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Обнаружено влияние полярности электрической стимуляции внешней цепи биоэлектрохимиче-
ской системы, а также иммобилизации на аноде клеток Shewanella oneidensis MR-1, содержащих ген
пероксидаз класса DyP, на скорость обесцвечивания красителей разных типов. Для красителя трифе-
нилметанового кристаллического фиолетового максимальная скорость обесцвечивания суспендиро-
ванными клетками S. oneidensis MR-1 составила 2.05 ± 0.07 мкМ/ч и наблюдалась при подключении ис-
точника постоянного напряжения 1.2 В прямой полярности. Минимальные скорости наблюдались в
случае обратной полярности подключения. При иммобилизации клеток на аноде удельная скорость
обесцвечивания была выше, достигая 2.91 ± 0.09 мкМ/ч и не снижалась при повышении концентрации
субстрата. Наименьшие показатели также были отмечены для обратного подключения источника на-
пряжения. При обесцвечивании азокрасителя конго красного, максимальные значения скорости отме-
чены для источника с прямым подключением ионистора и при разомкнутой цепи (0.26 ± 0.01 и 0.29 ±
± 0.02 мкМ/ч соответственно), минимальное значение 0.11 ± 0.02 мкМ/ч наблюдали для обратного
подключения. Для продуктов биоэлектрокаталитического обесцвечивания кристаллического фио-
летового обнаружено значительное снижение интенсивности главного пика поглощения, соответ-
ствующего полосе 590 нм, практически без гипсохромного сдвига. О качественных изменениях со-
става продуктов обесцвечивания говорит появление нового максимума поглощения в районе 360 нм
для варианта с прямой полярностью подключения ионистора. Результаты могут представлять инте-
рес для разработки новых методов биоэлектрохимической очистки.
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Воздействие различных биоэлектрохимических
процессов на функционирование биологических
систем привлекает в настоящее время все более
пристальное внимание исследователей. Расши-
рение поля задач в этой области связано со мно-
гими нерешенными вопросами, возникшими при
анализе работы микробных топливных элемен-
тов, исходно созданных в качестве альтернатив-
ного источника энергии. Данные устройства об-
наруживали возможность использования для
нужд экологической биотехнологии и разработки
биосенсоров [1–4]. Получены многочисленные
экспериментальные подтверждения изменения
интенсивности биологической деградации раз-

личных веществ, в анаэробных условиях анодной
зоны микробных топливных элементов [5, 6].

Известно, что происходящая в естественных
условиях природных сред и микробиоценозов по-
ляризация поверхности электрода, даже будучи
ограничена величиной порядка от сотен мВ (на
практике) до теоретических 1.105 В [7], способна
влиять на биохимические процессы на границе
раздела фаз электрод-жидкость.

Существует значительный пул исследований
влияния биоэлектрохимических условий на про-
цессы, происходящие в условиях сложных мик-
робиоценозов непостоянного систематического
состава, меняющихся в зависимости от ряда фак-
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торов. При этом состав микробиоценоза может
зависеть даже от освещенности анода. Так в рабо-
те Xиаоxуан Ванг с соавт. [8] было обнаружено,
что освещение обуславливает замещение псевдо-
монадами доминировавших в условиях отсут-
ствия освещения представителей рода Geobacter.
При исследованиях, открывших возможность
влияния внешней электрической стимуляции на
метаногенез, также было отмечено изменение со-
става микробиоценоза под действием внешнего
напряжения 1.2 вольта. В работе [9] обнаружили,
что биоэлектрохимическое воздействие стимули-
ровало бродильщиков и гидрогенотрофных мета-
ногенов, увеличивая продукцию метана в 8.6 раза.
Таким образом, переход к более простой экспе-
риментальной модели, включающей одну чистую
культуру, позволяет исключить фактор смены со-
става сообщества.

К настоящему моменту известны работы, дока-
завшие возможность стимуляции слабыми внеш-
ними напряжениями, порядка десятых вольта,
биодеструкционной активности, а также соответ-
ствующего роста экспрессии генов ключевых
ферментов, на примере биодеградации Pseudomo-
nas sp. DGYH-12 фенантрена [10], но вопросы ки-
нетики процессов и оценки влияния на нее пара-
метров внешней цепи, в том числе искусственной
стимуляции, остаются в значительной мере от-
крытыми.

