окислительно-восстановительном центре
ферментов в экстракте полученные экстракты
изучали при помощи атомно-абсорбционной
спектроскопии. Было выявлено, что даже после
диализа (мембрана 3.5 кДа) в белковом экстракте
представлены только ионы Fe (0.01 мкмоль/мг) и
Mg (0.01 мкмоль/мг). Установить природу актив-

ных центров дегидрогеназ, содержащих эти ио-
ны, на данном этапе работы не представляется
возможным без дополнительных процедур выса-
ливания и электрофореза.

С учетом проблемы лизиса полезных фермен-
тов, обусловленной наличием протеаз в белковом
экстракте, дегидрогеназная активность экстракта
проверялась в течение длительного периода вре-
мени (табл. 2). Тем не менее, полученный экс-
тракт, хранившийся при –20°С между измерени-
ями, сохранял свою активность в течение не-
скольких недель.

Электрохимические измерения

Электрохимические эксперименты проводи-
лись на потенциостате Autolab PGSTAT 101
(“Metrohm”, Нидерланды) в стандартной стек-
лянной трехэлектродной ячейке с разделенными
пространствами, содержащей 15 мл буферного
раствора в качестве фонового электролита. В каче-
стве рабочего электрода использовался стеклоуг-
леродный дисковый электрод площадью 0.07 см2.
Потенциометрические измерения проводились
относительно насыщенного хлоридсеребряного
электрода сравнения, отделенного от рабочего
отделения ячейки стеклянной фриттой. Вспомо-
гательным электродом (противоэлектрод) служи-
ла платиновая фольга, также отделенная от рабо-
чего отделения ячейки стеклянной фриттой (для
исключения влияния процессов на противоэлек-
троде). Большинство экспериментов проводи-
лось в инертной атмосфере, дегазирование осу-
ществляли посредством линии Шленка. Актив-
ные вещества (медиатор, глюкоза, экстракт
биомассы) вводились непосредственно в ячейку,
находящуюся под давлением аргона (20 мбар).
Все измерения проводились в двух режимах поля-
ризации: 1) потенциодинамический (цикличе-

Таблица 2. Изменения дегидрогеназной активности бел-
кового экстракта в зависимости от времени хранения

Продолжительность 
хранения Температура

Удельная 
активность, 

мгформ 

Начальный образец 0.018
Комнатная

2 дня 0.017
Неделя 0.012

–20°C
2 дня 0.018
Неделя 0.018
3 недели 0.006
10 недель 0.006

1
белкамг−
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ская вольтамперометрия со скоростью развертки
потенциала 20 и 100 мВ/с); 2) потенциостатиче-
ский (потенциал поляризации выбирался инди-
видуально для каждой медиаторной системы; для
феррицианида калия он составил 0.5 В). Токовые
кривые снимались с перемешиванием раствора.
Перемешивание выполнялось магнитной мешал-
кой со скоростью 150 об/мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор редокс-медиатора

Осуществление эффективного биоэлектрока-
тализа требует сопряжения ферментативного ка-
тализа и электрохимической реакции на электро-
де. Существуют два принципиально различных
пути для достижения этой цели – прямой (безме-
диаторный) биоэлектрокатализ и медиаторный
биоэлектрокатализ [10]. В случае прямого био-
электрокатализа (1) реализуется перенос элек-
тронов, образующихся в результате окисления
субстрата, непосредственно с активного центра
энзима на электрод (анод):

(1)

Однако, лишь ограниченное число редокс-фер-
ментов способно к осуществлению прямого био-
электрокатализа [29]. В случае же медиаторного
биоэлектрокатализа сам белок не претерпевает
редокс-превращений на электроде (не электроак-
тивен), (белок, включающий активный центр, –
это, как правило, фермент), а электроны к элек-

+ ⎯⎯⎯⎯⎯→
→ + +

ElectrodeSubstrate Enzyme
Product Enzyme e.n

троду переносит взаимодействующая с ним меди-
аторная система, находящаяся на поверхности
электрода (твердый медиатор) или в растворе
(растворенный медиатор). При взаимодействии
субстрата, фермента и медиатора в растворе ме-
диатор восстанавливается и может быть просто
окислен на поверхности электрода:

(2)

(3)

где MOx и MRed – окисленная и восстановленная
формы медиатора.

