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Поступательное развитие форм использования 
биоэлектрохимических систем, исходно связанных 
с микробными топливными элементами [1], обе-
спечивавшими получение электроэнергии, в  на-
стоящее время привело к широкому использова-
нию таких систем в экологической биотехнологии 
[2–6], биосенсорах [7–11], биоэлектрокатализе [12, 
13], биоэлектросинтезе [14] и др.

Изменение качественных и количественных ха-
рактеристик микробиоценоза, функционирующего 
в условиях биоэлектрохимической системы, дей-
ствующей в условиях пассивной поляризации, свя-
зано с размещением электродов в средах с разными 
значениями окислительно-восстановительного по-
тенциала. При этом в зоне размещения анода, где 
окислительно-восстановительный потенциал ни-
зок, микрофлора вблизи поверхности электрода 
имеет преимущество за счет возможности сброса 

избыточных восстановительных эквивалентов на 
искусственный акцептор электронов – анод. Это 
решает проблему недостатка конечных акцепто-
ров электронов при катаболизме органических 
субстратов. При этом формирование сообществ, 
включающих, на конечных этапах, передачу элек-
тронов на анод, увеличивает интенсивность ути-
лизации органического субстрата в  анаэробных 
условиях [15]. Другим механизмом стимуляции яв-
ляется “электрическая синтрофия”, заключающа-
яся в облегчении прямого транспорта электронов 
между членами синтрофных сообществ, что выра-
жается, например, в усилении метаногенеза, при 
наличии в анаэробной среде электропроводящих 
материалов [16].

Наиболее эффективными экзоэлектрогенны-
ми микроорганизмами являются способные ис-
пользовать внешние неорганические акцепторы 
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В донных отложениях пресных водоемов обнаружено варьирование относительной представленно-
сти копий бактериальных генов пероксидаз DyP, обесцвечивающих красители, характерных для рода 
Shewanella и ряда других микроорганизмов. Показано, что скорость обесцвечивания кристалличе-
ского фиолетового в лабораторной мембранной биоэлектрохимической системе смешанной культу-
рой донных отложений, показавшей наибольшую представленность генов DyP, зависела от способа 
электрической стимуляции внешней цепи и концентрации красителя. После повышения концентра-
ции выше 20 мкМ максимальная скорость обесцвечивания достигалась при наличии полярно под-
ключенного ко внешней электрической цепи биоэлектрохимической системы ионистора и составила 
3.23 ± 0.11 мкМ/ч, в то время как при противоположном по полярности подключении наблюдалось 
минимальное значение 2.07 ± 0.08 мкМ/ч. В случае разомкнутой цепи и резистора имели место сход-
ные показатели – 2.88 ± 0.09 и 2.67 ± 0.12 мкМ/ч соответственно. При анализе продуктов обесцвечи-
вания отмечено согласованное снижение максимумов полос поглощения красителя, свидетельству-
ющее о более полной его деградации смешанной культурой. Результаты могут представлять интерес 
для повышения эффективности биоэлектрохимических методов экологической биотехнологии, путем 
электростимуляции внешней цепи.
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электронов сапрофиты, например, Shewanella 
oneidensis [17]. Роль подобных микроорганизмов 
в микробиоценозах биоэлектрохимических систем 
может быть связана с конечным звеном цепей меж-
видового переноса электронов – “биоэлектрохи-
мических трубопроводов”, решающих, в том чис-
ле, проблему недостатка акцепторов в восстанови-
тельных условиях [16, 18].

Использование внешней стимуляции электри-
ческой цепи биоэлектрохимической системы зна-
чительно расширяет возможности воздействия на 
катаболические процессы, происходящие в  око-
лоанодной зоне, по сравнению с условиями есте-
ственной поляризации, где разность потенциалов 
между электродами исходно ограничена естествен-
ным максимумом около одного вольта [19]. В ра-
боте [20] доказано, что при приложении слабого 
внешнего напряжения (0.1–0.3  В) к  электродам, 
находящимся в  среде с  культурой псевдомонад, 
в условиях аэрации, происходило изменение ско-
рости деградации фенантрена, что было объясне-
но, в том числе, изменением проницаемости мем-
бран, ростом относительной экспрессии (к гену 
16s рРНК) ключевых генов деградации данного 
субстрата у Pseudomonas – nahAc, pcaH и xylE. Для 
выяснения кинетики деструкционных процес-
сов, осуществляемых уже в анаэробных условиях 
в  классической биоэлектрохимической системе, 
где электроды размещены в зоны с разными знака-
ми окислительно-восстановительного потенциала, 
соединенные протонообменной системой, ранее 
были проведены исследования кинетики обесцве-
чивания чистой культурой S. oneidensis MR‑1 азо-
красителя и трифенилметанового красителя в ус-
ловиях анодной камеры биоэлектрохимической 
системы мембранного типа [21]. Впервые было 
использовано прямое и обратное по полярности 
подключение внешнего источника тока и напря-
жения, обнаружившее влияние этого фактора, при 
исходном равенстве прилагаемых разностей потен-
циалов, на кинетику процесса и спектр конечных 
продуктов распада кристаллического фиолетового.