Таким образом, простая модель на основе чи-
стой культуры S. oneidensis MR-1, часто использу-
емой в биоэлектрохимических системах [11, 12],
позволит проверить влияние различных вариан-
тов внешней электрической стимуляции реакций
в анаэробной зоне. Целью стимуляции являются
изменения качественных или количественных
характеристик окислительно-восстановительных
реакций, осуществляемых ассоциированными с
анодом бактериями, обесцвечивающими редокс-
устойчивые красители. Известно, что за обесцвечи-
вание красителей отвечают, в том числе, бактери-
альные ферменты класса пероксидаз [13]. Обнару-
жено, что многие представители рода Shewanella, в
том числе S. oneidensis MR-1 [14] имеют выражен-
ную способность обесцвечивать различные кра-
сители, благодаря развитой системе ферментов, в
том числе азоредуктаз и, прежде всего, перокси-
даз класса DyP или краситель-обесцвечивающих
пероксидаз (dye decolorizing peroxidases), действие
которых может быть оценено по убыли субстрата
в реальном времени [15–17]. Рассматривая чи-
стую культуру шеванеллы как биологический
агент биоэлектрохимической системы, в которой
происходит обесцвечивание красителя, необходи-
мо отметить сохранение ключевой роли экзоэлек-
трогенных микроорганизмов, опосредующих взаи-
модействие электрода и внешней среды также и в
открытых системах [18]. Таким образом, получен-
ные данные могут быть экстраполированы на более

сложные микробиоценозы, воздействие на кото-
рые через электроды биоэлектрохимических си-
стем, конструктивно представляющих собой мик-
робный топливный элемент (МТЭ) безмембранно-
го типа, позволит влиять на биоремедационные
процессы уже в открытой системе.

Цель работы ‒ экспериментально определить
возможность влияния посредством внешней
электрической стимуляции биоэлектрохимиче-
ской системы слабыми напряжениями разной
полярности на скорость обесцвечивания краси-
телей культурой S. oneidensis MR-1 в анаэробных
условиях анодной камеры МТЭ.

МЕТОДИКА
В работе использовали штамм бактерий

S. oneidensis MR-1, полученный из Всероссийской
коллекции промышленных микроорганизмов
(№ в каталоге B-9861). Штамм выделен в 1987 г. из
ила озера Онейдо, филогения описана Ивановой
с соавт. [19] в 2004, относится к γ-протеобактери-
ям. Штамм широко используется в научно-иссле-
довательской деятельности в качестве экзоэлек-
трогенного микроорганизма, активно осуществ-
ляющего электрогенез и другие биохимические
процессы [20].

В качестве биоэлектрохимической системы
использовали МТЭ мембранного воздушнока-
тодного типа с объемом анодной камеры 69 мл
[21]. Материалом электродов послужил углерод-
ный войлок НТМ-200М (АО “НИИЭИ”, Россия)
толщиной 4 мм, анод имел размер 20 × 50 мм, катод
представлял собой диск из аналогичного материала
диаметром 18 мм, капиллярно смачиваемый ди-
стиллированной водой и прилегающий к катионо-
обменной мембране МФ-4СК (ОАО “Пластполи-
мер”, Россия). Обратная сторона диска контакти-
ровала с воздухом. Анод и катод контактировали
со внешней цепью через графитовые стержни,
вставленные в войлок. Перед использованием
мембраны МФ-4СК переводили в протонную
форму по стандартной методике окислительно-
термического кондиционирования перфториро-
ванных мембран [22].

В роли среды анодной камеры использовали
модельную сточную воду следующего минераль-
ного состава (мг/л): NaHCO3 – 480; NH4Cl – 95.5;
K2HPO4 · 3H2O – 146.7; KH2PO4 – 52.5; CaCl2 ·
· 2H2O – 63.1; MgSO4 · 7H2O – 19.2 [23]. В качестве
источника углерода и энергии применяли пептон
(1 г/л).

Клетки S. oneidensis MR-1 выращивали на пи-
тательном агаре. Трехсуточную культуру смывали
минеральной основой среды, дважды отмывали
той же средой и вносили в анодные камеры.