Полученные по выше описанной методике
белковые экстракты были изучены в реакции
окисления глюкозы сначала без добавления ме-
диатора. На стеклоуглеродном электроде, погру-
женном в раствор, содержащий экстракт и глю-
козу, не проявлялись никакие токовые отклики
по сравнению с емкостным током в фоновом рас-
творе (рис. 1).

Хроноамперограммы, снятые при различных
потенциалах, входящих в окно стабильности дан-
ного электролита, не показывают никакого роста
токовых откликов при введении в раствор экс-
трактов белка (рис. 1, кривые 1 и 2). Следователь-
но, прямой биоэлектрокатализ (прямой перенос
электронов) не реализуется в исследуемой систе-
ме. Таким образом, для осуществления сопряже-
ния биохимической и электрохимической реак-
ций необходима редокс-медиаторная система.

+ + →
→ + +

Ox

Red

Substrate Enzyme M
Product Enzyme M ,

Electrode
Red OxM M e,n⎯⎯⎯⎯⎯→ +

Рис. 1. Циклические вольтамперограммы (ЦВА)
стеклоуглеродного электрода в 0.1 М калий-фосфат-
ном буферном растворе (рН 7.2), содержащем 4.6 мМ
глюкозы (1) и в том же растворе с добавлением 0.3 мл
белкового экстракта, полученного из 8-часовой куль-
туры E. coli BB (2). Скорость развертки – 100 мВ/с.
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Рис. 2. Токовые отклики, полученные при 0.5 В (по-
тенциостатический режим) на стеклоуглеродном
электроде в 0.1 М калий-фосфатном буферном рас-
творе рН 7.2, содержащем (1) 4.6 мМ глюкозы и 0.3 мл
экстракта; (2) 4.6 мМ глюкозы и 0.5 мМ феррициани-
да калия; (3) в растворе (2) с добавлением 0.3 мл экс-
тракта.
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Для выбора редокс-медиаторной системы, ко-
торая позволила бы получить токовые отклики на
электроде, был протестирован целый ряд водо-
растворимых медиаторов, применяемых для био-
логических ферментативных систем: метилено-
вый синий, нейтральный красный, рибофлавин,
2,4-динитрофенол, феррицианид калия, бензо-
хинон и нитрат железа(III). Их редокс-отклики
измеряли в буферном растворе рН 7.2 без каких-
либо дополнительных реагентов в потенциодина-
мическом режиме. Как и ожидалось, из всех ре-
докс-медиаторов нитрат железа оказался неак-
тивным из-за гидролиза соли при исследуемом
рН. 2,4-Динитрофенол также оказался неактив-
ным в качестве редокс-системы. На ЦВА-зависи-
мостях, полученных в растворах остальных меди-
аторов, наблюдаются пары редокс-пиков, соот-
ветствующих их превращению из окисленной в
восстановленную форму (рис. 3). Для бензохино-
на этот переход носит необратимый характер.

Измерения электрохимической активности
экстракта, полученного из культуры E. coli BB, в
присутствии субстрата (глюкоза), в присутствии
этих медиаторных систем проводили в потенцио-
статическом режиме поляризации. Потенциал
выбирали в анодной области за потенциалом
анодного пика так, чтобы катодный процесс не
оказывал влияния на измеряемые токовые откли-
ки. Медиатор в исходном растворе глюкозы (без
добавления ферментного экстракта) находится в
окисленном состоянии. Введение в раствор мик-
робного белкового экстракта приводит к окисле-
нию глюкозы и восстановлению медиатора в со-
ответствии с уравнением (2) в том случае, когда
медиатор может взаимодействовать с ферментом.
При высоком анодном потенциале окисление ме-
диатора на поверхности электрода происходит
мгновенно (в тот самый момент, когда медиатор в
восстановленном виде достиг поверхности элек-

трода). В перемешиваемом растворе концентра-
ция медиатора вблизи поверхности электрода
мгновенно обновляется. Таким образом, измеряе-
мый ток пропорционален концентрации образую-
щегося в реакции (2) продукта. В табл. 3 представ-
лены плотности тока, полученные в холостых экс-
периментах (в буферном растворе медиатора (А), в
этом же растворе с добавлением глюкозы (Б)) и
также эксперименты с введением белкового экс-
тракта в раствор с глюкозой и медиатором (С).