Кристаллический фиолетовый, как и  другие 
анилиновые красители, широко используется 
в различных технологиях и процессах, что опре-
деляет его попадание во внешнюю среду при син-
тезе и использовании в различных производствах. 
В связи с этим, ряд исследований посвящен про-
блеме биодеградации красителя во внешней сре-
де [22, 23]. Помимо роли данного красителя как 
загрязнителя окружающей среды, он удобен для 
использования в  качестве модельного объекта 
изучения влияния биоэлектрохимической дегра-
дации в условиях анодной камеры, так как имеет 
стабильный спектр поглощения в  широком диа-
пазоне рН и редокс-устойчив [21]. Исследование 
обесцвечивания смешанной культурой в условиях 
электростимуляции необходимы для сравнения 

с результатами, полученными на чистой культуре 
S. oneidensis MR‑1 в аналогичных эксперименталь-
ных условиях, так как смешанные микробиоце-
нозы донных отложений за счет прямой передачи 
электронов и  протонов между клетками различ-
ных видов и электродами могут показать иную за-
висимость. Кроме того, в условиях практического 
использования, например в  анаэробных очист-
ных сооружениях, биодеградация осуществляется 
именно смешанными культурами.

Известно, что при внесении в  анодную зону 
биоэлектрохимической системы редокс-устой-
чивых красителей наблюдается их обесцвечи-
вание в  результате воздействия бактериальных 
ферментов класса пероксидаз [24], имеющихся 
у  представителей рода Shewanella и  многих дру-
гих таксонов бактерий. Способность представи-
телей Shewanella обесцвечивать красители связа-
на, в частности, с системами пероксидаз класса 
DyP или краситель-обесцвечивающих пероксидаз 
(dye decolorizing peroxidases) [25–27]. Такие перок-
сидазы широко представлены, в частности, у про-
теобактерий и актинобактерий [28].

Ранее в работе [21] было сделано предположе-
ние, что общеизвестная значительная экзоэлек-
трогенная активность S. oneidensis MR‑1 в  усло-
виях внешней стимуляции электрической цепи 
биоэлектрохимической системы, обеспечивала 
сопряжение работы ферментов, ответственных за 
обесцвечивание, и электрохимических процессов, 
проходящих на поверхности анода. Экстраполяция 
обнаруженных на чистой культуре эффектов на 
естественные микробиоценозы требует проверки 
при воздействии на краситель смешанной культу-
рой, присутствующей в донных отложениях – по-
всеместно распространенной природной среды 
с восстановительными условиями, где накаплива-
ются и сохраняются многие поллютанты. Подоб-
ные среды, в естественных условиях включающие 
как электроактивные микроорганизмы, так и ми-
кроорганизмы-деструкторы представляют собой 
значительно более сложную систему, реагирую-
щую на электрохимическую стимуляцию измене-
нием скорости разложения поллютантов [29]. При 
этом, межвидовой перенос электронов, показан-
ный в работе [18], демонстрирует рост показателей 
деструкции, а также теоретическую возможность 
смешанных культур донных отложений и подобных 
сред формировать, в условиях биоэлектрохимиче-
ской стимуляции, альтернативные трофические 
цепи и/или синтрофные связи, отличающиеся от 
типовых в анаэробных процессах [17]. Учет относи-
тельной представленности генов пероксидаз клас-
са DyP в тотальной ДНК, выделенной из смешан-
ных культур донных отложений разных водоемов, 
в том числе, использованных в качестве источника 
микрофлоры в настоящих экспериментах, может 
указывать на возможную взаимосвязь механизма 
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сопряжения электростимуляции и обесцвечивания 
красителя на уровне ферментных систем.

Цель данной работы – экспериментально про-
верить эффект воздействия внешней электриче-
ской стимуляции, на скорость обесцвечивания 
трифенилметанового красителя смешанной куль-
турой донных отложений в условиях анодной ка-
меры микробного топливного элемента.

