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Электромикробиология – современное направ�
ление науки, исследующее взаимодействие между
микроорганизмами и электронными устройствами,
а также изучающее электрохимические свойства
микроорганизмов [1, 2]. Электроанализ бактери�
альных клеток позволяет исследовать каталитиче�
ские и электрохимические свойства электротранс�
портных белков клеток, анализировать метаболиче�
ские клеточные процессы, прогнозировать
резистентность бактериальных клеток к антибиоти�
кам, использовать клетки для “зелёного” синтеза
наночастиц металлов. 

Штамм Shewanella oneidensis MR�1 содержит
грамотрицательные, факультативно анаэробные
электрогенные бактерии, способные восстанав�
ливать различные соединения и передавать элек�
троны во внешнюю среду и на твердые поверхно�
сти. С помощью бактерий рода Shewanella были по�
лучены наночастицы золота, серебра, сульфидов
металлов, уранита [3]. Электрогенные бактерии мо�
гут обмениваться электронами непосредственно
без добавления каких�либо экзогенных посредни�
ков с электродами. Установлено, что в геноме кле�

ток штамма MR�1 присутствуют гены, кодирующие
41 вид цитохромов с�типа [4]. S. oneidensis MR�1 об�
ладают уникальной разветвленной электронтранс�
портной цепью (ЭТЦ), в составе которой мульти�
гемовые цитохромы с�типа располагаются на
внутренней стороне цитоплазматической мем�
браны, в периплазме и внешней мембране, обра�
зуя единый ансамбль [2, 5, 6]. Восстановление
большинства внеклеточных электронных акцеп�
торов осуществляется с помощью терминальной
редуктазы дыхательной цепи – протеинового
комплекса, сформированного из цитохромов c
MtrA, MtrB и MtrC, который расположен вне
клетки [7, 8]. 

В настоящей работе были впервые исследованы
электрохимические свойства клеток S. oneidensis
MR�1, предварительно обработанных мембрано�
разрыхляющим реагентом, что позволило осуще�
ствить прямую регистрацию электронного перено�
са с использованием графитовых планарных
электродов. 

Электрохимические измерения проводили с
помощью потенциостата μAUTOLAB (“Metrohm
Autolab”, Нидерланды), снабженного программ�
ным обеспечением GPES (версия 4.9.7). В работе
использовали трехконтактные электроды, полу�
ченные методом трафаретной печати (ООО НПП
“АвтоКом”, Россия, http://www.membrans.ru), с
графитовыми рабочим и вспомогательным элек�
тродами и хлорсеребряным электродом сравне�
ния. Диаметр рабочего электрода 2 мм. Все потен�
циалы приведены относительно хлорсеребряного
(Ag/AgCl) электрода сравнения. Эксперименты с
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клетками штамма MR�1 проводили в стерильных
условиях.

Для исследования электрохимических свойств
MR�1 клетки помещали в 0.1 М фосфатно�соле�
вой буфер, pH 7.4. Модификацию поверхности
рабочего электрода осуществляли 0.1 М раство�
ром ДДАБ в хлороформе [9]. В опытах с клеточ�
ными суспензиями клетки MR�1 суспендировали
в 15%�м глицерине. В каждом эксперименте в ка�
честве контрольного электрода использовали
электрод, модифицированный 0.1 М ДДАБ в хло�
роформе без иммобилизованного биологическо�
го материала.

На поверхность рабочего электрода наносили
2 мкл 0.1 M раствора ДДАБ в хлороформе. Хими�
чески модифицированный электрод высушивали
при комнатной температуре в течение 10 мин. За�
тем на поверхность модифицированного рабочего
(индикаторного) электрода наносили 2 мкл сус�
пензии клеток MR�1, обработанных или не обра�
ботанных водным раствором ДДАБ. Концентра�
ция клеток составляла 1 ⋅ 105–1 ⋅ 104 КОЕ/электрод
(КОЕ – колониеобразующая единица). После на�
несения клеток электроды инкубировали при
комнатной температуре в течение 15 мин. 

Ранее было показано [1], что при иммобилиза�
ции бактериальных клеток E. coli JM109 на графи�
товых электродах, полученных методом трафа�
ретной печати (печатный графитовый электрод,
ПГЭ), при потенциале –0.4 ± 0.05 В регистрирует�
ся прямой безмедиаторный перенос электронов с
участием окислительно�восстановительных фер�
ментов клеток E. coli JM109 – цитохромов с�типа,
локализованных на внешней мембране клетки,
редуктаз, дегидрогеназ, флавопротеинов. 