При сравнении фоновых плотностей тока
(табл. 3, А) и плотностей тока в растворе медиато-
ра и глюкозы (табл. 3, Б) можно сделать вывод,
что практически все медиаторные системы

Таблица 3. Плотности тока i, полученные на стеклоуглеродном электроде в 0.1 М калий-фосфатном буферном
растворе, рН 7.2, при потенциостатическом режиме на 30 мин измерения при потенциале E с добавлением ме-
диатора (А), медиатора и глюкозы (Б), медиатора, глюкозы и белкового экстракта, полученного из 8-часовой
культуры E. coli BB (С)

* Концентрация медиатора выбрана, исходя из его растворимости (0.11 мг/мл при 27°С).

Медиатор Концентрация 
медиатора, мM E, В

Плотность тока i, мA см–2
iC/iБ

А Б С

Рибофлавин 0.18* –0.200 0.90 ± 0.01 0.90 ± 0.01 2.40 ± 0.01 2.6
Нейтральный 
красный

0.56 –0.350 –0.10 ± 0.01 –0.10 ± 0.01 –0.07 ± 0.01 Не активен

2,4-Динитрофенол 0.56 0.534 0.20 ± 0.01 0.10 ± 0.01 0.050 ± 0.001 Не активен
Бензохинон 0.56 0.534 12.4 ± 0.1 19.1 ± 0.1 62.3 ± 0.1 3.3
Метиленовый 
синий

0.56 –0.030 0.020 ± 0.001 0.02 ± 0.01 8.30 ± 0.02 415

Феррицианид калия 0.56 0.534 0.10 ± 0.01 0.10 ± 0.01 16.50 ± 0.03 165

Рис. 3. Редокс-отклики медиаторных систем, полу-
ченные в 0.1 М калий-фосфатном буферном растворе
рН 7.2: 1 – феррицианид калия, 2 – бензохинон, 3 –
метиленовый синий, 4 – рибофлавин, 5 – нейтраль-
ный красный. Скорость развертки – 100 мВ/с.
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инертны к глюкозе. Достаточно высокий фоно-
вый ток в системе с бензохиноном является ре-
зультатом наличия восстановленной формы меди-
атора в образце бензохинона. Кроме того, добавле-
ние глюкозы в раствор бензохинона приводит к
увеличению плотности тока. Этот результат хоро-
шо воспроизводим (табл. 4, I и II). Увеличение в
два раза содержания бензохинона и глюкозы в
растворе приводит к соответствующему увеличе-
нию плотности тока (табл. 4, III). Этот эффект
можно объяснить прямым окислением глюкозы
бензохиноном в растворе [30, 31]. После добавле-
ния ферментного экстракта в раствор плотность
тока заметно увеличилась (табл. 4, IV). Таким об-
разом, происходят два параллельных процесса в
системе бензохинон–глюкоза–экстракт: прямое
окисление глюкозы бензохиноном и окисление
глюкозы белковым экстрактом с последующей
передачей электронов на электрод через бензохи-
ноном. Следовательно, бензохинон не может
быть использован в качестве медиатора в био-
электрокаталитических системах, работающих на
глюкозе, несмотря на результаты, приведенные в
[25, 27].

Из других медиаторных систем только метиле-
новый синий и феррицианид калия продемон-
стрировали высокую плотность тока в присут-
ствии белкового экстракта в растворе (табл. 3, С).
Все остальные медиаторы не могут обратимо вза-
имодействовать с ферментом в наших экспери-
ментальных условиях, вероятно, из-за стериче-
ских или зарядовых ограничений.