МЕТОДИКА

Биоэлектрохимические системы представля-
ли собой микробные топливные элементы (МТЭ) 
мембранного воздушно-катодного типа с  объе-
мом анодной камеры 69 мл с катионообменной 
мембраной МФ‑4СК (ОАО “Пластополимер”, 
Россия) размером 35 × 35  мм, выполнявшей 
функцию протонообменной системы [30]. Элек-
троды были выполнены из углеродного войлока 
НТМ‑200М (АО “НИИЭИ”, Россия) толщиной 
4 мм, анод имел размер 20 × 50 мм, воздушный 
катод был выполнен в  форме диска диаметром 
18 мм, непрерывно капиллярно смачиваемого ди-
стиллированной водой и прижатого к мембране 
МФ‑4СК. Электроды контактировали со внеш-
ней цепью через графитовые стержни для разо-
бщения металлических проводников внешней 
цепи и жидкой среды. В случае анода графитовый 
стержень диаметром 2.0 мм проходил через рези-
новую крышку анодной камеры, обеспечиваю-
щую герметичность и далее сквозь находящийся 
под крышкой прямоугольник из войлока вдоль 
его длинной оси. Войлок был прижат к стержню 
хомутом-стяжкой и  закреплен на пластиковом 
сетчатом каркасе, прикрепленном к стенкам ано-
дной камеры. Находящийся на воздухе и прижа-
тый к мембране МФ‑4СК катод контактировал 
с графитовым стержнем через прижатую к нему 
полоску углеродного войлока, один конец кото-
рой был погружен в емкость с дистиллированной 
с водой для смачивания катода. Перед использо-
ванием мембраны переводили в протонную фор-
му по стандартной методике окислительно-терми-
ческого кондиционирования перфторированных 
мембран [31].

В  качестве среды анодной камеры использо-
вали искусственную сточную воду следующе-
го минерального состава (мг/л): NaHCO3 – 480; 
NH4Cl – 95.5; K2HPO4‧3H2O – 146.7; KH2PO4 – 52.5; 
CaCl2‧2H2O – 63.1; MgSO4‧7H2O – 19.2 [32]. В каче-
стве источника углерода и энергии использовали 
пептон – 1.0 г/л.

Для инокуляции среды использовали микро-
флору донных отложений озера Карасунское 
(Краснодар, Россия), отобранных в  прибреж-
ной зоне на глубине около 0.3  м из горизонта 
3–7 см от поверхности ила. Исходный титр был 
установлен посевом разведений в  полужидкий 

питательный агар (ПЖА), следующего состава 
(г/л): ГМФ-бульон – 30, глюкоза – 10, агар-агар – 
10. После автоклавирования при 0.5 атм в  тече-
ние 20 мин в стерильные пробирки вносили 1 мл. 
свежеприготовленного разведения исследуемого 
образца в  физрастворе и  10 мл остуженного до 
45–48°C ПЖА. Содержимое быстро перемеши-
вали вращательными движениями, сверху нали-
вали 0.5 мл вазелинового масла и инкубировали 
при 25°C 7–10 сут. Титр общей гетеротрофной ми-
крофлоры в донных отложениях составлял около 
8 × 109 КОЕ/мл. Донные отложения разбавляли до 
конечного титра в анодной камере около 107 кл./мл.

Инкубирование биоэлектрохимических си-
стем проводили при 25°C на орбитальных ка-
чалках Multi Shaker Psu 20i (“Biosan”, Латвия) на 
100 об./мин, для предотвращения осаждения кле-
ток на дне анодной камеры и выравнивания усло-
вий в объеме. О достижении анаэробиоза судили 
по нарастанию разности потенциалов между ано-
дом и катодом в биоэлектрохимической системе 
в режиме разомкнутой цепи, до внесения краси-
теля. Контроль осуществляли при помощи изме-
ряющего окислительно-восстановительный по-
тенциал электрода HI3230 прибора Hanna HI8424 
(“Hanna Instruments”, Германия). Для приложения 
внешней разницы потенциалов использовали ио-
нисторы Maxwell BCAP0350 E270 T11 (“Maxwell”, 
Китай) с низким током саморазряда – не более 
0.3 мА.

Для осаждения клеток перед измерением оп-
тической плотности применяли центрифугу 
РС‑6МЦ (“Dastan” Киргизия).

Для оценки концентрации красителя измере-
ние оптической плотности проводили на спек-
трофотометре Leki SS2107 (“LEKI Instruments”, 
Финляндия) в спектрофотометрических кюветах 
с толщиной поглощающего слоя 10 мм при длине 
волны 590 нм. Регистрацию оптических спектров 
поглощения среды (диапазон λ = 190–1100 нм) 
проводили на том же спектрофотометре Leki 
SS2107 UV в кварцевых кюветах с использовани-
ем программного обеспечения Leki ScanPro.

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

Для выделения ДНК из донных отложений ис-
пользовали набор реагентов для выделения ну-
клеиновых кислот из образцов, содержащих гуми-
новые кислоты “МетаГен” EW‑002 (ООО “НПФ 
Синтол”, Россия). Ручную пробоподготовку про-
водили в соответствии с рекомендациями произ-
водителя с использованием жидкого азота.

