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ОСОБЕННОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ ФЕРРИЦИАНИДА КАЛИЯ
В КАЧЕСТВЕ МЕДИАТОРА ДЛЯ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ БИОАНОДА

НА ОСНОВЕ Escherichia coli1
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В работе изучена возможность организации биоанода на основе живых клеток Escherichia coli при
проведении биохимического окисления глюкозы. Показано, что феррицианид калия может высту-
пать в качестве медиатора для данной биоэлектрокаталитической системы и при этом проявляется
влияние концентрации медиатора на эффективность протекания биоэлектрохимической реакции с
живыми клетками. Выявлено, что природа буферного раствора может оказывать влияние на элек-
трохимические отклики исследуемой системы.
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ВВЕДЕНИЕ
Биологические топливные элементы (БТЭ) –

подкласс низкотемпературных топливных эле-
ментов, преобразующих химическую энергию
окислителя в электрическую посредством био-
электрокатализа [1]. Другим активно изучаемым
устройством, в основе работы которого лежит
биоэлектрокатализ, являются биосенсоры [2].
Известные биоэлектрокатализаторы можно раз-
делить на 3 группы: чистые ферментные препара-
ты, живые микроорганизмы и биомиметики
[3‒5]. Наиболее перспективными для практиче-
ского использования при извлечении энергии из
топлив на основе отходов растительного, живот-
ного и антропогенного происхождения являются
микроорганизмы или их ансамбли (типа актив-
ного ила). Для биосенсоров чаще используют
ферментные препараты или биомиметики, что
резко удорожает их стоимость.

Ранее нами сообщалось об альтернативном
ферментному типу биоэлектрокатализаторе –
грубом белковом экстракте [6–9]. Такой экс-
тракт, полученный из дезинтегрированной био-
массы микроорганизмов, без разделения и выде-

ления отдельных ферментов, содержит в своем
составе все необходимые ферментные и кофер-
ментные системы для окислительных реакций.
Было показано, что для белкового экстракта, по-
лученного из Escherichia coli BB (E. coli), наиболее
стабильные результаты и высокие токовые отклики
достигаются при использовании медиаторной си-
стемы на основе гексацианофферата(III) калия.

Одним из актуальных вопросов, активно изу-
чаемых в научной литературе, является механизм
переноса электрона с ферментной системы на ме-
диатор и с живых клеток на медиатор [4–11]. Если
для ферментной системы можно предполагать
близость этого механизма к сложной, но гомоген-
ной окислительно-восстановительной реакции,
то для микроорганизмов, работающих на эндо-
ферментах, взаимодействие ферментов с медиа-
тором возможно через различные механизмы.
Оно может происходить через клеточную мем-
брану, т.е. через адсорбционные механизмы
[10, 11], или путем переноса электронов при по-
мощи эндогенных низкомолекулярных веществ
(таких как феназины, фенон, флавины и т.д.) на
экзогенные медиаторы, находящиеся в окружаю-
щей бактерий среде [4, 10]. Известно, что одни и
те же медиаторы зачастую подходят и для фер-
ментных систем, и для микроорганизмов [4]. В
ряде работ было показано возможное примене-

1 Статья подготовлена для специального выпуска журнала,
посвященного памяти выдающегося электрохимика Олега
Александровича Петрия (1937–2021).
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ние феррицианида калия для различных штаммов
Escherichia coli: E. coli К 12 [15], E. coli HB101, E. coli
(Migula) Castellani and Chalmers [16], E. coli Btr
(NCIB 9485) [17], однако в некоторых сообщалось
о негативном бактериостатическом эффекте,
оказываемом феррицианидом калия на работу
микробного топливного элемента [12–14]. В ра-
боте [18], напротив, оценивают влияние концен-
трации феррицианида калия на характеристики
микробного топливного элемента, но при этом не
анализируют токсичность данного медиатора.