Для практического применения в биотоплив-
ных элементах метиленовый синий кажется более
привлекательным, поскольку он обладает низким
окислительным потенциалом. Однако восстанов-
ленная форма метиленового синего (лейкомети-
леновый синий) имеет низкую растворимость в
воде и необратимо взаимодействует с экстрактом
с образованием неэлектроактивных коллоидных
продуктов. Более того, в присутствии молекуляр-
ного кислорода (воздушной атмосферы) эта вос-
становленная форма самопроизвольно окисляет-

ся без взаимодействия с электродом (химическая
окислительно-восстановительная реакция в объ-
еме раствора) [2, 32]. Таким образом, эта медиа-
торная система, которая обычно используется в
биоэлектрокаталитических реакциях [5, 33], не
может быть применена на практике, так как спо-
собна работать только в инертной атмосфере. На-
против, феррицианид калия обладает гораздо бо-
лее высоким окислительным потенциалом, тем
не менее этот медиатор не чувствителен к присут-
ствию кислорода в системе, как это было показа-
но в нашей предыдущей работе [2], поэтому фер-
рицианид калия подходит для модельных экспе-
риментов с белковыми экстрактами.

Высокие токовые отклики в системе с ферри-
цианидом можно объяснить тем, что белковый
экстракт содержит Fe-глюкозодегидрогеназу
(см. раздел “Получение белкового экстракта из
E. coli”). Возможно, феррицианид образует ком-
плекс с дегидрогеназой, способствующий эффек-
тивному переносу электронов.

Так как белковый экстракт, полученный в раз-
личных синтезах, может различаться по содержа-
нию белка, необходимо использовать какую-ли-
бо удельную характеристику для сравнения. Од-
нако расчет удельных плотностей тока в случае
использования белковых экстрактов не является
тривиальной задачей, поскольку содержание бел-
ка в экстракте включает не только ферменты
группы глюкозодегидрогеназ (которые активны в
реакции окисления глюкозы), но и все другие
белки, образующиеся во время распада клеток.
Это означает, что для расчета удельных плотно-
стей тока нужна информация о присутствии глю-
козодегидрогеназы в экстракте. В предположе-
нии, что TTХ и фермент реагируют в эквивалент-
ных количествах, можно оценить удельную
плотность тока на 1 моль формазана (мА см–2 на
моль формазана). Мы ясно осознаем, что это все-
го лишь приближение, однако этого достаточно
для сравнения разных экспериментов с белковы-
ми экстрактами, полученными из культуры раз-
личного времени жизни и для различных синте-
зов. Результаты как удельных плотностей тока на
1 мг всего содержания белка, так и на моль фор-
мазана (рассчитанные, как описано выше) пред-
ставлены в табл. 5. Как можно увидеть, удельная
плотность тока на 1 мг общего белка j для системы
с феррицианидом в 4 раза выше, чем для системы
с метиленовым синим, тогда как та же характери-
стика, рассчитанная на 1 моль формазана только
в 3 раза выше из-за различия в активности дегид-
рогеназы, поэтому молярная удельная плотность
тока является более правильной характеристикой
для сравнения, чем весовая удельная плотность
тока.

Измеренная удельная плотность тока пропор-
циональна концентрации медиатора в восстанов-

Таблица 4. Плотности тока, полученные при 0.5 В на
стеклоуглеродном электроде в потенциостатическом
режиме на 30 мин измерения в системе “бензохинон–
глюкоза–экстракт” при различных содержаниях ком-
понентов. Фоновый раствор: 0.1 М калий-фосфатный
буферный раствор, рН 7.2

№ Система i, мA см–2

I 0.5 мМ бензохинон 11 ± 1
II I + 4.6 мМ глюкоза 16 ± 1
III II + 0.5 мМ бензохинон + 4.6 мМ 

глюкоза
30 ± 1

IV III + 0.6 мл экстракта 44 ± 1
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ленной форме. Окисление восстановленной фор-
мы медиатора на поверхности электрода в потен-
циостатических условиях при потенциале 0.5 В
отн. Ag/AgCl ограничивается только диффузией
электроактивных частиц к поверхности электро-
да. В перемешиваемом растворе измеряемый ток
равен концентрации восстановленной формы ме-
диатора в объеме раствора и концентрации образу-
ющегося продукта в соответствии с реакцией (2).
Таким образом, с помощью феррицианидной си-
стемы можно исследовать влияние различных
факторов на биокаталитическую активность по-
лученного белкового экстракта (стадии роста
культуры, тип буферного раствора, рН, ионная
сила, температура).