Концентрацию ДНК измеряли с помощью фо-
тометра Implen Nano Photometer N60 (“Implen”, 
Германия) в объеме 2 мкл.
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Для амплификации на Rotor-Gene Q (“QIAGEN 
GmbH”, Германия) использовали набор реагентов 
R‑402 для проведения ПЦР-РВ в присутствии SYBR 
Green I (ООО “НПФ Синтол”, Россия). Исполь-
зовали универсальные праймеры к гену 16S рРНК 
(27F 5›-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG‑3' и 805R5'-
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT‑3'), а так-
же вырожденные праймеры для широкого круга 
бактериальных обесцвечивающих красители перок-
сидаз DyP, (F 5'-GAYCTGTGCTTYGARCTSGC‑3', 
R5'-ASCCGATRAARTASGTGCC‑3') [33]. Относи-
тельную представленность генов пероксидаз вы-
числяли как отношение предварительно выявлен-
ной эффективности ПЦР с праймерами для 16S 
рРНК к таковой для DyP, в степенях соответству-
ющих значений циклов количественной оценки Cq 
для референсного и целевого генов [34, 35]. Для 
построения кривой зависимости Cq от десятичного 
логарифма концентрации ДНК-матрицы и опреде-
ления эффективности ПЦР с праймерами для ге-
нов 16S рРНК и DyP, в качестве контроля исполь-
зовали ДНК, выделенную из культуры S. oneidensis 
MR‑1.

Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли методами вариационной статисти-
ки с использованием t-критерия Стьюдента. До-
стоверным считали различие при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что механизм обесцвечивания кри-
сталлического фиолетового многими микроор-
ганизмами связан с  обесцвечивающими краси-
тель пероксидазами [35]. В частности, способная 
обесцвечивать краситель культура S. oneidensis 
MR‑1 имела в хромосоме ген пероксидазы (DyP) 
обесцвечивающей краситель, что можно ви-
деть в геномных сборках базы NCBI, например, 
AE014299.2 в положении 756464–757399 нуклео-
тидов, CP053946.1 в положении 1347631–1348566 
и  др. [36]. Для непосредственного выявления 

гомологов генов DyP у широкого круга микроорга-
низмов разных филумов, в том числе, у различных 
протеобактерий, представленных в донных отло-
жениях, в настоящее время эффективно использу-
ются вырожденные праймеры [33]. Ранее, при по-
мощи данных праймеров, наличие этого гена было 
проверено на имеющейся культуре S.  oneidensis 
MR‑1 методом классической ПЦР [21].

Для оценки связи ключевых ферментатив-
ных механизмов, участвующих в обесцвечивании 
кристаллического фиолетового чистой культурой 
S. oneidensis MR‑1 и смешанными культурами дон-
ных отложений различных водоемов Краснодар-
ского края, методом рвПЦР оценивали относи-
тельную представленность копий гомологов генов 
DyP в тотальной ДНК, выделенной из образцов. 
Для получения стандартных кривых и  опреде-
ления эффективности ПЦР-реакции проводили 
с серией десятикратных разбавлений ДНК, выде-
ленной из клеточной биомассы S. oneidensis MR‑1. 
В качестве праймеров использовали вырожденные 
для DyP, а также праймеры для гена 16S рРНК, 
использованного в качестве гена домашнего хо-
зяйства. Эффективность ПЦР при использован-
ных параметрах реакции составила 1.87 и 1.99 для 
DyP и 16S рРНК соответственно. Тотальную ДНК, 
выделенную из образцов донных отложений раз-
ных водоемов, использовали в качестве матрицы 
в сериях амплификаций с праймерами к указан-
ным генам. Относительную представленность вы-
ражали как отношение эффективностей ПЦР для 
референсного гена 16S рРНК к целевому, в сте-
пенях соответствующих циклов количественной 
оценки. Было обнаружено, что гены гомологов 
DyP представлены в микрофлоре всех образцов 
донных отложений, значительно варьируя по от-
носительному количеству (рис. 1).

Обнаруженная значительная представленность 
гомологов генов DyP в ДНК из донных отложе-
ний согласуется с современными представлени-
ями о  большой распространенности подобных 
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Рис. 1. Относительная представленность генов DyP в образцах донных отложений пресных водоемов Краснодар-
ского края.
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пероксидаз среди представителей различных так-
сонов [37] и  демонстрирует наличие микроор-
ганизмов-носителей данного гена в смешанной 
культуре донных отложений, предложенной для 
обесцвечивания в исследуемой биоэлектрохими-
ческой системе трифенилметанового красителя. 
Для дальнейшей работы, в  качестве биологиче-
ского агента, обесцвечивающего кристалличе-
ский фиолетовый в условиях биоэлектрохимиче-
ской стимуляции, был выбран образец с наиболь-
шим значением относительной представленности 
генов DyP, а именно образец из оз. Карасунское 
(Краснодар, Россия).