Таким образом, данные по использованию
феррицианида калия в качестве медиатора анод-
ной реакции несколько противоречивы и отно-
сятся к микробным топливным элементам в це-
лом, т.е. могут быть связаны и с другими компо-
нентами топливного элемента. В связи с этим,
важным вопросом представляется оценить роль
концентрации этого медиатора на эффектив-
ность протекания биоэлектрокаталитического
окисления глюкозы E. coli на биоаноде и оценить
степень негативного воздействия медиатора, свя-
занную с бактериостатическим и бактерицидным
действием в отношении биоанода МТЭ.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА

Реагенты

KH2PO4, K2HPO4, KOH, TRIS (Sigma Aldrich,
ч. д. а.) были использованы для приготовления
буферных растворов в тридистиллированной во-
де (SZ97A Automatic third pure-water distillator,
Shanghai Yarong Biochemistry instrument factory).
Феррицианид калия (Alfa Aesar, >98%, ч. д. а.)
был использован в качестве редокс-медиатора.
Глюкоза (Avogadro, ос. ч.) была использована в
качестве субстрата.

Получение живых клеток E. coli

Бактерии выращивали в среде Lysogeny broth
(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. Колонию E. coli BB, выращенную на
твердой среде (LB, 2% агар) инокулировали в
10 мл LB для получения ночной культуры. Ноч-
ную культуру (1 мл) вносили в 100 мл LB в 500-мл
колбах и выращивали при 37°С при интенсивной
аэрации. Через 6 ч после начала выращивания
бактерии осаждали центрифугированием при
1700 g [6]. Осажденные бактерии ресуспендирова-
ли в 50 мМ калий-фосфатном буферном раство-
ре, pH 7.2, из расчета 1 мл на 50 мл выращенной
культуры. Далее клетки использовали в качестве
биоэлектрокатализатора.

Электрохимические измерения

Электрохимические эксперименты проводили
на потенциостате Autolab PGSTAT 101 (“Metrohm”,
Нидерланды) в стандартной стеклянной трех-
электродной ячейке с разделенными простран-
ствами, содержащей 15 мл буферного раствора в
качестве фонового электролита. В качестве бу-
ферной системы были испытаны 0.5 М калий-
фосфатный буфер (рН 7.6) и 0.1 М буферный рас-
твор TRIS (рН 7.2), подобранные для белковых
экстрактов в [7]. Рабочим электродом был стек-
лоуглеродный электрод в форме диска площадью
0.07 см2. Потенциометрические измерения про-
водили относительно насыщенного хлоридсереб-
ряного электрода сравнения, отделенного от ра-
бочего отделения ячейки стеклянной фриттой.
Вспомогательным электродом служила платино-
вая фольга, также отделенная от рабочего отделе-
ния ячейки стеклянной фриттой (для исключения
влияния процессов на противоэлектроде). Боль-
шинство экспериментов проводилось в инертной
атмосфере, дегазирование осуществляли посред-
ством линии Шленка. Активные вещества (меди-
атор, глюкоза, живые клетки) вводили непосред-
ственно в ячейку, находящуюся под давлением
аргона (20 мбар). Все измерения проводились в
двух режимах поляризации: 1) потенциодинами-
ческий (циклическая вольтамперометрия со ско-
ростью развертки потенциала 100 мВ/с); 2) по-
тенциостатический (потенциал поляризации для
феррицианида калия составил 0.5 В во всех изме-
рениях). Измерения проводили при постоянном
перемешивании раствора магнитной мешалкой
(150 об/мин). Все измерения выполняли при тем-
пературном режиме 37°С, который поддерживал-
ся с помощью водяной бани с терморегулятором.

Зачистку рабочего электрода проводили по-
средством полирования на фетре (шероховатость
1 мкм) (FD 1, Escil;NFC, Kemet) с алмазной сус-
пензией (1 мкм, Aka-Poly 1 μm, Akasel; 1 мкм, 1PS,
Escil), затем промывали тридистиллированной
водой и этанолом, после чего в течение 10 мин
подвергали ультразвуковой обработке в триди-
стиллированной воде для удаления алмазов с по-
верхности.

Дегидрогеназная активность в пересчете на
1 мг абсолютно сухих клеток в 1 мл буферного
раствора Е. coli составляет 1.01 мг/мл при концен-
трации клеток 0.79 мг/мл. При электрохимиче-
ских испытаниях использовали 1 мл клеточной
культуры E. coli, содержащей 0.79 мг клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее [7, 9] были подобраны оптимальные