Детали МТЭ, контактирующие с содержимым
камер, стерилизовали автоклавированием. В ро-
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ли биологического агента в камеры, заполненные
стерильной средой, вносили S. oneidensis MR-1
либо в виде суспензии с конечной концентрацией
в анодной камере 2 × 107 кл./мл, либо предвари-
тельно адсорбционно иммобилизованными на
поверхности анода из НТМ-200М в среде мине-
ральной основы используемой модельной сточ-
ной воды. Количество адсорбированных на аноде
клеток учитывали по убыли их титра в среде для
иммобилизации. Обеспечивали равенство био-
массы клеток, вносимых в анодные камеры в сус-
пендированном и адсорбированном виде.

Инкубирование МТЭ велось на орбитальных
качалках Biosan Multi Shaker Psu 20i (“Biosan”,
Латвия) при 60 об./мин при 25°С.

Для приложения внешней разности потенциа-
лов использовали ионисторы Maxwell BCAP0350
E270 T11 (“Maxwell”, Китай) емкостью 350 Ф, от-
личающиеся низким током саморазряда 0.3 мА и
предварительно заряженные до напряжения 1.2 В.

Измерение оптической плотности выполняли
на спектрофотометре Leki SS2107 (“LEKI Instru-
ments”, Финляндия) в спектрофотометрических
кюветах с толщиной поглощающего слоя 10 мм
при длинах волн 590 нм (кристаллический фиоле-
товый) или 480 нм (конго красный). Регистрацию
оптических спектров поглощения проводили с
использованием программного обеспечения Leki
ScanPro.

Использовали красители кристаллический
фиолетовый и конго красный (АО “Вектон”, Рос-
сия), ЧДА.

Для осаждения клеток применяли центрифугу
РС-6МЦ (“Dastan”, Киргизия).

Измерение разности потенциалов выполняли
при помощи прецизионного цифрового мульти-
метра Актаком АММ-1139 (ЗАО НПП “Эликс”,
Россия).

Выделение тотальной ДНК из чистых культур
бактерий осуществляли набором diaGene 3318
(“Диаэм”, Россия). Для проведения амплифика-
ции применяли набор БиоМастер HS-Taq ПЦР-
Color (2х) (“Биолабмикс”, Россия). ПЦР осу-
ществляли в амплификаторе Authorized Thermal
Cycler (“Eppendorf”, Германия). Использовали
вырожденные праймеры для широкого круга бакте-
риальных обесцвечивающих красители пероксидаз,
прямой 5'-GAYCTGTGCTTYGARCTSGC-3', об-
ратный 5'-ASCCGATRAARTASGTGCC-3' [24]
(“Синтол”, Россия). Продукты ПЦР визуализи-
ровали при проведении электрофореза в агароз-
ном геле с окрашиванием бромистым этидием.
Применяли ДНК-маркер “Sky-High” (ООО
“Биолабмикс”, Россия).

Статистическую обработку полученных данных
осуществляли методами вариационной статистики
с использованием t-критерия Стьюдента, а также

U-критерия Манна–Уитни. Достоверным счита-
ли различие при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для штамма S. oneidensis MR-1 в ходе предвари-
тельных экспериментов была обнаружена способ-
ность к обесцвечиванию водных растворов кри-
сталлического фиолетового и ряда других красите-
лей в анаэробных условиях анодной камеры МТЭ.
При помощи вырожденных праймеров, позволя-
ющих выявлять широкий круг бактериальных ге-
нов пероксидаз класса DyP (обесцвечивающие
красители пероксидазы), у используемой культуры
S. oneidensis MR-1 было обнаружено присутствие
возможного гомолога данного гена с характер-
ным размером ампликона порядка 400 н.п. [24]. В
случае примененного в качестве отрицательного
контроля штамма E. coli М17 продукты отсутство-
вали, обнаруживаясь при использовании штамма
Rhodococcus erythropolis ВКМ Ас-2017Д, который
использовали как положительный контроль.
Штамм R. erythropolis ВКМ Ас-2017Д известен
значительной деструктивной активностью в от-
ношении широкого круга углеводородных суб-
стратов и применением в экологической биотех-
нологии [25, 26].