После выдерживания биоэлектрохимических 
систем, инокулированных смешанной культурой 
донных отложений в течение суток, для выравни-
вания разности потенциалов, в анодные камеры 
вносили кристаллический фиолетовый, до ко-
нечной концентрации 6.13 мкМ, а к электродам 
подключали один из вариантов внешних элек-
трических цепей: пассивное сопротивление (ре-
зистор 1 кОм), либо заряженный до напряжения 
1.2 В, ионистор с прямой полярностью подклю-
чения (отрицательный полюс подключен к аноду 
биоэлектрохимической системы), либо анало-
гичный  ионистор с обратной полярностью под-
ключения (положительный полюс к аноду). При 
отсутствии резистора или ионистора цепь была 
разомкнутой.

Данные варианты внешней электрической 
цепи представляли собой наиболее простую со-
вокупность вариантов естественной и искусствен-
ной поляризации электродов в близких пределах 
значений разности потенциалов. Варианты “ра-
зомкнутая цепь” и  “резистор 1 кОм” являются 
самыми распространенными в  работах с  биоэ-
лектрохимическими системами. Вариант “разом-
кнутая цепь” исключает контакт анода с катодом, 
и следовательно, возможность вывода электронов 
через внешнюю цепь. При этом электропрово-
дящий углеродный войлок анода сохраняет воз-
можность стимулировать обесцвечивание кра-
сителя несколькими способами: через использо-
вание развитой поверхности для формирования 
микробных биопленок и концентрирования там 
кристаллического фиолетового, либо, за счет 
электропроводности материала, через усиление 
передачи электронов между микроорганизмами 
[16]. В  случае варианта “резистор 1 кОм” меж-
ду анодом и катодом обеспечивается протекание 
электрического тока. Величина сопротивления 
1 кОм является наиболее универсальной при ис-
следовании биоэлектрохимических систем, так 
как близка к  порядку величин их внутреннего 
сопротивления. Разность потенциалов 1.2 В, ис-
пользуемая в вариантах “ионистор “+”” и “иони-
стор “–”” связана с максимальным теоретическим 
значением напряжения в микробных топливных 

элементах, равным 1.105 В [19]. Было предполо-
жено, что полярное подключение ионистора (по-
ложительный электрод к катоду, отрицательный 
к аноду, вариант “ионистор “+””) и противопо-
ложное (“ионистор “–””) дадут противополож-
ные эффекты воздействия на процесс разложения 
кристаллического фиолетового, усиливая или ос-
лабляя сопряжение анодных полуреакций с био-
деградацией красителя клетками.

Культивирование велось на движущейся плат-
форме орбитального шейкера, при температуре 
25°C и 100 RPM, с фиксацией оптической плотно-
сти центрифугата на длине волны 590 нм. Отбор 
(анодную жидкость) и внесение раствора красите-
ля, во взаимокомпенсирующих объемах по 0.5 мл, 
осуществляли иглой через резиновую крышку 
анодной камеры, для исключения доступа воздуха. 
Кратковременные перепады давления в анодной 
камере компенсировались упругой деформацией 
эластичной крышки и мембраны. Каждый экспе-
римент проводили в трех повторностях.

Через 1 сут инкубации, краситель вносили по-
вторно, каждый раз увеличивая концентрацию 
на 18.38 мкМ в  сут (расчетные концентрации 
6.13, 24.51, 42.89 и 61.28 мкМ) и фиксируя опти-
ческую плотность, что позволило оценить зави-
симость скорости обесцвечивания красителя от 
его концентрации. Для оценки разряда иони-
сторов, а  также оценки естественной поляриза-
ции электродов в  вариантах с  сопротивлением 

1.4

1.2

0.8

0.6

1

2
4

3

0.4

0.2

0
0 20 40 60 80 100 120

÷àñîâ

B

1

Рис.  2. Динамика разности потенциалов между 
электродами биоэлектрохимических систем в ходе 
обесцвечивания кристаллического фиолетового 
смешанной культурой донных отложений в зависи-
мости от электрической стимуляции внешней цепи.  
1 – ионистор прямой полярности подключения.  
2 – ионистор обратной полярности подключения 
(значения приведены по модулю), 3 – резистор 
1 кОм, 4 – разомкнутая цепь.
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(“разомкнутая цепь”) и  без резистора – то есть 
с разомкнутой цепью (РЦ) (“разомкнутая цепь”), 
фиксировали разности потенциалов между като-
дом и анодом. Для варианта “ионистор “–”” при-
ведены модули значений. Результаты показаны на 
рис. 2.