условия (рН, температура, тип буферного раство-
ра) для биоанодов на основе белковых экстрактов
E. coli. В настоящей работе эти же параметры бы-
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ли использованы для живых клеток E. coli. Снача-
ла электрохимические измерения проводили в
фосфатном буферном растворе в качестве элек-
тролита. Провели ряд холостых экспериментов с
оценкой влияния каждого компонента рабочего
раствора (медиатор, субстрат, живые клетки E. coli)
на характер изменения токового отклика и уста-
новили, что измеряемые отклики находятся на
уровне фонового тока (рис. 1, кривые 1–3). Токо-
вые отклики в системе с медиатором и субстратом
оказались несколько выше, чем у компонентов
рабочего раствора по отдельности, но они также
остаются на уровне фоновых (рис. 1, кривая 4). В
системе, где в отсутствие медиатора живые клет-
ки находились в контакте с 2 мМ раствором глю-
козы, также не происходило роста токовых от-
кликов (рис. 1, кривая 5), а в системе, где живые
клетки были добавлены в раствор медиатора
(рис. 1, кривая 6), начинался заметный постепен-
ный рост токовых откликов, связанный с перера-
боткой глюкозы, содержащейся в клеточной жид-
кости живых клеток E. coli. В клетки E. coli глюко-
за поступает из питательной среды и чаще всего
присутствует в виде глюкоза-6-фосфата, так как
при прохождении через мембрану глюкоза фос-
форилируется [19–22], а кроме того, глюкоза вхо-
дит в состав полисахаридов, являющихся основ-
ным компонентом внешней мембраны грамотри-
цательных бактерий (липополисахарид) [23].
Наконец, в системе, где одновременно присут-
ствовали все компоненты медиаторного биоано-
да, как и в случае с ферментативным экстрактом
[6, 7], происходил резкий рост токовых откликов
(рис. 1, кривая 7). Таким образом, полученные
данные подтверждают медиаторный путь сопря-
жения биохимической и электродной реакций в
исследуемой системе.

Для изучения влияния концентрации медиа-
тора на эффективность протекания биоэлектро-
химической реакции ее варьировали от 5 мМ до
0.2 М. Концентрацию медиатора в 5 мМ выбира-
ли, исходя из данных с белковыми экстрактами,
для которых при этой концентрации наблюдался
нулевой порядок реакции по веществу (медиатор)
[9]. Однако в системе с живыми клетками за
10 мин измерений наблюдалось полное обесцве-
чивание рабочего раствора, характерное для пол-
ного перехода медиатора из окисленной формы
феррицианида (желтый) в восстановленную фер-
роцианида (прозрачный). Поскольку площадь
электрода мала, то за счет электродной реакции
концентрация окисленной формы медиатора в
растворе не успевает восполниться, и ток стано-
вится предельно диффузионным по концентра-
ции восстановленной формы медиатора, которая
уже не зависит от скорости или полноты осу-
ществления биохимической реакции в растворе
(рис. 2, кривая 2).

Добавка окисленной формы медиатора в рабо-
чий раствор до общей концентрации 10 мМ
(рис. 2, кривая 3) привела к резкому возрастанию
токовых откликов за счет быстрого перехода до-
бавленного медиатора в восстановленное состоя-
ние в результате гомогенной реакции с фермент-
ной системой микроорганизмов в растворе. Далее
раствор стал вновь обесцвечиваться, а токовые от-
клики снижаться. Удвоение концентрации глюко-
зы не привело к существенным изменениям в то-
ковых откликах (рис. 2, кривая 4). Повторное уве-
личение концентрации медиатора в рабочем
растворе вдвое (рис. 2, кривая 5) вновь вызвало
скачкообразный рост токового отклика системы,
а последующее снижение плотности тока замед-
лилось.

Увеличение концентрации медиатора на поря-
док, до 0.2 М, увеличило токовые отклики незна-