МТЭ перед внесением обесцвечиваемого суб-
страта выдерживали в течение трех сут для вырав-
нивания в анодных камерах разных ячеек условий,
о чем судили по сходным значениям разностей по-
тенциалов между анодом и катодом, формируе-
мых электрогенной культурой S. oneidensis MR-1.
После этого к аноду и катоду подключали один из
трех вариантов внешних электрических цепей:
пассивное сопротивление (резистор 1КОм), заря-
женный до напряжения 1.2 В ионистор с прямой
полярностью подключения (отрицательный по-
люс подключен к аноду МТЭ), либо аналогичный
ионистор с обратной полярностью подключения
(положительный полюс к аноду). Ионисторы вы-
ступали в качестве источника тока и напряжения.
При отсутствии резистора или ионистора цепь
считалась разомкнутой.

Для предупреждения осаждения клеток S. onei-
densis MR-1 на дно анодных камер и для оптими-
зации массопереноса МТЭ размещали на движу-
щейся платформе орбитального шейкера при тем-
пературе 25°С и 100 об./мин. Каждый эксперимент
проводили в трех повторностях.

В анодные камеры вносили концентрирован-
ный раствор одного из красителей – кристалли-
ческого фиолетового или конго красного до ко-
нечной концентрации 2.5 мг/л, фиксируя дина-
мику оптической плотности при длине волны,
соответствующей максимуму поглощения водно-
го раствора данного красителя. По истечении
1 сут инкубации краситель вносили повторно,
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ступенчато увеличивая концентрацию на 7.5 мг/л
в сут (расчетные концентрации 2.5, 10.0 и 17.5
мг/л), периодически фиксируя оптическую плот-
ность. Такая схема эксперимента была сформи-
рована для возможности оценки зависимости
удельной скорости обесцвечивания красителя, а
также и от концентрации данного субстрата.

После 3 сут инкубации в холостом режиме, на-
чиная с момента первого внесения красителей, до-
полнительно фиксировали разности потенциалов
между катодом и анодом. Для варианта “ионистор
“–”” (ионистор с обратной полярностью подклю-
чения, то есть положительный полюс подключен к
аноду, а отрицательный к катоду) приведены моду-
ли значений, для расположения графиков напря-
жения в положительной координатной полуплос-
кости. Полученные результаты показаны на рис. 1.

При естественной поляризации иммобилизо-
ванные клетки давали небольшой прирост разно-
сти потенциалов по сравнению со свободными.
Разница была значительной при наличии во
внешней цепи резистора, замыкавшего цепь и
снижавшего данный показатель. Колебания на-
пряжения, заметные в случае разомкнутой цепи,
совпадали со временем внесения красителя и
могли быть связаны как со стрессовым воздей-
ствием субстрата на культуру, так и с повышением
окислительно-восстановительного потенциала ка-
меры из-за попадания в нее кислорода. Значитель-
ный интерес представлял график разряда ионисто-
ров: при подключении отрицательным полюсом к
катоду (“ионистор “–””) разряд происходил значи-
тельно быстрее по сравнению с прямой полярно-
стью (“ионистор “+””), что было более выражено

при условии иммобилизации клеток. Таким обра-
зом, наличие биологического агента, локализован-
ного на границе раздела фаз электрод/жидкость,
заметно увеличивало эффективность переноса
электрического заряда при обратной полярности
подключения.

Для исследования кинетических параметров
обесцвечивания кристаллического фиолетового,
после отбора проб через герметичные отводы и оса-
ждения клеток в центрифуге, проводили оценку
оптической плотности при длинах волн, соответ-
ствующих максимумам поглощения красителей.
Динамика оптической плотности, в соответствии
с тремя внесениями красителя, имела ступенча-
тый характер (рис. 2). По скорости снижения по-
казателя в течение 3 ч после каждого очередного
добавления субстрата оценивали удельную ско-
рость реакции. При использовании суспендиро-
ванных клеток S. oneidensis MR-1 в эксперименте
с кристаллическим фиолетовым имело место зна-
чительное влияние как наличия биологического
агента, так и устройства внешней цепи, в разной
степени влияющих на динамику обесцвечивания
субстрата. Некоторое снижение D590 в стериль-
ном контроле, после первого внесения красителя
до концентрации 2.5 мг/л, могло быть связано с
адсорбцией красителя на развитой поверхности
войлока НТМ-200М. После второго и последую-
щего внесения дальнейшего уменьшения D590 в
условиях стерильной среды практически не проис-
ходило. Необходимо отметить более выраженную
интенсивность обесцвечивания при использовании
суспендированных клеток и применении во внеш-
ней цепи ионистора, поднимающего разность по-

Рис. 1. Динамика разности потенциалов между электродами биоэлектрохимических систем в ходе обесцвечивания
кристаллического фиолетового суспендированными (а) и иммобилизованными (б) клетками S. oneidensis MR-1 в
зависимости от условий электрической стимуляции внешней цепи: 1 – ионистор прямой полярности подключения;
2 – ионистор обратной полярности подключения, 3 – резистор 1 КОм, 4 – разомкнутая цепь.
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тенциалов между анодом и катодом до 1.2 В, с со-
блюдением естественной полярности, формиру-
ющейся в МТЭ.