Стадии роста культуры

Как сообщалось ранее [2], дегидрогеназная ак-
тивность экстракта E. coli зависит не только от
природы используемого субстрата, но и также от
стадии роста культуры, из которой его получают.
На различных стадиях роста культуры образуются
разные ферменты (глюкозодегидрогеназы, лак-
татдегидрогеназы, изоцитратдегидрогеназы, ма-
латдегидрогеназы, алкогольдегидрогеназы и др.),
количество которых зависит от продолжительно-
сти жизни культуры. Плотности тока и удельные
плотности тока (рассчитанные на моль формаза-
на в экстракте) для белкового экстракта E. coli,
синтезированного на 4, 6 и 8-м часах жизни куль-
туры, показаны в табл. 6.

Содержание белка в экстракте возрастает при
увеличении продолжительности жизни культуры.
Удельная плотность тока практически одинакова
для экстрактов, полученных из 6- и 8-часовых
культур; для экстрактов из 4-часовой культуры
этот параметр немного выше, однако воспроиз-
водимость активности для 4-часовой культуры не
так достаточна, как для 6- и 8-часовых культур.
Таким образом, 6-часовой экстракт можно ис-
пользовать для электрохимических эксперимен-
тов практически с той же эффективностью, что и
8-часовой.

Влияние природы буферного раствора

Состав раствора (тип катионов и анионов) иг-
рает важную роль для ферментативной активно-
сти, стабильности белка [35–40], и, как было по-
казано в работе [41], природа буферного раствора
важна для оптимального интервала рН, для обес-
печения стабильности ферментов. Для фермен-
тов используется ряд стандартных буферных си-
стем, однако до сих пор не было проведено иссле-
дование по сравнению влияния буферных
систем, в которых ферменты обладают заметной
биологической активностью, на их электроката-
литическую активность.

Мы попытались сравнить несколько органи-
ческих буферных систем с pH 7.2 при 32°C:
0.1 M OPS, 0.1 M HEPES, 0.1 M TRIS (табл. 7).
Среди органических буферных растворов плот-
ность тока, генерируемого в результате биэлек-
трокаталитической реакции, возрастает согласно

Таблица 6. Зависимость удельной плотности тока от содержания белка в белковом экстракте E. coli, полученном
на различных стадиях роста культуры. Состав раствора: 0.5 мМ K3[Fe(CN)6], 4.6 мМ глюкозы, 0.5 M калий-фос-
фатный буферный раствор pH 7.6 и 0.6 мл экстракта

Время роста 
E. coli, ч

Содержание белка, 
мг/мл экстракта

Дегидрогеназная активность, 
(мг формазана/мг белка, 
инкубационный период 

реакции – 60 мин)

Плотность тока i, 
мA см–2

j, мA см–2/моль 
формазана

4 10.6 0.02 18 ± 2 42 ± 5
6 20.1 0.04 50 ± 1 31 ± 1
8 23.1 0.04 59 ± 2 32 ± 1

Таблица 5. Удельные плотности тока для медиаторного окисления глюкозы белковым экстрактом, полученным
из 8-часовой культуры E. coli BB

Медиатор

Содержание 
белка в 

экстракте, 
мг мл–1

j, мA см–2/мг 
белка

Дегидрогеназная активность, 
(мг формазана/мг белка, 
инкубационный период 

реакции – 60 мин)

j, мА см–2/моль 
формазана

Метиленовый синий 16.3 1.1 ± 0.06 0.03 37 ± 2
K3[Fe(CN)6] 23.1 4.3 ± 0.2 0.04 107 ± 6
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Таблица 7. Влияние природы буферного раствора на биоэлектрокаталитическую активность белковых экстрак-
тов, полученных из культуры E. coli BB

* Значение рКа приведено для второй ступени диссоциации.