Рис. 1. Зависимость плотности тока от времени на
стеклоуглеродным электроде при потенциале поля-
ризации 0.5 В в системах: (1) 2 мМ C6H12O6, (2) 0.2 М
K3[Fe(CN)6], (3) 1.58 мг E. coli, (4) система (1) с добав-
лением 0.2 М K3[Fe(CN)6], (5) система (3) с добавле-
нием (2) мМ C6H12O6, (6) система (3) с добавлением
0.2 М K3[Fe(CN)6], (7) система (4) с добавлением
1.58 мг E. coli. Фоновый электролит 0.5 М калий-фос-
фатный буферный раствор (рН 7.6). Температура:
37°С.
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чительно, до 1 мА/см2, но раствор перестал обес-
цвечиваться с течением времени, и ток стал стаци-
онарным. Последующие эксперименты с
концентрацией феррицианида показали, что кон-
центрация в 0.1 М является достаточной для 0.79 мг
клеток. Учитывая дегидрогеназную активность
экстракта и живых клеток (0.35 и 1.01 мг/мл, соот-
ветственно), получается, что для нулевого поряд-
ка реакции по концентрации медиатора для экс-
тракта требуется 0.36 ммоль медиатора (25 мг
K3[Fe(CN)6]) на единицу ДГА экстракта, тогда
как для живых клеток необходимо 1.5 ммоль ме-
диатора (490 мг феррицианида калия) на единицу
ДГА клеток. Следовательно, система с живыми
клетками является более активной с точки зрения
превращения окисленной формы медиатора в
восстановленную.

При удвоении концентрации клеток E. coli в
рабочем растворе наблюдается резкий рост токо-
вых откликов до 4.5 мА/см2 (рис. 3, кривая 1), но
затем токовые отклики снижаются. Вероятными
причинами снижения токовых откликов являют-
ся пассивация поверхности стеклоуглеродного
рабочего электрода за счет адсорбции инактив-
ных молекул или самих клеток микроорганизмов,
а также расходование глюкозы и замедление био-
химической реакции за счет возможного бакте-
риостатического действия феррицианида. Одна-
ко, если за счет эффекта пассивации (уменьше-
ние электроактивной площади) ограничивается
скорость электрохимической реакции окисления

восстановленной формы медиатора на электроде,
то протеканию реакций в растворе (окисление
глюкозы ферментными системами E. coli и пере-
ход медиатора в восстановленную форму) ничего
не мешает. В результате этого в растворе накапли-
вается восстановленная форма медиатора, кото-
рая после зачистки электрода вступает в электро-
химическую реакцию, что приводит к резкому
росту измеряемых токов. Поэтому, как видно из
рис. 3, после зачистки электрода (кривая 2) токо-
вые отклики составляют примерно 7 мА/см2, но
из-за повторной пассивации электрода вновь на-
чинается снижение тока. Увеличение концентра-
ции глюкозы, напротив, не приводит к значи-
тельным увеличениям плотности тока.

Поскольку для экстракта биомассы было об-
наружено влияние состава буферной системы на
биоэлектрохимическую активность [7], была сде-
лана попытка оценить также аналогичное влия-
ние для живых клеток. Концентрация медиатора
при этом была выбрана оптимальная – 0.1 М, а
состав буферной системы менялся. В качестве бу-
ферных растворов использованы 0.1 М TRIS и
0.1 М калий-фосфатный буферный раствор. То-
ковые отклики, генерируемые в буферной систе-
ме TRIS в качестве фонового электролита, изна-
чально были выше (рис. 4, кривая 1), чем при ис-
пользовании в аналогичных условиях калий-
фосфатного буфера (кривая 2). Однако со време-
нем наблюдалось угнетение токовых откликов, в
то время как для системы с калий-фосфатным бу-
ферным раствором отмечалось постепенное воз-
растание и стабилизация тока. Так, через 4 ч для
системы на основе TRIS плотность тока упала до

Рис. 2. Токовые отклики, полученные при потенциа-
ле поляризации 0.5 В на стеклоуглеродном электроде
в 0.5 М калий-фосфатном буферном растворе, рН 7.6.
Состав растворов: (1) 5 мМ феррицианид калия и
2 мМ раствор глюкозы; (2) система (1) с добавлением
0.79 мг клеток E. coli; (3) система (2) с добавлением
5 мМ феррицианида калия; (4) система (3) с добавле-
нием 2 мМ глюкозы; (5) система (4) с добавлением
10 мМ феррицианида калия. Температура 37°С.