На рис. 2б показана динамика снижения D590
раствора кристаллического фиолетового при сту-
пенчатом внесении в анодную камеру МТЭ в за-
висимости от внешней цепи в том случае, когда
на аноде были предварительно адсорбционно им-
мобилизованы клетки S. oneidensis MR-1.

Локализация клеток S. oneidensis MR-1 на гра-
нице раздела анод/среда значительно влияла на
динамику обесцвечивания вносимого поэтапно
красителя, что иллюстрировалось более интен-
сивным снижением показателя при использова-
нии иммобилизованных клеток в течение первых
4 ч после каждого очередного добавления кри-
сталлического фиолетового, относительно после-
дующих 20 ч инкубации, до следующего цикла
повышения концентрации.

Для оценки зависимости кинетических пара-
метров обесцвечивания кристаллического фио-
летового от режима внешней электрической цепи
были построены графики зависимости удельной
скорости реакции от концентрации красителя
для всех вариантов цепей (резистор, подключен-
ные прямой и обратной полярностью ионисторы,
разомкнутая цепь) и локализации клеток (суспен-
дированные либо иммобилизованные на аноде).
Поскольку наибольшая интенсивность обесцве-
чивания имела место в первые 4 ч после внесения
субстрата, этот диапазон представлял наиболь-
ший интерес как с теоретической, так и с практи-
ческой (проточные системы очистки) точки зре-
ния. Результаты приведены на рис. 3.

Локализация клеток в наиболее электрохими-
чески активной зоне на поверхности анода, зна-
чительно влияла на зависимость кинетики обес-
цвечивания трифенилметанового красителя от
концентрации субстрата. В случае суспензии кле-
ток при достижении концентрации субстрата около
20 мкМ, наблюдалось устойчивое снижение удель-
ной скорости реакции для всех вариантов внешних
цепей. При этом приложение внешнего источника
тока и разности потенциалов в соответствии с по-
лярностью микробных топливных элементов, где
отрицательно заряженный электрод – анод в
МТЭ выполнял функцию приема электронов,
обеспечило почти двукратное повышение макси-
мальной скорости по сравнению с остальными
вариантами. Максимальная скорость в этом слу-
чае достигала 2.05 ± 0.07 мкМ/ч, при разомкнутой
цепи – 1.30 ± 0.08, использовании ионистора с об-
ратной полярностью – 0.83 ± 0.04, резистора –
1.10 ± 0.07 мкМ/ч. В случае адсорбированных кле-
ток в этом же диапазоне концентраций субстрата
снижение удельной скорости обесцвечивания не
происходило, показатели достигали для трех вари-
антов (разомкнутая цепь, ионистор с прямой по-

лярностью подключения, резистор) близких значе-
ний – 2.78 ± 0.05 – 2.91 ± 0.09 мкМ/ч. В случае
ионистора с обратной полярностью обнаружено
низкое значение скорости – 2.09 ± 0.05 мкМ/ч.

Для проверки гипотезы влияния принудитель-
ной поляризации на биоэлектрохимические про-
цессы обесцвечивания красителей был поставлен
аналогичный эксперимент с азокрасителем конго
красным, существенно отличающимся по строе-
нию молекулы. Для суспензионных клеток S. onei-
densis MR-1 была построена зависимость удель-
ной скорости обесцвечивания данного красителя
от концентрации субстрата при условиях внеш-
ней цепи, аналогично предыдущему эксперимен-
ту с кристаллическим фиолетовым (рис. 4).