Буферный раствор Структура Аббревиатура
pKa, 
25°C

Ионная 
сила

Плотность 
тока, 

мA см–2

3-Морфолинопропан-
1-сульфоновая кис-
лота

MOPS 7.31 0.07 27 ± 4

2-[4-(2-гидроксиэтил) 
пиперазин-1-ил] этан-
сульфоновая кислота

HEPES 7.66 0.05 32 ± 7

2-Амино-2-(гидрокси-
метил) пропан-1,3-
диол

TRIS 8.02 0.07 50 ± 9

, , PPB (K+) 7.21* 0.26 41 ± 5

, , SPB (Na+) 7.21* 0.26 35 ± 4

N

O

SO3
H

N

N

SO3
H

HO

HO

HO

NH3Cl

OH

2 4H PO− 2
4HPO − 3

4PO −

2 4H PO− 2
4HPO − 3

4PO −

ряду MOPS < HEPES < TRIS. Возможно, что при-
сутствие ОН-групп в их структуре положительно
влияет на ферментативную активность. Значения
плотности тока, полученные в калий-фосфатном
буферном растворе, близки к значениям, полу-
ченным при использовании буфера TRIS. Однако
реакция, запущенная в натрий-фосфатном бу-
ферном растворе, демонстрирует уже более низ-
кие значения плотности тока. Данный результат
соответствует порядку ионов K+ и Na+ в рядах
Гофмейстера [42]. Таким образом, полученные
результаты позволяют предположить, что выбор
буферной системы может иметь важное значение
для получения высоких токовых откликов в таких
системах.

Влияние рН
Другим немалозначительным фактором, ока-

зывающим влияние на активность ферментов,
является значение рН буферного раствора. Ис-
следование рН оптимума проводили в 0.1 М TRIS
и 0.5 М калий-фосфатном буферном растворе
(концентрация 0.5 М была выбрана после иссле-
дования влияния ионной силы, см. ниже).

Для буферной системы TRIS в диапазоне
рН 7.2–7.8 был найден только один экстремум
при рН 7.2. В то время как для калий-фосфатного
буферного раствора при этих значениях было
найдено 2 экстремума: 7.2 и 7.6. Мы предположи-
ли, что второй экстремум для буферной системы
TRIS будет найден при более низком значении
рН (однако буферные свойства TRIS (pKa = 8.02)

при рН ниже 7.2 не проявляются). Тем не менее
мы приготовили два раствора TRIS с рН 6.6 и 7.0.
Как видно из табл. 8, действительно, при рН 6.6
плотность тока возрастает. Таким образом, для
белкового экстракта, полученного из E. coli, мак-
симальная плотность тока может быть достигнута
при рН 7.6 в калий-фосфатном буферном раство-
ре и рН 7.2 в буфере TRIS.

Влияние ионной силы буферного раствора
В литературе для ферментов, стабильных в

диапазоне рН 7.0–8.0, известно много буферных
систем [43–45]. Следует отметить, что эти буфер-
ные системы отличаются не только химическим
составом, но и ионной силой. Таким образом, оп-
тимальное значение ионной силы для активности
ферментов может быть очень важным [46–49].

Для электрокаталитической активности фер-
ментов в системе экстракт E. Coli/Fe(CN6)3–зави-
симость плотности тока от ионной силы имеет
также экстремальный характер, что видно из
сравнения результатов, представленных в табл. 9
для буферных систем TRIS (pH 7.2, 32°C) и ка-
лий-фосфатного буферного раствора (pH 7.6,
32°C) с различной ионной силой. Более того, для
каждой буферной системы существует свое опти-
мальное значение ионной силы. Для буферной
системы TRIS наибольшая плотность тока соот-
ветствует 0.1 М буферному раствору, для калий-
фосфатного буферного раствора – 0.5 М буфер-
ному раствору. Это объясняется тем, что абсорб-
ция буферных ионов на молекуле белка зависит
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от размера, заряда ионов и их специфического
взаимодействия с функциональными группами
белков. Таким образом, наибольшая электрохи-
мическая активность ферментов будет зависеть
не только от природы буферного раствора или его
рН, но и от концентрации буферного раствора.
Обычно для таких экспериментов используется
50 мМ буферный раствор, однако для электрохи-
мических измерений такой раствор имеет недо-
статочную проводимость и, как можно заключить
из полученных данных, его концентрация может
быть недостаточна для высокой эффективности.