Быстрое нарастание разности потенциалов до 
величин более 0.4  В, отражаемое кривой 4 (ра-
зомкнутая цепь), а также наличие электрическо-
го тока микроамперного порядка (кривая 3, ре-
зистор 1 кОм) на всем протяжении эксперимен-
та говорит об отсутствии токсического действия 
использованных концентраций красителя на ми-
крофлору. Достигнутое значение 0.48  В  близко 
к значениям напряжения разомкнутой цепи ана-
логичными биоэлектрохимическим системам без 
кристаллического фиолетового, составляющим 
0.45–0.55 В. Отмечен эффект значительно более 
интенсивного разряда ионистора, подключен-
ного с  обратной полярностью (отрицательным 
полюсом к катоду), по сравнению с ионистором 
прямой полярности. Количество электричества, 
продуцируемого биоэлектрохимическими систе-
мами за этот период, вычисляется как произведе-
ние величины электрического тока (полученного 
на основании закона Ома для участка цепи, де-
лением напряжения в варианте “резистор 1 кОм” 
на сопротивление) на время (ед. кулон). Полу-
ченная величина была более чем на порядок ниже 

израсходованной ионисторами за это время, вы-
численной как разница произведений емкости 
на напряжение, в конце и начале эксперимента, 
раздельно для вариантов “ионистор “+”” и “ио-
нистор “–””. Это могло представлять эффект “по-
лупроводника”, связанного с однонаправленным 
движением протонов через катионселективную 
мембрану по градиенту концентрации от анаэроб-
ной анодной зоны к аэробной катодной.

Динамика оптической плотности кристалличе-
ского фиолетового в анодных камерах имела сту-
пенчатый характер, из-за регулярного внесения 
красителя (рис. 3). По скорости снижения пока-
зателя в  течение 4 ч после каждого очередного 
внесения порции субстрата, оценивали скорость 
реакции. Было обнаружено, что в абиотических 
условиях снижения ОП590 практически не про-
исходило, как при отсутствии внесения инокуля-
та (кривая 5), так и в случае внесения инокулята, 
подвергнутого автоклавированию (кривые 6 и 7), 
вне зависимости от электрической стимуляции 
внешней цепи. Незначительное снижение ОП590, 
отмеченное в течение первых суток после перво-
го внесения кристаллического фиолетового для 
контроля без инокуляции и контроля с автокла-
вированным инокулятом могло быть связано с ад-
сорбцией красителя на углеродном войлоке. Во-
йлок имеет значительную удельную поверхность, 
достигающую тысяч квадратных сантиметров на 
см3 материала [38] и представляет собой основной 
сорбент в анодной камере. При инокуляции сме-
шанной культурой донных отложений в конечной 
концентрации около 107 КОЕ/мл было показано 
значительное влияние устройства внешней цепи. 
В частности, более выраженная степень обесцве-
чивания красителя отмечена при использовании 
во внешней цепи ионистора, поддерживающе-
го повышенную относительно других вариантов 
электрической стимуляции разность потенциалов 
между электродами.

На основании значений ОП590 непосредствен-
но перед внесением очередной порции красителя, 
а также после него, были построены графики за-
висимости скорости обесцвечивания от концен-
трации кристаллического фиолетового, для всех 
вариантов внешней электрической стимуляции 
(резистор, подключенные прямой и обратной по-
лярностью ионисторы, разомкнутая цепь). По-
скольку наибольшая интенсивность обесцвечи-
вания имела место в первые часы после внесения 
субстрата, диапазон 0–4 ч представлял наиболь-
ший интерес как с теоретической, так и с практи-
ческой точки зрения, так как проточные системы 
очистки требуют минимального срока инкубации. 
Графики зависимости скорости обесцвечивания 
от концентрации кристаллического фиолетового 
приведены на рис. 4.
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Рис. 3. Динамика D590 раствора кристаллического 
фиолетового при его ступенчатом внесении, в зави-
симости от электрической стимуляции внешней цепи. 
1 – ионистор прямой полярности подключения.  
2 – ионистор обратной полярности подключения,  
3 – резистор 1 кОм, 4 – разомкнутая цепь, 5 – кон-
троль без инокулята, 6 – ионистор прямой поляр-
ности подключения (контроль с  автоклавирован-
ным инокулятом), 7 – ионистор обратной полярно-
сти подключения (контроль с автоклавированным 
инокулятом).
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Обнаружено, что при использовании смешан-
ной культуры донных отложений, по мере уве-
личения концентрации субстрата, происходил 
рост скорости реакции. При этом, подключение 
внешнего источника тока и  разности потенци-
алов в  соответствии с  полярностью микробных 
топливных элементов (ионистор “+”, прямая по-
лярность подключения), обеспечило максималь-
ное значение скорости по сравнению с остальны-
ми вариантами и равное 3.23±0.11 мкМ/ч. Пока-
затели в случае “разомкнутой цепи” и “резистора 
1 кОм” были сходными и  составили 2.88 ± 0.09 
и 2.67 ± 0.12 мкМ/ч соответственно. При исполь-
зовании ионистора с обратной полярностью под-
ключения (ионистор  “–”) значение было мини-
мальным в большей части эксперимента и состави-
ло в конце эксперимента 2.07 ± 0.08 мкМ/ч. Таким 
образом, полученные результаты соответствова-
ли таковым при использовании чистой культуры 
S. oneidensis MR‑1, где максимальные значения – 
2.05 ± 0.07–2.91 ± 0.09 мкМ/ч наблюдались для су-
спендированных и иммобилизованных клеток со-
ответственно при варианте “ионистор “+”” [21]. 
Однако, были достигнуты более высокие скорости 
обесцвечивания, что могло быть связано с более 
высокими катаболическими возможностями сме-
шанной культуры.