Прямой перенос электронов в клетках MR�1
был установлен с помощью метода квадратно�

волновой вольтамперометрии: восстановитель�
ный катодный пик зарегистрирован в области
потенциалов –0.35...–0.40 В (рис. 1). Однако
полученные данные не позволяли дать четкую
электрохимическую характеристику редокс�ком�
понентов клеток. 

Мембраноразрыхляющие и интеркалирующие
в мембраны реагенты, такие как тетрахлорффер�
раты, органические соли аммония, пиридиния,
соединения морфолиния, оксистерины, олиго�
электролиты, способствуют созданию более рых�
лой структуры биологической мембраны эукари�
от и бактерий [10, 11]. В результате предобработ�
ки клеток мембраноразрыхляющим агентом
ДДАБ стала возможной регистрация электроак�
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Рис. 1. Квадратно�волновые вольтамперограммы
ПГЭ (1) и электрода ПГЭ/S. oneidensis MR�1 (2) в
аэробных условиях. Частота 10 Гц; здесь и на рис. 2 и
3 концентрация клеток 1 ⋅ 105 КОЕ/электрод. 
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Рис. 2. (а) Циклические вольтамперограммы электро�
дов ПГЭ/S. oneidensis MR�1 в диапазоне скоростей
сканирования 0.01 до 0.1 В/с в аэробных условиях.
(б) Зависимость от скорости сканирования ν в аэроб�
ных условиях катодного пика циклических вольтам�
перограмм электродов ПГЭ/S. oneidensis MR�1 в диа�
пазоне скоростей сканирования 0.01 до 0.1 В/с.
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тивности мембранных и периплазматических
белков, что способствовало более активному про�
цессу переноса и обмена электронов между элек�
тродом и электроактивными компонентами бак�
териальной клетки (рис. 2а).

Инкубация клеток с мембраноразрыхляющим
реагентом – 0.1 М водным раствором ДДАБ – в
течение 15 мин позволила получить наибольшее
значение амплитуды катодного пика в области
потенциалов –0.39...–0.41 В. Дальнейшая инку�
бация клеток в этом растворе привела к сниже�
нию интенсивности катодного пика (табл. 1). Это
может быть связано с диссоциацией мембранных
электроактивных белков из бислоя мембраны в
раствор электролита. Таким образом, инкубация
клеток в 0.1 М водном растворе ДДАБ в течение
15 мин является оптимальной для получения мак�
симально интенсивного пика.

Из данных рис. 2б видно, что имеется линей�
ная зависимость катодного пика в области потен�
циалов –0.37...–0.39 В от скорости сканирования.
Такая зависимость характерна для процессов,
протекающих на поверхности электрода, а не в
растворе электроактивного компонента [12]. Ра�
бота с химически модифицированными электро�
дами (модификация электродов ДДАБ) позволяет
фиксировать клетки на поверхности сенсора,
способствуя переходу электродных процессов в
режим именно поверхностных процессов. 

При оптимальном отношении компонентов и
времени инкубации мембраноразрыхляющие ре�
агенты делают мембрану клеток “прозрачной”
для электронов, но недостаточно проницаемой
для электроактивных компонентов, препятствуя
их вытеканию в раствор. Таким образом, обработ�
ка клеток мембраноразрыхляющими реагентами
способствует более эффективной регистрации
прямого переноса электронов в клетках и иденти�
фикации электроактивных компонентов бакте�
риальной клетки. 

Электроанализ бактериальных клеток S. oneiden�
sis MR�1 в анаэробных условиях (с предобработкой
0.1 М водным раствором ДДАБ в отношении 10 : 1,
15 мин, комнатная температура) позволяет заре�
гистрировать редокс�активные белки и биомоле�
кулы при значениях восстановительных и окис�
лительных потенциалов, равных –0.40, –0.16 и
–0.0 В (рис. 3). Для бактериальных клеток
Shewanella loihica PV�4 с помощью циклической
вольтамперометрии были идентифицированы
три редокс�активных центра: область потенциа�
лов –0.42 В соответствует окислительно�вос�
становительному потенциалу рибофлавина (фла�
вогемопротеинам), область потенциалов –
0.20...–0.27 В – производным хинона, область
потенциалов 0.0...–0.07 В соответствует цитохро�
мам с�типа внешней мембраны [13, 14]. Можно
предположить, что в наших экспериментах для
клеток S. oneidensis MR�1 также идентифициру�

ются три группы редокс�активных компонентов:
–0.40 В – флавогемопротеины; –0.16 В – хино�
ны; –0.0 В – цитохромы с�типа внешней мембра�
ны.

Важной характеристикой биоэлектродов явля�
ется зависимость интенсивности электрохимиче�
ского сигнала от концентрации биологического
материала. Было проведено исследование зави�
симости величины сигнала от концентрации кле�
ток на электроде. Для этого были приготовлены
серии разведений клеточной суспензии. Резуль�
таты анализа методом квадратно�волновой вольт�
амперометрии представлены в табл. 2.