Влияние температуры

Как было показано для ферментативного ката-
лиза, роль температуры раствора очень важна для
активности энзимов [50–55]. На рис. 4 представ-
лены результаты, демонстрирующие влияние
температуры на удельные плотности тока в систе-

ме с белковым экстрактом, полученным из 6-ча-
совой культуры E. coli. Видно, что существует
диапазон активации ферментативной активности
до 45°С и диапазон инактивации, связанный с на-
чалом процесса денатурации. Диапазон актива-
ции и оптимальная температура хорошо соответ-
ствуют известным данным для чистых дегидроге-
назных систем [34].

Влияние добавок кофермента
Низкомолекулярные органические соедине-

ния небелковой природы, коферменты, часто не-
обходимы для биоэлектрокаталитических реакций
в топливных элементах и сенсорах. Согласно лите-
ратурным данным, существует более 250 НАД+-за-
висимых дегидрогеназ и около 150 НАДФ+-зави-
симых дегидрогеназ [56]. Исследуемый белковый
экстракт содержит не только белковые компо-
ненты, но и коферменты, необходимые для ак-

Таблица 9. Оптимальное значение ионной силы для белкового экстракта E. coli BB, полученного из 6-часовой
культуры. Раствор: 0.5 мМ K3[Fe(CN)6] и 4.6 мМ глюкозы

Концентрация 
буферной системы, M Ионная сила, M Плотность тока i, мA см–2 Удельная плотность тока j, 

мA см–2 моль–1

TRIS, pH 7.2

1.0 0.81 14 ± 1 35 ± 2

0.5 0.40 39 ± 1 97 ± 3

0.1 0.08 60 ± 1 146 ± 3

0.05 0.04 42 ± 6 103 ± 15

Калий-фосфатный буферный раствор, pH 7.6

1.0 2.46 30 ± 6 75 ± 16

0.5 1.38 51 ± 6 124 ± 14

0.1 0.26 30 ± 4 74 ± 10

0.05 0.13 35 ± 2 87 ± 5

Таблица 8. Влияние рН буферной системы на биоэлектрокаталитическую активность белковых экстрактов в раз-
личных буферных растворах

pH

0.1 M TRIS 0.5 M калий-фосфатный буферный раствор

i, мA см–2 j, 
мA см–2 моль–1 ионная сила, M i, мA см–2 j, 

мA см–2 моль–1 ионная сила, M

6.6 45 ± 4 98 ± 10 – – –
7.0 40 ± 4 87 ± 9 – – –
7.2 60 ± 6 130 ± 13 0.09 41 ± 4 89 ± 9 1.25
7.4 39 ± 4 85 ± 9 0.08 31 ± 3 67 ± 7 1.32
7.6 36 ± 4 78 ± 8 0.07 55 ± 5 120 ± 12 1.38
7.8 36 ± 4 78 ± 8 0.06 44 ± 4 96 ± 10 1.42
8.0 – – 38 ± 4 83 ± 8 1.44
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тивности ферментов. Однако, количество кофер-
ментов в белковых экстрактах может быть слиш-
ком низкое для того, чтобы обеспечить высокую
скорость реакции. Более того, после диализа ис-
следуемого экстракта для удаления фракции с мо-
лекулярной массой ниже 3.5 кДа такой экстракт
не проявляет никакой активности. Таким обра-
зом, добавление коферментов к рабочему раство-
ру может привести к увеличению стационарных
плотностей тока. Сначала мы использовали НАД
в качестве добавки (в условиях избытка глюкозы
и медиатора в растворе), и, как видно из табл. 10,
плотность тока увеличилась в 2.5 раза.