Известно, что при электрохимической дегра-
дации кристаллического фиолетового в  абиоти-
ческих условиях высокой плотности тока, наблю-
далось одновременное снижение интенсивности 
всех основных пиков поглощения [39]. Широкий 
набор продуктов обесцвечивания наблюдался 
при биологической деградации, причем наиболее 
распространенными путями биологической де-
градации трифенилметановых красителей были 

N-деметилирование и расщепление сопряженной 
хромофорной структуры [40, 41, 42]. В частности, 
при биологическом обесцвечивании кристалличе-
ского фиолетового чистой культурой Agrobacterium 
radiobacter было отмечено накопление промежу-
точных продуктов, таких как N,N,N,N-тетраме-
тилпарарозанилин, [N,N-диметиламинофенил] 
[N-метиламинофенил]бензофенон, N,N-димети-
аминобензальдегид, 4-метиламинофенол и фенол 
[43]. В случае использования лакказы CotA и кра-
ситель-обесцвечивющей пероксидазы BaDyP из 
Bacillus amyloliquefaciens в результате N-деметили-
рования образовывались бис [4-(диметиламино)
фенил]метанон и  его N-деметилированные про-
изводные [22, 44]. В случае представителей рода 
Shewanella наиболее характерными продуктами 
распада являются N,N-диметиламинобензальдегид 
и кетон Михлера [23].

Для сравнения состава продуктов распада кри-
сталлического фиолетового, после проведения экс-
перимента с обесцвечиванием, были проанализи-
рованы оптические спектры поглощения содержи-
мого анодных камер, в диапазоне длин волн от 190 
до 1100 нм. В качестве образца сравнения исполь-
зовали дистиллированную воду, среда без добав-
ления красителя в данной области не имела выра-
женных полос поглощения. Спектральные кривые 
для всех экспериментальных вариантов в диапазо-
не 285–800 нм приведены на рис. 5.

Во всех исследуемых образцах по сравнению 
с  контрольным отмечено существенное сниже-
ние интенсивности основной полосы поглощения, 
расположенной в районе 585–590 нм, при этом как 
форма самой полосы, так и положение максиму-
ма ее поглощения оставались практически неиз-
менными. Аналогичную зависимость наблюдали 
для второго пика, расположенного на 301–304 нм, 
что позволило сделать предположение о том, что 
продукты биодеградации смешанной культурой 
кристаллического фиолетового, в основной своей 
массе, не обладали поглощением в видимой обла-
сти спектра. Отсутствие выраженных гипсохром-
ных сдвигов основного пика может свидетельство-
вать о более глубокой деградации красителя, по 
сравнению с  чистыми культурами, накапливаю-
щими соединения с  частично разрушенной хро-
мофорной группой, которые поглощали в более 
коротковолновой части спектра [45]. Обнаружено 
сходство со спектром поглощения, в данной части 
спектра, продуктов разложения кристаллическо-
го фиолетового пероксидазой BaDyP из Bacillus 
amyloliquefaciens, обесцвечивающей краситель, где 
отдельные пики продуктов также не были выраже-
ны [22].

Таким образом, обнаружено сохранение ра-
нее выявленного на чистой культуре S. oneidensis 
MR‑1 эффекта, наблюдавшегося в условиях низко-
го окислительно-восстановительного потенциала 

Рис. 4. Зависимость скорости обесцвечивания кри-
сталлического фиолетового в анодных камерах БЭС 
от электрической стимуляции внешней цепи и кон-
центрации красителя. 1 – ионистор прямой поляр-
ности подключения. 2 – ионистор обратной поляр-
ности подключения, 3 – резистор 1 кОм, 4 – разом-
кнутая цепь.
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анодной камеры. Эффект сводился к стимуляции 
обесцвечивания кристаллического фиолетового 
микробной культурой при подключении внешне-
го источника тока и напряжения, совпадающего 
с  естественной полярностью биоэлектрохимиче-
ской системы (БЭС) и  ингибированию в  случае 
противоположной полярности. При этом, увели-
чение скорости реакции по сравнению с чистой 
культурой могло быть связано с  присутствием 
в смешанной культуре как экзоэлектрогенных ми-
кроорганизмов рода Shewanella, часто присутству-
ющих в донных отложениях [46], так и иных, об-
ладающих ферментными системами для обесцве-
чивания трифенилметанового красителя. Это было 
подтверждено оценкой относительного количества 
копий генов DyP в инокуляте. Сопряжение ключе-
вых реакций обесцвечивания, связанных с N-деме-
тилированием фенильного радикала отщеплением 
и расщеплением колец, могло осуществляться как 
в чистой культуре S. oneidensis MR‑1, через присут-
ствующие в донных отложениях сходные экзоэлек-
трогенные микроорганизмы. Эти микроорганизмы 
формируют прямой либо медиаторный обмен элек-
тронами с анодом и проявляли себя формировани-
ем тока и напряжения в случае разомкнутой цепи 
и резистора соответственно. Полученные результа-
ты согласуются с описанной в работе [47] зависи-
мостью обесцвечивания азокрасителя смешанной 
культурой биопленок от тока во внешней цепи. Это 
указывает на возможность использования биоэлек-
трохимической стимуляции в смешанных культу-
рах, в природных анаэробных микробиоценозах, 
формирующих механизмы межвидового переноса 