При сходных показателях резистора, положи-
тельно подключенного ионистора и разомкнутой

Рис. 2. Динамика изменения D590 раствора кристал-
лического фиолетового при ступенчатом внесении в
анодную камеру МТЭ в присутствии суспендирован-
ных (а) и иммобилизованных на аноде (б) клеток
S. oneidensis MR-1, в зависимости от условий электри-
ческой стимуляции внешней цепи биоэлектрохими-
ческой системы: 1 – ионистор прямой полярности
подключения, 2 – ионистор обратной полярности
подключения, 3 – резистор 1 КОм, 4 – разомкнутая
цепь, 5 – контроль.
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цепи, вариант опыта с подключенным отрица-
тельной полярностью ионистором отличался ми-
нимальными показателями удельной скорости, что
соответствовало результатам предыдущего экспе-
римента с кристаллическим фиолетовым. Сходство
показателей удельной скорости обесцвечивания с
применением резистора, положительно подклю-
ченного ионистора и разомкнутой цепи, целесо-
образно связать с общей низкой скоростью обес-
цвечивания данного красителя используемой
культурой. Максимальный показатель не превы-
шал 0.3 мкМ/ч, что практически на порядок мень-
ше скоростей обесцвечивания кристаллического
фиолетового.

Известно, что N-деметилирование и расщеп-
ление сопряженной хромофорной структуры яв-
ляются наиболее распространенными путями

биологической деградации трифенилметановых
красителей [27–29]. Для общей оценки возмож-
ного изменения состава продуктов распада кри-
сталлического фиолетового, после проведения
эксперимента с обесцвечиванием, дополнительно
были проанализированы оптические спектры по-
глощения, в области максимума поглощения ис-
следуемого вещества в диапазоне длин волн от
330 до 830 нм. В качестве образца сравнения ис-
пользовали дистиллированную воду, среда без
добавления красителя в данной области не имела
выраженных полос поглощения. Спектральные
кривые для всех экспериментальных вариантов с
суспензионными клетками S. oneidensis MR-1, а
также для контроля, приведены на рис. 5.

Для всех экспериментальных вариантов харак-
терно значительное снижение интенсивности глав-
ного пика поглощения красителя, соответствующе-
го полосе 590 нм. При этом обращает на себя вни-
мание отсутствие или относительно малые (в
пределах 5–10 нм) гипсохромные сдвиги основ-
ной полосы с максимумом поглощения 590 нм и
коротковолнового плеча, даже при высоких сте-
пенях разложения. Для резистора 1 КОм основ-
ная полоса находилась на 585 нм, “ионистор “+”” –
580 нм, “ионистор “–”” – 590 нм, разомкнутая
цепь – 585 нм. В то же время в работе [30], в кото-
рой были изучены спектры кристаллического фи-
олетового после воздействия пероксидазы класса
DyP (обесцвечивающей краситель пероксидазы)
из Bacillus amyloliquefaciens, был показан сдвиг ос-
новного пика и коротковолнового плеча в коротко-
волновую область, составляющий десятки нано-
метров, до значения 547.5 нм. Это было интерпре-

Рис. 3. Удельная скорость обесцвечивания кристал-
лического фиолетового суспендированными (а) и
иммобилизованными на аноде (б) клетками S. onei-
densis MR-1 в зависимости от условий электрической
стимуляции внешней цепи биоэлектрохимической
системы и концентрации красителя: 1 – ионистор
прямой полярности подключения, 2 – ионистор об-
ратной полярности подключения, 3 – резистор
1 КОм, 4 – разомкнутая цепь.
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Рис. 4. Зависимость удельной скорости обесцвечива-
ния (мкМ/ч) конго красного клетками S. oneidensis
MR-1 от условий электрической стимуляции внеш-
ней цепи биоэлектрохимической системы и концен-
трации красителя: 1 – ионистор прямой полярности
подключения, 2 – ионистор обратной полярности
подключения, 3 – резистор 1 КОм, 4 – разомкнутая
цепь.
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тировано как признак разрушения сопряженной
хромофорной структуры и удаления электроно-
донорной группы, на что также указано в работах
других авторов [31, 32]. Таким образом, полученные
результаты свидетельствовали о более полном про-
цессе деградации красителя до не поглощающих в
данном спектральном диапазоне соединений.