20 40 60 80 100 120 140
0

200

400

600

800

1000

5
43

2

j, 
м

кА
/с

м
2

Время, мин

1

Рис. 3. Зависимость плотности тока от времени на
стеклоуглеродном электроде при потенциале поля-
ризации 0.5 В в системе (1) 1.58 мг E. coli, 0.2 М
K3[Fe(CN)6], 2 мМ C6H12O6, (2) в той же системе по-
сле зачистки рабочего электрода. Фоновый электро-
лит 0.5 М калий-фосфатный буфер (рН 7.6).
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1.5 мА/см2, а для системы на основе калий-фос-
фатного буферного раствора плотность тока воз-
росла до 3.5 мА/см2. При этом в системе с буфер-
ным раствором TRIS раствор приобретал зеле-
ный цвет и ядовитый запах, что, очевидно,
негативно сказывалось как на электрохимиче-
ском поведении системы, так и на стабильности
работы живых клеток в биохимической реакции.
Следует отметить, что и концентрация буферного
раствора сильно влияет на получаемые электро-
химические отклики. Так, для 0.1М калий-фос-
фатного буферного раствора и для 0.5 М раствора
того же состава токовые отклики отличаются в
2 раза (см. рис. 3, кривая 2 и рис. 4, кривая 2).

Поскольку в ряде работ говорится о негатив-
ном бактерицидном действии медиатора ферри-
цианида калия на клетки микроорганизмов
[12‒14], то для ответа на вопрос о таком воздей-
ствии в исследуемой системе выполнили дли-
тельные эксперименты с периодическим измере-
нием тока на рабочем стеклоуглеродном электро-
де, помещаемом в ячейку в заданные интервалы
измерения. Как видно из рис. 5, через 196 ч токо-
вые отклики выходят на стационарный уровень и
даже спустя более 400 ч непрерывной работы
ячейки токовые отклики не снижаются. Таким
образом, негативное (бактерицидное) действие
феррицианида для биоанода с живыми клетка
E. coli BB не проявляется. Более 450 ч экспери-
мент в тех же условиях не проводили из-за прак-
тически полного исчерпания концентрации фер-
рицианида в ячейке и его полного перехода в вос-
становленную форму. Добавка новой порции
феррицианида к раствору привела к новому росту

токовых откликов до уровня 24 мА/см2, что под-
тверждает сохранение активности клеток E. coli
при длительном контакте с раствором феррици-
анида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате тестовых экспериментов было об-
наружено, что биоанод, организованный на осно-
ве биохимической реакции окисления глюкозы
живыми клетками E. coli, работает по принципу
электрокатализа, осуществляемого по медиатор-
ному механизму. Было подтверждено, что ферри-
цианид-ион проявляет в реакции с живыми клет-
ками схожую активность, как обнаруженная ра-
нее для белкового экстракта на основе E. coli. Был
обнаружен ряд факторов, оказывающих влияние
на характеристики изучаемого биоанода:

1. Как и для белкового экстракта, проявляется
влияние концентрации медиатора на эффектив-
ность протекания биоэлектрохимической реак-
ции с живыми клетками. Так, для использования
экстракта достаточно использовать 0.36 ммоль
медиатора на единицу дегидрогеназной активно-
сти для обеспечения нулевого порядка реакции
по медиатору, тогда как для живой клеточной
культуры E. coli – 1.5 ммоль.

2. Негативный фактор, сказывающийся на
продолжительности работы биоанода, – посте-
пенная пассивация поверхности электрода инак-
тивными компонентами системы, что приводит к
падению токовых откликов в системе.

Рис. 4. Токовые отклики, полученные при потенциа-
ле поляризации 0.5 В на стеклоуглеродном электроде
в 0.1 М буферном растворе TRIS рН 7.2 (1), в 0.1 М ка-
лий-фосфатном буферном растворе рН 7.6 (2). Состав
рабочего раствора: 0.79 мг клеток E. coli, 2 мМ глюко-
зы и 0.1 М феррицианида калия. Температура 37°С.
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Рис. 5. Токовые отклики, полученные при потенциа-
ле поляризации 0.5 В на стеклоуглеродном электроде
в 0.5 М калий-фосфатном буферном растворе рН 7.6.
Состав рабочего раствора: 0.79 мг клеток E. coli, 2 мМ
глюкозы и 0.1 М феррицианида калия. Температура
37°С.
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3. Интересным фактом стало обнаруженное
влияние природы буферного раствора на элек-
трохимические отклики исследуемой системы.

4. Длительные испытания токовых откликов
биоанода показали, что феррицианид калия не
оказывает заметного бактерицидного или бакте-
риостатического действия, следовательно, обна-
руженные и описанные ранее в литературе эффек-
ты негативного воздействия феррицианида калия
как медиаторной системы могли быть обусловле-
ны взаимодействием медиатора с другими компо-
нентами микробного топливного элемента.
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