восстановительных эквивалентов [18]. Описанное 
в работе [48] вовлечение шеванеллами ФМН-зави-
симых НАДН-азоредуктаз и НАД(Ф)H-флавинре-
дуктаз в обесцвечивании азокрасителя реактивный 
черный 5, с учетом роли рибофлавина во внекле-
точном переносе электронов у данной группы, по-
казывает разнообразие возможных путей сопряже-
ния экзоэлектрогенеза и биодеградации.

Недавно описанная в статье [49] возможность 
использования представителями Shewanella ме-
диаторов на основе феназинов, синтезируемых 
псевдомонадами, для двунаправленного переноса 
заряда через системы цитохромов Mtr/Oms (исход-
но предполагавшиеся как часть механизма исклю-
чительно внеклеточного переноса) демонстрирует 
одно из возможных объяснений разнонаправлен-
ного эффекта воздействия приложенной разности 
потенциалов разных знаков.

Сохранение влияния на обесцвечивание трифе-
нилметанового красителя кристаллического фио-
летового смешанной культурой донных отложений 
в условиях низкого окислительно-восстановитель-
ного потенциала анаэробной анодной камеры БЭС 
посредством изменения полярности подключения 
к  электродам внешнего источника тока и  напря-
жения, демонстрирует возможность использова-
ния подобного подхода в условиях внешней среды. 
Изменение скорости обесцвечивания от 2.07 до 
3.23 мкМ/ч путем подключения ионистора в пря-
мой или противоположной естественному значе-
нию полярности биоэлектрохимической системы, 
показывает не только сохранение эффекта в случае 
смешанной микробной культуры, но и его усиление 

Рис. 5. Спектры поглощения продуктов разложения кристаллического фиолетового смешанной культурой в зави-
симости от электрической стимуляции внешней цепи. 1 – ионистор прямой полярности подключения. 2 – иони-
стор обратной полярности подключения, 3 – резистор 1 кОм, 4 – разомкнутая цепь, 5 – контроль.
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по сравнению с чистой культурой S. oneidensis MR‑1. 
Это может быть связано с более широкими катабо-
лическими возможностями природного микробного 
сообщества, обладающего широкими возможностя-
ми сопряжения деградации ксенобиотика с электро-
химическими процессами на подвергаемых внеш-
ней электрической стимуляции электродах.
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Decolorization of Crystal Violet by Mixed Culture under the Influence  
of Bioelectrochemical Stimulation

A. A. Samkova, E. V. Pankratovaa, b, M. N. Kruglovaa, A. V. Bespalova, S. M. Samkovaa, 
N. N. Volchenkoa, and A. A. Khudokormova

a Kuban State University, Krasnodar, 350040 Russia 
b University of Science and Technology “Sirius”, Krasnodar region, 354340 Russia 
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A significant variation in the relative representation of copies of bacterial genes of dye-decolorizing 
DyP peroxidases typical for the genus Shewanella and a number of other microorganisms was found in 
the bottom sediments of freshwater reservoirs. It was found that the specific rate of decolorization of 
crystal violet in a laboratory bioelectrochemical system by a mixed culture of bottom sediments, which 
showed the highest representation of DyP genes, depended on the method of electrical stimulation of 
the external circuit and the concentration of the dye. After an increase in the concentration of more 
than 20 microns, the maximum speed was achieved in the presence of an ionistor polarly connected 
to the external electrical circuit of the bioelectrochemical system and amounted to 3.23 ± 0.11 μM/h, 
while with the opposite polarity connection, a minimum value of 2.07 ± 0.08 μM/h was observed. In the 
case of an open circuit and a resistor, similar indicators occurred – 2.88 ± 0.09 and 2.67 ± 0.12 μM/h, 
respectively. When analyzing the decolorization products, a consistent decrease in the maxima of the 
absorption bands of the dye was noted, indicating its more complete degradation by mixed culture. The 
results may be of interest for the development of methods to improve the efficiency of bioelectrochemical 
methods of environmental biotechnology, by electrostimulation of the external circuit.

Keywords: bioelectrochemical system, dye-decolorizing DyP peroxidase, crystal violet, triphenylmethane dye, 
bioelectrocatalysis, decolorization, microbial fuel cell
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