Отмечено сохранение полос поглощения в ко-
ротковолновой области, что может быть связано с
накоплением продуктов распада кристалличе-
ского фиолетового, основная полоса поглощения
которого находится при 590 нм, а также иных
микробных метаболитов. При этом, для большин-
ства экспериментальных вариантов основной мак-
симум поглощения приходился на 340–345 нм (в
контроле – 340 нм), в то время как вариант
“ионистор “+”” показал появление нового мак-
симума поглощения в коротковолновой области,
в районе 360 нм при сохранении заметного плеча
на 340 нм. Известно, что продуктами распада
кристаллического фиолетового могут быть N,N-
диметил-N',N'-диметил-N"-метилпарарозанилин,
N,N-диметил-N',N'-диметилпарарозанилин, N,N-
диметилпарарозанилин, N-метилпарарозани-
лин, 4,4'-бис(диметиламино)бензофенон (кетон
Михлера), 4-(N-метиламино)-4'-(N'-метилами-
но)бензофенон, 4-(N-метиламино)-4'-аминобен-
зофенон, N, N-диметиланилин, бензохинон) [30],
причем для Shewanella наиболее характерными
являются N,N-диметиламинобензальдегид и ке-
тон Михлера [33].

Таким образом, различия в расположении полос
поглощения продуктов обесцвечивания кристалли-
ческого фиолетового чистой культурой S. oneidensis
MR-1 указывают не только на количественные,
но и качественные изменения процесса в разных
биоэлектрохимических условиях, наиболее выра-
женных при стимулировании внешним источни-
ком слабого электрического поля и напряжения,
подключенного в соответствии с естественной
полярностью микробного топливного элемента,
выступающего в качестве реактора. Эффект стиму-
лирования или ингибирования обесцвечивания
проявлялся в условиях низкого окислительно-вос-
становительного потенциала анодной камеры био-
электрохимической системы. За счет естественной
поляризации поверхности электродов (разомкну-
тая цепь и резистор 1 КОм) или, что более выраже-
но, при положительной стимуляции ионистором
прямого подключения, могло происходить ускоре-
ние процесса N-деметилирования, расщепление
одного из ароматических колец и иных ключевых
реакций обесцвечивания. Данные реакции могут
быть связаны с потоком восстановительных экви-
валентов, передаваемых шеванеллой вовне цито-
хромами наружной мембраны, а также через пе-
реносчик рибофлавин в условиях наличия искус-
ственного акцептора электронов – отрицательно
заряженного анода. Напротив, при подключении

ионистора с обратной полярностью данный эф-
фект мог нивелироваться, так как анод имел про-
тивоположный знак заряда. Сопряжение реакций
биодеградации красителей, электрогенеза (S. onei-
densis MR-1) и возможных электрохимических про-
цессов на аноде зависит, таким образом, от знака
заряда внешнего источника тока и напряжения,
подключенного к электродам биоэлектрохимиче-
ской системы. Химизм реакции восстановления
азосвязи, приводящей к обесцвечиванию азокраси-
телей в анаэробных условиях, упоминаемый в рабо-
те российских авторов [34], позволяет предполо-
жить связь экзоэлектрогенной активности S. оnei-
densis MR-1 с передачей энергии, поступающей в
биоэлектрохимическую систему через внешнюю
цепь от источника тока, что катализировало или
ингибировало реакции восстановления азосвязей
и обесцвечивание конго красного, в зависимости
от полярности подключения. В исследовании Чао
Ли с соавт. [35] восстановление и разрыв двойной
связи между атомами азота, приводящие к обес-
цвечиванию конго красного, также связывали с
электроактивными бактериальными биопленка-
ми на аноде микробного топливного элемента.
Авторы констатировали ускорение обесцвечивания
при замкнутой цепи по сравнению с разомкнутой.
Это согласуется с положительным влиянием на
обесцвечивание красителей интенсификации пере-
носа заряда и иных электрохимических процессов
на поверхности анода, в результате стимуляции
внешним источником тока и напряжения, усилива-
ющим естественную разность потенциалов между
электродами.

Рис. 5. Спектры поглощения продуктов разложения
кристаллического фиолетового культурой S. oneiden-
sis MR-1 в зависимости от условий электрической
стимуляции внешней цепи биоэлектрохимической
системы: 1 – ионистор прямой полярности подклю-
чения, 2 – ионистор обратной полярности подключе-
ния, 3 – резистор 1 КОм, 4 – разомкнутая цепь, 5 –
контроль.
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САМКОВ и др.