Наибольшее значение величины сигнала ка�
тодного пика наблюдается при концентрации

Таблица 1.  Значение величины амплитуды катодного
пика квадратно�волновых вольтамперограмм от вре�
мени предобработки клеток S. oneidensis MR�1 водным
раствором ДДАБ

Время инку�
бации, мин

Потенциал 
катодного пика, В

Высота катодного 
пика, 10–8 А

10 –0.386 –1.17

15 –0.386 –3.10

20 –0.386 –2.61

25 –0.398 –2.66

30 –0.409 –1.82

Полужирным шрифтом выделены значения наиболее ин�
тенсивного сигнала при инкубации с водным раствором
ДДАБ в течение 15 мин.
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Рис. 3. Циклические вольтамперограммы ПГЭ (пунк�
тирная линия) и электрода ПГЭ/S. oneidensis MR�1
(сплошная линия) в анаэробных условиях. Скорость
сканирования 0.02 В/с. Клетки S. oneidensis MR�1 бы�
ли предварительно обработаны 0.1 М водным раство�
ром ДДАБ.
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клеток на электроде, равной 6.25 ⋅ 103 КОЕ/элек�
трод, что может быть связано с более выгодной
ориентацией иммобилизованного клеточного ма�
териала на поверхности рабочего графитового
электрода, оптимизирующей перенос электронов
[14]. Известно, что клетки S. oneidensis MR�1
представляют собой прямые или слегка изогну�
тые палочковидные бактерии размером 1.5–4.6 ×
0.4–1 мкм. Наши расчеты показывают, что при
площади электрода, составляющей 3.14 мм2, и
оптимальной концентрации клеток на электроде
бактерии будут располагаться на поверхности
электрода в виде монослоя. По�видимому, это оп�
тимальное расположение клеток для регистрации
электрохимического сигнала.

Тиосульфат натрия является сильным восста�
новителем и используется для биосинтеза нано�
частиц сульфида серебра в присутствии клеточ�
ных суспензий. В нашей работе было исследовано
влияние тиосульфата натрия на электрохимиче�
ские свойства S. oneidensis MR�1. В присутствии
тиосульфата натрия перенос электронов стано�
вится более эффективным, так как катодный пик
смещается в более положительную область на
70 ± 5 мВ, а интенсивность пика возрастает: высо�
та пика 5.29 ⋅ 10–8 и 5.46 ⋅ 10–8 А соответственно.
Влияние восстановителя дитионита натрия на
ферменты, участвующие в переносе электронов
клеток Shewanella, было исследовано ранее [15].
Авторы также показали модулирование редокс�
состояний простетических групп белков с помо�
щью этого восстановителя. 

Итак, проведен электроанализ бактериальных
клеток S. oneidensis MR�1. Показано, что электро�

активность клеток может быть зарегистрирована
с помощью графитовых электродов, полученных
методом трафаретной печати. Для модификации
рабочей поверхности электродов и для предобра�
ботки клеток с целью разрыхления внешней мем�
браны и активизации процессов обмена электро�
нов между электродом и электроактивными ком�
понентами бактерий был использован ДДАБ. 

Работа выполнена в рамках Программы фун�
даментальных научных исследований государ�
ственных академий наук на 2013–2020 гг., а также
при частичной финансовой поддержке Россий�
ского фонда фундаментальных исследований
(грант № 13–04–00220) и Программы Президиу�
ма PАН № 24.
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Таблица 2. Значение величины интенсивности ампли�
туды катодного пика и площади катодного пика квад�
ратно�волновых вольтамперограмм от концентрации
клеток S. oneidensis MR�1 на электроде

Концентра�
ция, 

КОЕ/электрод

Потенци�
ал, В

Интенсив�
ность катод�
ного пика, А

Площадь ка�
тодного пи�

ка, А · В

1 ⋅ 105 –0.401 –1.019е�8 5.715е�10

1.1 ⋅ 104 –0.401 –4.268Е�8 2.853Е�9

2.5 ⋅ 104 –0.386 –3.519Е�8 2.095Е�9

2.7 ⋅ 103 –0.411 –3.899Е�8 2.548Е�9

6.25 ⋅ 103 –0.377 –4.342е�8 2.752Е�9

8.2 ⋅ 102 – – –

Полужирным шрифтом выделены значения наиболее ин�
тенсивного сигнала при концентрации клеток, равной
6.25 ⋅ 103 КОЕ/электрод; (–) – отсутствие сигналов (при
максимальной концентрации пики не регистрировались,
возможно, из�за перехода в более плотную пленку).
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