Введение двойного количества кофермента в
раствор приводит к троекратному увеличению то-
ковых откликов. Добавление НАДФ к раствору,
содержащему НАД, приводит к увеличению
плотности тока только в 1.2 раза. Таким образом,
как видно из сравнения электрохимической ак-
тивности системы белковый экстракт E. co-
li/Fe(CN6)3–, скорость реакции зависит от содер-
жания кофермента нелинейно. Следует также от-
метить, что полученные в данной работе
результаты по плотности тока (табл. 10) при опти-
мальных условиях хорошо сопоставимы с имею-
щимися в литературе данными для систем, рабо-
тающих на микроорганизмах (табл. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Микробный белковый экстракт, полученный

путем дезинтегрирования культуры Escherichia co-
li, был изучен в качестве модельной системы для
биоэлектрокаталитического окисления глюкозы
с целью установления влияния различных усло-
вий на его электрохимическую активность. Такой
экстракт представляет собой новый тип биоэлек-
трокатализатора, сочетающий в себе преимуще-
ства чистых ферментов и микробных клеток. В
результате исследования были найдены некото-
рые интересные особенности для биоэлектрохи-
мических систем, которые ранее не обсуждались
в литературе. В частности, было показано, что
бензохинон не может быть использован в био-
электрокаталитических системах с глюкозой в ка-
честве субстрата, поскольку он сам непосред-
ственно окисляет глюкозу. Также было отмечено
существенное влияние природы буферного рас-
твора на электрохимические отклики в системе
белковый экстракт E. coli/

Полученные данные наглядно показали, что
белковый экстракт можно использовать в каче-
стве электрокатализатора для биоэлектрокатали-
тических приложений. Наибольший токовый от-
клик, полученный в такой системе, составил
184 ± 10 мА см–2; влияние рН и температуры на
электрохимическую активность в системе, содер-
жащей белковый экстракт, аналогично влиянию
этих же факторов на системы с чистыми фермен-
тами или микроорганизмами. Можно заключить,
что изученный белковый экстракт, полученный
простым способом без какой-либо сложной
очистки, привлекателен для дальнейшего прак-
тического применения.

Тем не менее, полученный экстракт содержит
все необходимые для жизнедеятельности бакте-
рий ферменты и коферменты, в частности лизис-
ные соединения, однако их влияние на актив-
ность экстракта проявляется только в течение не-
скольких недель после его получения. Таким
образом, дальнейшее исследование белковых

3
6Fe(CN) .−

Таблица 10. Влияние концентрации кофермента на ак-
тивность белковых экстрактов из 6-часовой культуры
E. coli BB. Раствор: 5.0 мМ K3[Fe(CN)6] и 4.6 мМ глю-
козы, 0.5 M калий-фосфатный буфер, pH 7.6, t = 35°C

Концентрация 
(тип) 

добавляемого 
кофермента

Плотность тока 
на 30 мин 
реакции i, 

мA см–2

Удельная 
плотность тока j, 
мA см–2 моль–1

0 мкM 51 ± 6 54 ± 7

4.8 мкM (НАД) 123 ± 15 131 ± 16

10 мкM (НАД) 158 ± 19 168 ± 20

10 мкM (НАД) + 
10 мкM (НАДФ) 184 ± 22 196 ± 24

Рис. 4. Влияние температуры на электрокаталитиче-
скую активность белковых экстрактов: 1 – плотность
тока на 30 мин измерения i, 2 – удельная плотность
тока j. Рабочий раствор: 1 мМ K3[Fe(CN)6] + 4.6 мМ
глюкозы + 0.6 мл экстракта, полученного из 6-часо-
вой культуры E. coli, в 0.5 М калий-фосфатном буфер-
ном растворе, рН 7.6.
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экстрактов в области биоэлектрокатализа может
быть очень перспективным для практического
применения в биотопливных элементах.
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