Таким образом, при обесцвечивании трифе-
нилметанового красителя кристаллического фи-
олетового и азокрасителя конго красного культурой
S. oneidensis MR-1 в анаэробных условиях анод-
ной камеры биоэлектрохимической системы было
обнаружено влияние полярности подключения к
электродам внешнего источника тока и напряже-
ния. Увеличение удельной скорости реакции при
ступенчатом повышении концентрации субстрата
было отмечено для вариантов опыта, где происхо-
дила поляризация электродов, как естественная, до
0.59 В, за счет электрогенеза S. oneidensis MR-1, так
и более выраженная искусственная – в условиях
положительной стимуляции источником посто-
янного тока и напряжения 1.2 В прямого подклю-
чения (отрицательный полюс к аноду, положи-
тельный – к воздушному катоду). При обратном
подключении источника напряжения положи-
тельным полюсом к аноду во всех случаях наблю-
далось снижение удельной скорости обесцвечи-
вания как для кристаллического фиолетового так
и для конго красного, что сопровождалось повы-
шенным расходом электрического заряда ис-
пользуемого в качестве источника тока и напря-
жения ионистора. Иммобилизация клеток на по-
верхности анода значительно усиливала скорость
обесцвечивания кристаллического фиолетового
по сравнению с суспендированными клетками,
при этом, негативный эффект обратного подклю-
чения ионистора сохранялся. Таким образом, ис-
кусственная внешняя поляризация электродов
биоэлектрохимической системы позволяла как
положительно, так и отрицательно влиять на осу-
ществляемые электрогенной культурой реакции,
приводящие к обесцвечиванию красителей раз-
ных типов в анаэробной среде анодной камеры.
Экзоэлектрогенная активность клеток S. oneidensis
MR-1, способных к передаче заряда вовне, при
помощи систем цитохромов и специальных кле-
точных структур, может обеспечивать сопряже-
ние внешней электрической цепи и энергоемких
биохимических процессов, происходящих в при-
легающем объеме, в том числе восстановления и
разрыва двойной связи между атомами азота в
молекуле конго красного, N-деметилирования и
расщепления сопряженной хромофорной струк-
туры кристаллического фиолетового.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
№ 22-24-00401, https://rscf.ru/project/22-24-00401/.
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Decolorization of Dyes in the Bioelectrochemical System Depending 
on the Immobilization of Shewanella oneidensis MR-1 Cells on the Anode Surface 

and Electrical Stimulation of the External Circuit
A. A. Samkova, *, Yu. A. Chugunovaa, b, M. N. Kruglovaa, E. V. Moiseevaa, N. N. Volchenkoa, 

A. A. Khudokormova, S. M. Samkovaa, and E. V. Karasevaa

aKuban state university, Krasnodar, 350040 Russia
bKuban State Medical University, Krasnodar, 350063 Russia

*e-mail: andreysamkov@mail.ru

The effect of the polarity of the electrical stimulation of the external circuit of the bioelectrochemical systems,
as well as the immobilization of Shewanella oneidensis MR-1 cells containing the DyP peroxidase gene on the
rate of discoloration of dyes of different types was found. For the crystal violet triphenylmethane dye, the
maximum decolorization rate by suspended S. oneidensis MR-1 cells 2.05 ± 0.07 μM/h was noted in the case
of connecting a 1.2 V direct polarity DC voltage source. One of the minimum rates was observed in the case
of reverse polarity of the connection. In the case of cells immobilized on the anode, the rate was higher,
reaching 2.91 ± 0.09 μM/h and did not decrease with increasing substrate concentration. The lowest values
were also noted for the reverse connection of the voltage source. In case of the azo dye congo red, the maxi-
mum rate was found for a source with direct connection and an open circuit (0.26 ± 0.01 and 0.29 ±
± 0.02 μM/h, respectively), the minimum value is 0.11 ± 0.02 μM/h for reverse connection. For the crystal
violet decolorization products, a significant decrease in the intensity of the main absorption peak at 590 nm
band was found, with no notable hypsochromic shift. The qualitative changes in the decolorization products
composition are indicated by the appearance, in case of a direct polarity of the ionistor connection, of a new
absorption maximum in the region of 360 nm. The results may be of interest for the development of new
methods of bioelectrochemical cleaning.

Keywords: bioelectrochemical system, Shewanella oneidensis MR-1, crystal violet, congo red, bioelectroca-
talysis, decolorization, anode, microbial fuel cell



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


